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OZET

Sunulan tez c¢aligmasi kapsaminda tamamen insan kaynakli hiicre kiiltiirii
biyomalzemeleri kullanilarak korneal limbal eksplant kiiltiir ile limbal epitel kok
hiicreler (LEKH) in elde eldilmesi amaglanmustir.

Tez caligmasmin ilk asamasinda limbal eksplantlarin yerlestirilecegi ve hiicre
migrasyonunu destekleyecek kiiltlir ylizeyleri olusturulmustur. Bu amagla literatiirde
siklikla kullanilmakta olan insan kaynakli amniyotik membran (AM) (donmus-
¢cozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis) ve calismanin 6zgiin noktas: olarak insan kaynakli
trombositten zengin fibrin (TZF) (1,000 rpm 5 dk) kullanilmistir. Hazirlanan yiizeyler
faz kontrast mikroskobu (FKM) ve tarayici elektron mikroskobu ile incelendiginde, AM
yilizeyin TZF yiizeye gore daha siki konumlanmis fiberlerden olustugu gézlemlenmistir.
Daha sonra insan kaynakli AM (taze) ve standart protokol (2,700 rpm 12 dk) ile
hazirlanan TZF’nin 14 giinliik inkiibasyonu ile hazirlanan modifiye besi ortamlar1 in
vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalar siiresince kullanilmistir. Besi ortami ve kiiltiir yiizeyi
hazirlamakta kullanilan tiim biyomateryallerin salim kinetikleri in vitro salim
caligmalar1 ile degerlendirildiginde epidermal biiytime faktorii (EGF) ve transforme
edici biiyime faktorii-B (TGF-B) icin en yiiksek konsantrasyona sahip biyomateryalin
2,700 rpm 12 dk protokolii ile hazirlanmig TZF; vaskiiler endotel biiyiime faktorii-A
(VEGF-A) icin en yiiksek konsantrasyona sahip biyomateryalin ise taze AM oldugu
gorilmiistiir.

Karakterizasyon ¢alismalar1 tamamlandiktan sonra 4 farkli grup olusturularak hiicre
kiiltiiri caligmalart gerceklestirilmistir. Grup 1’de AM yiizey kaplama ve standart besi
ortami, Grup 2’de AM yiizey kaplama ve AM ile modifiye edilmis besi ortami, Grup
3’te TZF yiizey kaplama ve standart besi ortami, Grup 4’te TZF ylizey kaplama ve TZF
ile modifiye edilmis besi ortami kullanilmistir. Demografik acgidan istatistiksel bir fark
arz etmeyen 32 adet donor kornea-skleral rim gruplara rastgele dagitilarak 14 giinliik
hiicre kiiltiirii ¢aligmas1 gerceklestirilmigtir. Kiiltiir siliresince migrasyona ugrayan
hiicrelerin morfolojisi FKM ve canli hiicre goriintiileme sistemleri ile takip edilmistir.
On dordiincii giin sonunda hiicre iskeleti/cekirdek boyamalart ile hiicrelerin morfolojisi,
canl/6li. boyamalar1 ile hiicrelerin canliliklari, immiinsitokimyasal boyamalar ile
belirlenen belirtegler bakimindan hiicrelerin kokliiligii degerlendirilmis ve gruplar
arasinda karsilagtirmalar yapilmistir. Ayrica akis sitometre analizi ile belirteclerin ifade
yiizdeleri hesaplanarak gruplar arasinda kantitatif karsilagtirmalar yapilmigtir. Son
olarak, gen ifade seviyelerini belirlemek amaciyla gergek zamanli ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi gergeklestirilmistir. Semi-kantitatif
olarak yorumlanan boyama sonuclar1 ve kantitatif olarak degerlendirilen akis sitometre
ve RT-PCR sonuglari, TZF ile kaplanan yiizeylerde TZF ile modifiye edilmis besi
ortami ile beslenen hiicrelerin morfolojik ve kok hiicre belirtecleri agisindan daha ¢ok
LEKH lehine ¢iktigin1 gostermistir.

Elde edilen veriler, bu tez ¢aligmasinda 6zgiin olarak kurgulanmis insan kaynakli
fibrin kaplamanin limbal eksplant kiiltiirde LEKH migrasyonunu kokliiliigli koruyacak
sekilde uyardigin1 gostermistir. Bu sonuglar, LEKH kiiltiiriinde literatiirde siklikla
kullanilan ancak sahip oldugu dezavantajlar1 sebebiyle alternatifleri aranan standart
yontemlere iistiinliigii olan ve tamamen insan kaynakli {iriinlerden olusan yeni bir hiicre
kiiltiir sisteminin 6nemini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Limbal epitel kok hiicre, Limbal eksplant kiiltiir, Amniyotik
membran, Trombositten zengin fibrin.
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ABSTRACT

Within the scope of the presented thesis study, it was aimed to obtain limbal
epithelial stem cell (LESC) by conducting corneal limbal explant culture using
completely human-derived cell culture biomaterials.

At the first stage of the thesis study, culture surfaces were created to place limbal
explants and support cell migration. For this purpose, human-derived amniotic
membrane (AM) (frozen-thawed-de-epithelialized) which is frequently used in the
literature and human-derived platelet-rich fibrin (PRF) (1000 rpm 5 min), which was
chosen as the original point of this study, were used. When the prepared surfaces were
examined with phase contrast microscopy (PCM) and scanning electron microscopy, it
was observed that the surface of the AM consisted of more tightly positioned fibers than
the surface of the PRF. Then, the modified culture media prepared with a 14-day
incubation of PRF prepared with standard protocol (2700 rpm 12 min) and human-
derived AM (fresh) were used during in vitro cell culture studies. The release kinetics of
all biomaterials used to prepare the culture medium and culture surface are evaluated by
in vitro release studies: The biomaterial with the highest concentration for epidermal
growth factor (EGF) and transforming growth factor-f (TGF-B) was PRF prepared with
a 2700 rpm 12 min protocol; and the biomaterial with the highest concentration for
vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A) was fresh AM.

After the characterization studies were completed, 4 different groups were formed
and cell culture studies were carried out. Group 1 consisted of AM surface coating and
standard media, Group 2 consisted of AM surface coating and AM modified media,
Group 3 consisted of PRF surface coating and standard media, Group 4 consisted of
PRF surface coating and PRF modified media. Thirty-two donor cornea-scleral rim
without statistical difference in terms of demographics were randomly distributed into
groups, and a 14-day cell culture study was performed. Morphology of the migrating
cells during culture was followed by PCM and live cell imaging systems. At the end of
the fourteenth day, cell morphology with cell skeletal/nuclear staining, viability of cells
with live/dead staining, stemness of cells with immunocytochemical staining were
evaluated and the groups were compared. In addition, quantitative comparisons between
groups were made by calculating the percentages of expression of the markers by flow
cytometer analysis. Finally, real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR) analysis was performed to determine gene expression levels. Semi-
quantatively evaluated staining results and quantitatively evaluated flow cytometer and
RT-PCR results showed that the cells fed with media modified with PRF on the surfaces
coated with PRF favored LESC more in terms of morphological and stem cell markers.

The obtained data in this thesis study show that, the originally constructed human
fibrin coating stimulates LESC migration in the limbal explant culture, preserving the
stemness. These results emphasize the importance of a new cell culture system which is
based entirely on human-derived products and which has advantages over standard
methods used in the LESC culture, alternatives of which is being searched for because
of their disadvantages.

Keywords: Limbal epithelial stem cell, Limbal explant culture, Amniotic membrane,
Platelet-rich fibrin.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Kornea ve Limbus

1.1.1. Korneal Embriyoloji ve Anatomi

Kornea temel olarak kraniyal ektodermden koken alan 3 ana tabakadan olusur.
Kraniyal ektoderm gelisim sirasinda yiizey ektodermi ve nodroektoderm tabakalarma
ayrilarak kornea gelisimini destekler. Yiizey ektodermi korneanin en dis katmaninda yer
alan “epitel” tabakasini olustururken; noéroektoderm tabakasi noéral tlipten go¢ eden
noral krest hiicreleri araciligiyla korneanin en kalin ve orta tabakasi olan “stroma” ile en
icte yer alan “endotel” tabakasini olugturur. Embriyolojik gelisim siirecinde zamanla 6n
stromal hiicreler tarafindan kornea epitelinin bazal membrani ile stroma arasinda
“Bowman tabakas1” sentezlenir. Korneal stroma ve korneal endotel tabakalar1 arasinda

ise “Desemet membrani” sentezlenir (Sekil 1.1) (1, 2).

‘7 SES s ey 1| Epitel
S e

Tabakasi

Stroma

1 Desemet

............ —L Membrani
Endotel

Sekil 1.1. Kornea anatomisi, (2)’den degistirilerek.

1.1.2. Kornea Epiteli

Kornea epiteli 40-50 mikrometre (um) kalinliginda 5-7 hiicre tabakasindan olusan
cok katmanli, skuam6z ve nonkeratinize yapidadir. Bu hiicre tabakalarindan en alt
kisimda kolumnar morfolojide “bazal hiicreler”, orta tabakada poligonal morfolojide
“kanats1 hiicreler” ve en dis kisitmda g6z yasi film tabakasina komsu yass1 “ylizeyel

hiicreler” yer almaktadir (Sekil 1.2). Bazal hiicreler altlarinda yer alan bazal laminaya



hemidesmosomlar araciligiyla sikica tutunmaktadir. Ayrica, desmosomlar araciligryla
komsu hiicreler birbirleri ile siki baglant1 kurarlar. Bazal hiicreler anatomik limbus
bolgesinde yer alan. limbal epitel kok hiicre (LEKH) olarak bilinen bazal epitel
hiicrelerinden kdoken alan ve mitotik aktivite gosteren hiicrelerdir. Anatomik limbus
bolgesinden korneanin santraline dogru (sentripedal) yayilim gosteren bu hiicreler
kornea epitelinin devamliligi i¢in oldukca biiylik bir 6nem arz etmektedir. Bazal hiicre
tabakasinin lizerinde hiicreler morfolojik acidan yassilagarak sirasiyla kanatsi hiicreler
ve ylizeyel yassi hiicreleri olustururlar. Yiizeyel yassi hiicrelerin gz yasi tabakasina
bakan apikal ylizeylerinde dogal koruyucu olarak gorev yapan ve glikokaliks tabakay1
iizerinde barindiran mikrovilluslar yer almaktadir. Glikokaliks tabaka ile birlikte bu
mikrovillus yapisi goziin ve korneanin dogal immiin yanitinda olduk¢a onemli bir
anatomik bariyer gorevi istlenir. Kornea epiteli, gdzyas1 tabakasmna komsu apikal
ylizeyi ile Bowman tabakasina komsu bazal ylizeyi arasindaki iyon ve elektron

farkindan 6tiirli polarite gosteren bir hiicre tabakasidir (3, 4).

Gozyasi tabakasi

Glikokaliks tabaka

Mikrovillus

Yiizeyel hiicreler

Kanatsi hiicreler

Bazal hiicreler

Bazal lamina

Desmosom

Hemidesmosom

Sekil 1.2. Kornea epitel anatomisi, (4)’ten degistirilerek.

1.1.3. Limbal Epitel Kok Hiicre
Limbal epitel kok hiicreleri, goziin sklera ve kornea tabakalarmin birlesim

bolgesinde bulunan, 0.5-1 mm ¢apa sahip anatomik limbus bolgesinde yer alan, dokuya



0zgli pluripotent kok hiicrelerdir (5). Anatomik limbus bolgesinde epitel tabakasi
ylizeyden bazal kisma dogru bir ige kivrilma (invajinasyon) gosterir. “Vogt Palisadlar1”
olarak bilinen bu ige kivrilma alanlarinda kornea epitelinin devamliligini saglayan kok
hiicre nisi (mikrogevre) yer almaktadir (Sekil 1.3). Bu bdlgenin anatomik yapisi
nedeniyle kok hiicreler, géz kapaginin devamli hareketinden kaynaklanan kayma
geriliminden ve giinesin etkisiyle olusan ultraviyole (UV) ve serbest oksijen radikalleri
(SOR) nin olumsuz etkisinden korunmus olur. Bazal epitel katmaninda yer alan kdk
hiicre nisi, etrafindaki melanositler, fibroblastlar ve kan damarlar1 sayesinde yogun
olarak desteklenmektedir. Melanositler, UV absorbsiyonu yaparak kok hiicrelerin hasar
gormesini engellerken, fibroblastlar sisteinden zengin asidik proteinleri yogun olarak
sentezler ve adezyonu kolaylastirirlar. Ayrica bu bdlgenin yogun kan akimi sayesinde

plazma ve serum kaynakli biiytime faktorleriyle zengin olarak beslendigi bilinmektedir

(6).

Konjonktiva Limbus Perifer Kornea Santral Kornea

Kan damanr

Terminal
diferansiye hiicre

Bazal membran

Gegici amplifiye
olabilen hiicre

<&r
@
% Melanosit
/ Limbal fibroblast
()

Limbal epitel kok
hiicre

Sekil 1.3. Anatomik limbus ve kok hiicre nisi, (6)’dan degistirilerek.

Kok hiicre nisini destekleyen bazal membran bilesimi santral kornea epitelinin bazal
membran bilesiminden farklilik gdsterir. Santral kornea epitelinin bazal membraninda
tip 4 kollajenin a3-a5 zincirleri gozlenirken, LEKH nisinin bazal membraninda tip 4
kollajenin al- a2-a5 zincirleri gozlenmektedir. Epitel bazal membran yapisinin diger

onemli bileseni olan laminin de santral kornea ve limbal bdlge arasinda farkliliklar



gosterir. Limbal bolgede laminin 1-5, a2-B2-y3 zincirlerinden olusurken, santral kornea
bazal membraninda bu zincirler bulunmaz. Ayrica, limbal bolgede bazal membran
yapist santral kornea epitelinin bazal membranindan farkli olarak fenestreli bir yapi
gosterir. Bu fenestrasyonlar nedeniyle normalde avaskiiler olan limbal epitel bolgesi
bazal membranin altinda yer alan ve yogun olarak kan damarlari ile beslenen limbal
stroma ile madde aligverisini saglayabilmektedir. Ozellikle yara iyilesmesi déneminde
metabolik aktivitelerini arttiran ve ¢ogalmaya baslayan kok hiicrelerin atik maddeleri bu
fenestrasyonlardan stromal kan akimina aktarilirken, dolasimdan kaynaklanan biiyiime
faktorleri, sitokinler ve adezyon proteinleri kimyasal destek amaciyla limbal epitel
bolgesine aktarilir. Limbal bolgedeki bazal membranin kendine 06zgii bilesimi ve
fenestreli yapisi nedeniyle giinlimiizde ¢aligsmalar hem in vivo hem de in vitro kosullarda
bu yapiy1 taklit etmeye odaklanmistir (7).

Santral korneada meydana gelen ylizeyel bir yaralanma durumunda LEKH nisine
noral ve kimyasal uyarilar aracilifiyla ¢ogalma istegi gonderilir. Normal sartlarda
kornea epitelinin homeostazini saglamak {izere yavas cogalma siklusunda olan
LEKH’ler aktiflesir ve mitotik aktivitelerini hizlandirirlar (8). Viicudun diger
bolgelerindeki pluripotent kdk hiicrelerde oldugu gibi bu hiicreler de kok hiicre nisinde
farklilagsmadan kok hiicre havuzunu devam ettirebilecek yiiksek kendini yenileyebilme
kapasitesiyle beklemektedirler (9). Yara iyilesmesi durumunda aktive olan bu kok hiicre
toplulugu mitotik aktivitelerini arttirir ve c¢ogalma (proliferasyon) ya baglarlar.
Cogalmaya baslayan LEKH’ler kok hiicre nigini terk eder ve bazal membran seyri
boyunca santrale dogru (sentripedal) go¢ ederler. Bu seyir sirasinda bazal membranin
anatomik yapisinda ve mikrogevrenin kimyasal yapisinda meydana gelen degisimler
nedeniyle farklilasma (diferansiyasyon) baslar. Sirasiyla dnce gecici amplifiye olabilen
hiicre, sonra terminal diferansiye hiicre olarak santral kornea epiteline doniisiirler (Sekil

1.3) (6-8).

1.1.4. Limbal Epitel Kok Hiicre Belirtecleri

Anatomik limbus bolgesinde yer alan diferansiye olmamig LEKH ile diferansiye
santral kornea epitel hiicresi arasinda bazi niikleer, sitoplazmik ve hiicre membrani
yiizey belirtecleri agisindan farkliliklar mevcuttur. Limbal epitel kok hiicreler i¢in heniiz
kesin olarak ispatlanmis belirtecler olmamakla birlikte uzun yillardir yapilan ¢alismalar

giinimiizde bu belirteclerin izolasyon i¢in kullanilabilecek nitelikte olduklarin



gostermektedir (10). Sitoplazmik keratin (K) belirte¢lerinden K3 ve K12 santral kornea
epitelinde bulunurken, K5 ve K14 LEKH’de bulunmaktadir. Tiimor baskilayic1 gen
ailesinden tiimor protein 63 (p63) niikleer belirteci ise 6zellikle LEKH izolasyonunda en
siklikla kullanilmakta olan pozitif belirtectir. Hiicre membranmi yiizey belirtecleri
oldukca farkliliklar gostermektedir. Santral kornea epiteli ylizey belirteci olarak hiicreler
aras1 ‘gap junction’ proteini olarak bilinen Konneksin 43 kullanilirken, LEKH pozitif
belirteci olarak bir ATP-baglanict kaset proteini olan ve transporttan sorumlu ABCG2
kullanilmaktadir. Santral kornea epiteli ve LEKH igin belirleyici igaretler Cizelge 1.1°de
ayrintili olarak gosterilmektedir. Tiim bu belirtecler in vitro calismalarda LEKH
izolasyonu ve basarili kiiltiirasyonu i¢in akis sitometre, immiinsito-histokimyasal

boyamalar ve genetik ifade analizlerinde kullanilmaktadir.



Cizelge 1.1. Santral kornea epiteli ve limbal epitel sitoplazmik / niikleer / ylizey
belirtecleri, (10)’ dan degistirilerek.

Santral Kornea
) Lo Limbal Epitel
Belirtecler Epiteli

Bazal Suprabazal Bazal Suprabazal

Sitoplazmik / Niikleer Belirtecler

Keratin K3/K12 ++ ++ - ++
Keratin K5/14 -I(+) - T )
Vimentin - - ++ )
a - enolaz ) - T )
po3 ) - ++ +)
Nestin ++ +—+ i N
Yiizey Belirtecleri

Konneksin 43 ++ + - +
E-kaderin ++ ++ Q) ++
B - katenin T ++ + ++
Integrin a2 ++ + - +
Integrin a3 +4 0 . ¥
Integrin a6 ++ + b, T
Integrin B1 ++ + ++ +
Integrin p2 + + + I
Integrin p4 ++ T - n
Integrin B5 T - n )
Integrin a3p1 1+ + - I
EGF-R ++ + ++ +
NGF-R TrkA n @ n :
Transferrin-R CD71 N n 3 n
TGF-B-RI T n "y =
TGF-B-RII o " e "
ABCG2 - - = -

-: tespit edilememis, (+): zayif pozitif, +: orta pozitif, ++: giiclii pozitif.

p63: tiimdr protein 63, EGF-R: epidermal biiylime faktor reseptorii, NGF-R TrkA: sinir
biliyime faktor reseptorii tirozin kinaz A, TGF-B-RI: transforme edici biiyiime faktor
beta reseptdr I, TGF-B-RII: transforme edici biiylime faktdr beta reseptor I, ABCG2:
ATP-baglanici kaset protein G2.



1.1.5. Limbal Epitel Kok Hiicre Yetmezligi (LEKHY) Tam ve Giincel Tedavi
Yontemleri

Limbal epitel kok hiicre yetmezligi, anatomik limbus bolgesinde epitel kok
hiicrelerinin ve/veya limbal stromanin primer veya sekonder bazi sebeplere bagli olarak
hasarlanmas1 sonucunda olusan klinik tablodur. Etyolojide bir¢ok hastalik ve travma
suclanmakla birlikte okiiler ylizey kimyasal yaralanmalar1 basi ¢ekmektedir. Cizelge
1.2°de etyolojiden sorumlu primer ve sekonder sebepler Ozetlenmistir. Limbus
bolgesinde sklera-konjonktiva kompleksi ile saydam kornea arasinda bariyer gorevi
goren epitel kok hiicrelerinin hasarlanmasi sonucunda bariyer gorevi ortadan kalkar ve
sklera-konjonktiva kompleksinden kaynakli fibroblast, goblet ve wvaskiiler endotel
hiicrelerinde periferden kornea merkezine dogru bir hareket baslar. Avaskiiler ve
saydam kornea yapisi i¢in istenmeyen bu hiicre go¢ii sonucta korneada vaskiilarizasyon,
fibrozis ve pannus olusumuna sebep olur. Normal sartlarda 5-7 sira kornea epiteli ile
kaplt olmas1 gereken kornea yiizeyinin farkli hiicre popiilasyonu tarafindan isgal
edilmesi sonucunda subepitelyal sinir pleksusu acgiga cikar ve kiside yogun batma,
yanma ve agr1 gézlemlenir. Devam eden inflamasyon ve kapanmayan epitel defektleri
zamanla korneal skar gelisimine ve korneal saydamligin ileri derecede azalmasina sebep
olur. Ayrica, yogun batma, yanma, agri hisseden ve gérme diizeyi ileri derecede azalan
bu hasta grubunda hayat kalitesi 6nemli oranda azalir (11).

Limbal epitel kok hiicre yetmezliginde tani genellikle hikaye ve klinik bulgulara
dayanir. Hastalarin muayenesi sonucu, gorme azligi, limbal anatominin kaybolmasi
ve/veya limbal iskemi, korneal konjonktivalizasyon, persistan epitel defektleri ve
korneal skar olusumu gozlemlenir. Etyolojik ajanin goz ylizeyini etkileme genisligine
gbre kornea harici goz yiizeyi yapilarinda da etkilenimler gozlenebilir. Ornegin,
Stevens-Johnson Sendromu, Toksik Epidermal Nekroliz veya Okiiler Skatrisyel
Pemfigoid gibi hastaliklarda ciddi mukoza tutulumuna bagli olarak konjonktival
skarlasma, yapisikliklar ve semblefaron da tabloya eslik eder. Tiim kornea ve okiiler
ylizey etkilenebilecegi gibi, limbusta sadece birka¢ saat kadranini etkileyen lokalize
hasarlar da olusabilir. Bu durumda okiiler yiizeyin rejenerasyonu total hasara oranla
daha kolay olacaktir (11, 12).

Anamnez ve genel oftalmolojik muayene haricinde tanida siklikla kullanilan ileri

inceleme yontemi “impresyon sitolojisi” dir. Bu yontemde, hasarli bolgenin bir miktar



kurumasina izin verildikten sonra 6zel olarak kesilmis selliiloz asetat kagitlar1 eksternal
olarak uygulanir ve yiizeyel epitelin kagit iizerine yapigsmasi saglanir. Noninvazif
olmasi, uygulamanin kolay olmasi ve hastaya hasar vermemesi dolayisiyla tiim diinyada
yayginlik kazanmig Onemli bir tani yOntemi haline donilisen impresyon sitolojisi,
LEKHY tanis1 haricinde, kuru goz, okiiler skatrisyel pemfigoid ve vitamin A eksikligine
bagli okiiler yiizey hastaliklarinin tanisinda da kullanilmaktadir. Selliiloz asetat kagit
iizerinde laboratuvar ortamina aktarilan biyopsi Orneginden elde edilen hiicreler
immiinsitokimyasal boyamalar ile morfolojik acidan veya g¢esitli belirtecler ile
isaretlenerek akis sitometrisinde incelenebilir. Morfolojik incelemeler sonucunda
skuamoz metaplazi ve goblet hiicrelerinin varlig1 muayene sonucu gézlemlenen kornea

konjonktivalizasyonunu destekleyen bulgulardir (12).



Cizelge 1.2. Limbal epitel kok hiicre yetmezligi etyolojisi, (11)’den degistirilerek.

PRIMER

Aniridia

Multiple Endokrin Yetmezlik
Epidermal Displazi
Konjenital Eritrokeratodermi

Diskeratosis Konjenita

SEKONDER

Termal ve Kimyasal Yaniklar*
Uzamis ve Uygun Olmayan Kontakt Lens Kullanim
Inflamatuar Gz Hastaliklar:
Stevens-Johnson Sendromu
Toksik Epidermal Nekroliz
Okiiler Skatrisyel Pemfigoid
Kronik Limbitis
Otoimmiin Hastaliklar
Atopik Konjonktivit
Mikrobiyolojik Enfeksiyon
Norotrofik Keratit
Limbal Cerrahi, Radyasyon, Kriyoterapi
Kronik Biilloz Keratopati
Topikal Antimetabolit Tedavisi
5-Fluorourasil
Mitomisin-C
Sistemik Kemoterapi

Hidroksiiire

* En sik

Giliniimiizde LEKHY, hasarin ciddiyetine bagli olarak konservatif veya invazif bir
takim yontemler kullanilarak tedavi edilmektedir. Konservatif tedaviler arasinda
destekleyici topikal damlalar, kornea yiizey epitel debridmani ve insan amniyotik
membran transplantasyonu (AMT) yer almaktadir. Konservatif tedaviler ile halen az

miktarda da olsa mevcut olan LEKH lerin uygun mikrogevre saglanarak aktivasyonu ve



korneal yiizeyi rejenere etmek i¢in harekete gegmesi uyarilmaya calisilir. Ancak LEKH
miktar1 korneal yiizeyi rejenere edemeyecek oranda azalmis ise LEKH transplantasyonu
giindeme gelir. Limbal epitel kok hiicre kaynagi olarak kisinin saglikli diger goziinden
veya hasarli aynm1 goziin saglikli bolgesinden elde edilen limbal epitel grefti
(konjonktiva-limbal otogreft), kadavra kaynakli konjonktiva-limbal allogreft veya
kerato-limbal allogreft kullanilabilmektedir. Ancak otogreft yontemlerde nispeten
biliylik doku parcast gerekliligi ve kisinin limbal rezervine verilen hasar, allogreft
yontemlerde ise immun yanitin akut veya kronik dénemde olusturacagi red cevabi veya
kronik limbitisin limbal stroma ve kok hiicre nisinde meydana getirecegi olumsuz
cevaplar nakledilen limbal dokunun uzun vadede basarisini diisliriir. Ayrica, allogreft
tekniklerde inflamasyon ve red cevabini baskilamak i¢in uzun siire kullanilan topikal
ve/veya sistemik steroid ve immun baskilayicilar, okiiler (katarakt, géz i¢i basinci
yiiksekligi) ve sistemik (bobrek ve karaciger hasari, gastrointestinal sistem ve cilt
problemleri) yan etkilere sebep olarak cerrahinin bagarisin1 olumsuz yonde etkiler (11,
13).

Limbal epitel kok hiicreleri transplante etmenin bir baska yontemi ise 6zellikle son
yillarda yayginlik kazanan in vitro ortamda kiiltiire edilmis LEKH transplantasyonudur
(LEKHT). Bu yontemle gerek kadavra gerekse otojenik kaynakli az miktarda limbal
doku parcasindan laboratuvar ortaminda cesitli izolasyon yontemleri kullanilarak
LEKH’ler izole edilir ve ¢ogaltilarak hasarli goz yiizeyine nakledilir. Ik basarili kiiltiire
edilmis LEKHT 1997 yilinda Pellegrini ve ark. (14) tarafindan 2 hasta iizerinde
uygulanmistir. Giiniimiizde gelinen noktada ise LEKH’lerin izolasyonunun ardindan in
vitro kiiltiirasyon protokollerinde “eksplant kiiltiir” ve “enzimatik kiiltiir” olarak 2 farkl
yaklasim sahip oldugu avantaj ve dezavantajlartyla karsilastirilmaktadir. “Eksplant
kiiltiir” sisteminde LEKH’lerin kendilerine mikrogevre ve destek saglayan limbal
stromal hiicrelerin mevcudiyeti sebebiyle daha kolay cogalabildikleri savunulurken,
cogalan hiicrelerin kok hiicre karakterinin korunmadigi ve gegici amplifiye olabilen
hiicre karakterinde olmalar1 dezavantajlarin1 olusturmaktadir (15, 16). “Enzimatik
kiiltiir” sisteminde ise ¢ogalan hiicrelerin kok hiicre karakterini korudugu gosterilmesine
ragmen cogalabilmeleri i¢in mekanik ve kimyasal bir besleyici tabakaya gereksinim
gosterdikleri bilinmektedir (17). Giiniimiizde hiicrelere kimyasal ve mekanik destek

saglayan besleyici tabaka olarak Amerika Gida ve Ilag¢ Kurumu (FDA) onayini almis
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olan ve fare embriyolarindan elde edilen, liremesi baskilanmis ancak biiylime faktor
salimmi devam ettiren 3T3 fibroblast hiicre hatlar1 kullanilmaktadir (18). Immortal
ozellige kavusmus bu hiicre hatlarinin ¢ogalma kapasitesi yiiksek enerjili 1s1ma (X
1sinlart veya y radyasyonu yayan 60Co ile 60 Gy enerjiye maruz birakilir) veya bir
antineoplastik, antibiyotik ajan olan Mitomisin-C uygulamasi ile durdurulur (19). Ancak
hayvansal kaynakli olan bu besleyici tabakalarda mikrokimerizm, prion ajanlari ve
tespit edilemeyen viral bulaglarin olabilmesi arastirmacilari insan kaynakli besleyici
tabaka arayisina yonlendirmistir (18). Ayrica hiicrelerin kiiltiirasyonu sirasinda
kullanilan besleyici ortamlar (medium) 6zellikle tiremesi yavas olan LEKH i¢in bir¢cok
modifikasyon gostermektedir. Rekombinant DNA teknolojisi ile bakteriler tarafindan
iretilen biliylime faktorlerinin ortama eklenme zorunlulugu, hem maliyeti arttirmakta
hem de post-translasyonel modifikasyona ugramadan tiretildiklerinden dolay1 son hiicre
iiriiniiniin insan viicuduna nakli sonrasinda kanser yapici etkiler yaratabilmektedir (20).
In vitro kiiltiir sistemlerinin ve hayvansal kaynakli besleyici tabakalarin sahip oldugu bu
dezavantajlar sebebiyle giiniimiizde halen optimum hiicre kiiltiir protokoliiniin
belirlenmesine yonelik ¢aligmalar yapilmaya devam etmektedir (17).

Basit limbal epitel transplantasyonu (Simple Limbal Epithelial Transplantation-
SLET), insan AMT ve kerato-limbal otogreft tekniginin birlesimi olarak bilinen yeni bir
klinik yaklagimdir. Sangwan ve ark. (21) tarafindan literatiire tanitilmis olan bu yontem
ilk kez 2012 yilinda okiiler yiizey kimyasal yaralanmasi sonucu LEKHY gelisen 6 hasta
iizerinde wuygulanmig ve yaklagik 9 aylik takip sonunda goérme diizeyi ve
biyomikroskobik bulgular acisindan olumlu sonuclar bildirilmistir. Kiiltiire edilmis
limbal epitel transplantasyonunda oldugu gibi bu yontemde de kiigiik bir limbal doku
parcast yeterli olmaktadir. Elde edilen kii¢iik doku parcast 8-10 esit parcaya ayrilarak
hasarlt ve AMT ile kaplanmis olan kornea ylizeyine fibrin yapistirici ile sabitlenir. Her
bir limbal eksplanttan gerceklesen LEKH migrasyonu yaklasik 10-14 giin i¢inde kornea
yiizeyinin tamamen epitel ile kaplanmasina sebep olur. Ancak, ampirik olarak kabul
edilen bu yontemde migrasyona ugrayan hiicrelerin karakterinin bilinmiyor olmasi,
yakin konumlanan her bir limbal eksplanttan migrasyona ugrayan hiicrelerin karsilagsma
alanlarinda diizensizlige ve 1s1k kiriliminda sapmalara sebep olarak fotopsi veya gorme

bulanikligina sebep olabilmesi, fibrin yapistiricinin kullanim gerekliligi ve allogreft bir
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yaklasim olan insan AMT ile kombine uygulaniyor olmasi yontemin dezavantajlari
arasinda sayilabilir.

Cizelge 1.3’te giiniimiizde LEKHY tedavisinde siklikla kulanilmakta olan tedavi
yontemlerinin etki mekanizmalari, Cizelge 1.4’te bu tedavi yontemlerinin dezavantajlari

karsilagtirmali olarak 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.3. Limbal epitel kok hiicre yetmezligi tedavi yoOntemleri ve etki
mekanizmalari, (11)’den degistirilerek.

YONTEM

ETKI MEKANIZMASI

Konservatif-Cerrahi Olmayan Yontemler

Otolog Serum Damlas1

Okiiler yiizey lubrikasyonu

Saglikl1 epitel hiicresinin migrasyon ve proliferasyonu

Epitel hiicrelerinin tarsal konjonktivaya adezyonunun engellenmesi
Kayma gerilimini azaltilmas1

Terapotik Yumusak
Kontakt Lens

Persistan epitel defektlerinin kapanmasi
Yeni epitel defekti olusumunun engellenmesi

Terapotik Skleral Lens

Persistan epitel defektlerinin kapanmasi

Yeni epitel defekti olusumunun engellenmesi
Yiizey diizgiinlestiri etki ile gérmenin arttiriimasi
Agri1 ve fotofobinin azaltilmasi

Lubrikasyon

Epitel hiicrelerinin tarsal konjonktivaya adezyonunun engellenmesi
Kayma gerilimini azaltilmasi

Konservatif-Cerrahi Yontemler

Korneal Debridman

Konjonktivanin uzaklastiriimasi
Halen aktivite gdsterebilecek limbal epitel i¢in ortam hazirlanmasi

Insan Amniyotik
Membran
Transplantasyonu

Limbal epitel hiicrelerin migrasyon ve proliferasyonu icin bazal
membran etkisi

Anti-inflamatuar

Anti-anjiojenik

Anti-fibrotik

Anti-mikrobial

Anti-apopitotik

Limbal Epitel Kok Hiicre Transplantasyonu

Konjonktiva-Limbal
Otogreft

Superior ve inferior kadrandan ikiser saat kadranit konjonktiva ve
limbal epitelin alinmasi

Konjonktivanin migrasyona ugrayacak limbal epitel hiicreleri igin
bazal membran goérevi gérmesi

Konjonktiva-Limbal
Allogreft

Yasayan kisi veya kadavradan superior ve inferior kadrandan elde
edilen ikiser saat kadrani konjonktiva ve limbal epitelin alinmasi
Konjonktivanin migrasyona ugrayacak limbal epitel hiicreleri igin
bazal membran goérevi gérmesi

Kerato-Limbal Allogreft

Kadavradan alt1 saat kadran1 biiyiikliigiinde kornea-limbal greft elde
edilmesi

Korneanin migrasyona ugrayacak limbal epitel hiicreleri i¢in bazal
membran gorevi gormesi

In Vitro Kiiltiire Edilmis
Limbal Epitel Kok
Hiicre

Hastanin kendinden veya kadavradan elde edilen az miktarda limbal
doku parcasindan kok hiicre izolasyonu

Izole edilen kok hiicrelerin genellikle besleyici tabakalar (3T3,
amniyotik membran, sicaklik duyarl yiizeyler) iizerinde ¢ogaltilmasi

Basit Limbal Epitel
Transplantasyonu

Tek basamakta az miktarda doku eldesi ile limbal kok hiicrelerin
amniyotik membran iizerinde in vivo kiiltiirasyonu
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Cizelge 1.4. Limbal epitel kok hiicre yetmezligi tedavi yontemleri ve dezavantajlari.

YONTEM

DEZAVANTAIJLAR

Konservatif-Cerrahi Olmayan Yéntemler

Otolog Serum

Bilesim standart degil

Damlasi
Terapotik Mikrobiyolojik ajan varliginda riskli
Yumusak Kontakt  Hastanin kullanim zorlugu
Lens
Terapotik Skleral ~ Mikrobiyolojik ajan varliginda riskli
Lens Hastanin kullanim zorlugu
Lubrikasyon -
Konservatif-Cerrahi Yontemler
Korneal Sik tekrar
Debridman
Insan Amniyotik Allojenik
Membran Saklama kosullar1 her merkezde mevcut degil
Transplantasyonu  Donor i¢i ve donorler arasi yiiksek varyasyon
Limbal Epitel Kok Hiicre Transplantasyonu
Konjonktiva- Saglikli olan goze ve hastanin limbal rezervine hasar
Limbal Otogreft Genis doku pargas1 gereksinimi
Konjonktiva- Yasayan kisi i¢in saglikli olan goze ve hastanin limbal rezervine
Limbal Allogreft hasar

Genis doku parcasi gereksinimi

Enfeksiyon bulasi

Uzun siireli topikal ve veya sistemik immiinbaskilayict kullanimi
ve buna bagl yan etkiler

Kerato-Limbal
Allogreft

Enfeksiyon bulasi
Uzun siireli topikal ve veya sistemik immiinbaskilayict kullanimi
ve buna bagl yan etkiler

In Vitro Kiiltiire

Hayvansal kaynakli iirtin kullanimina bagl yan etkiler (patojen

Edilmis Limbal bulasi, mikrokimerizm, kullanilan faktérlerde post-translasyonel
Epitel Kok Hiicre =~ modifikasyon olmamasi)

Kok hiicre laboratuvart gereksinimi

Maliyetin yiiksek olmasi
Basit Limbal Hizla ¢ogalan konjonktiva epitel hiicrelerinin baskin gelebilmesi
Epitel Ampirik yontem
Transplantasyonu  Okiiler ylizeyde diizensizlik
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1.2. Amniyotik Membran ve Kullanim Alanlar:

Insan kaynakli AM, fetal ektoderm tabakasindan koken alan, gebeligin ilk haftasinda

olusmaya baslaylp fetusu gelisimi siiresince saran zarlarin en i¢ tabakasidir. Igte

amniyotik siv1 ile, dista koryon tabakasi ile temas halindedir. Diiz kas hiicresi, sinir,

lenfatik veya kan damar1 icermeyen AM temel olarak 5 histolojik tabakadan olusur (22):

>

Amniyotik Bazal membran
membran Mezenkimal hiicre

Epitel hiicre tabakasi: Fetal ektodermden koken alan en i¢ katmandir ve tek sirali
kiiboid epitel hiicrelerinden olusur. Epitel hiicrelerinin apikal ylizeyinde
yerlesmis olan mikrovilluslar sayesinde amniyotik sivi ile yogun bir etkilesim
halindedir. Bu etkilesim hem fetiis i¢in gerekli olan faktorlerin gecisine izin
verir, hem de amniyotik sivida olusan metabolik artiklarin uzaklastirilmasina
olanak saglar.

Bazal membran tabakasi: Epitel hiicre tabakasinin hemidesmozomlar araciligi ile
sikica yapisik halde bulundugu tabakadir.

Kompakt tabaka: Temel olarak tip 1, 3, 5 kollajenden olusan, aselliiler,
membrana esneklik ve dayaniklilik 6zelliklerini saglayan temel tabakadir.
Mezenkimal hiicre tabakasi: Kompakt tabakaya ait kollajenin sentezinden
sorumlu tek sira fibroblast benzeri mezenkimal hiicrelerden olusan ve
embriyonik mezoderm tabakasindan koken alan tabakadir. Mezenkimal
hiicrelerin sentezledigi interlokin (IL)-1, IL-6 ve monosit kemoatraktanlari
sayesinde enfeksiyonlara karsi direng olusturdugu diisiiniilmektedir.

Stingerimsi tabaka: Amniyotik membranin koryon ile komsulukta olan en dis

tabakasidir.

Epitel
Kompakt tabaka

Siingerimsi tabaka |~ :

Koryon

/\\—."

ﬂ'{ -

Sekil 1.4. insan kaynakl: fetal zarlar ve amniyotik membranin histolojik gériiniimii,
(22)’den degistirilerek.
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Amniyotik membran, 6zellikle g6z yiizeyi rekonstriiksiyonunda siklikla tercih edilen
allojenik bir biyomateryaldir. Sahip oldugu epitel tabakasindan salgilanan bir¢ok
bliylime faktorii ile komsulukta oldugu ve rejenere edilecek cerrahi sahadaki hiicrelerin
proliferasyonunu ve migrasyonunu kolaylastirir. Epitel hiicre tabakasi epidermal
bliylime faktérii (EGF), transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-B), vaskiiler
endotelyal bliylime faktorii (VEGF), insiilin benzeri biliylime faktorii 1 (IGF-1) gibi
birgok biiylime faktoriinii salgilandigindan in  vivo rekonstriiktif cerrahilerde
vazgecilemez bir fizyolojik yara oOrtii materyali haline gelmistir (23). Ayrica, in vitro
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda da sahip oldugu bazal membran yapisi dolayisiyla lizerinde
kiiltiire olmakta olan hiicrelere mekanik destek sagladigindan siklikla kullanilmaktadir
(24). Ancak, allojenik kaynakli olmasi, elde edilmesinin ve saklanmasmin bazi siki

kosullar gerektirmesi dezavantajlar1 arasindadir.

1.3. Trombositten Zengin Fibrin (TZF) ve Kullamim Alanlar

Trombosit ekstrelerinin hiicre biiylimesindeki yararli etkileri 1970’li yillarda
gosterilmis olmasma ragmen, uzun yillar trombositten zengin preparatlar daha c¢ok
hemostatik ve yapistirict amaglar (otojenik veya allojenik fibrin yapistiricilar) ile
kullanilmislardir (25). Oysa trombositlerin alfa graniiller i¢cinde igermis olduklari
platelet kaynakli bliylime faktérii (PDGF), TGF-B, VEGF, IGF-1, hepatosit biiylime
faktorii (HGF), angiopoetin, trombosit faktor 4 (PF-4) ve trombospondin gibi biiyiime
faktorleri doku hasarimin tamirinde hiicrelere mitojenik ve kemotaktik yararlar
saglamasindan dolayr onemlidir. Trombositlerin bu etkileri, rejeneratif tip ve doku
miihendisligi alanlarinda hem in vitro ¢alismalarda hem de in vivo uygulamalarda tercih
edilirligini arttirmistir (26). Bu amagla ilk olarak trombositten zengin plazma (TZP)
cozeltilerinin (birinci jenerasyon trombosit iiriinii) igerdikleri biiyiime faktorleri ve
sitokinler ile hiicre proliferasyonu, kemotaksis, hiicre farklilasmasi ve matriks sentezi
gibi anahtar hiicresel olaylar1 diizenledikleri ve doku rejenerasyonunda etkili olduklar
gosterilmistir (26, 27). Yapilan calismalarda da otolog olarak elde edilen TZP’nin
icerdigi biiyiime faktorleri ve proteinler nedeniyle doku yenilenmesi, yara iyilesmesi ve
anjiogenezis icin Onemli katki sagladigi gosterilmistir (27). Trombositten zengin
plazma, bu olumlu 6zellikleri sebebiyle ortopedi ve gene cerrahisi, spor hekimligi, doku
miithendisligi, plastik ve rekonstruktif cerrahi ve dental implant cerrahisi dahil bircok

alanda kullanim bulmustur (26-31). G6z hastaliklarinda TZP kullanimi ise “Eye-Platelet
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Rich Plasma (E-PRP)” tanimlamasi ile kuru goz, iyilesmeyen kornea epitel defektleri,
korneal {ilserler ve korneal perforasyonlar sonrasi goz yiizey rekonstriikksiyonunda
tedavi amagli denenmistir (32). Alio ve ark. (33) otolog fibrin membran (gesitli
kimyasallar, laminar akis saglayan cihazlar ve 1.5-3 saat hazirlama siiresi gerektiren
kompleks bir prosediire sahip) ve E-PRP kombinasyonu ile tedavi ettikleri korneal
perforasyonlarda basarili sonuglar bildirmislerdir. Ancak, TZP hazirlanmasinda
trombositlerin aktive olmasi i¢in hayvansal kaynakli trombin, kalsiyum kloriir (CaCl,)
gibi kimyasallarin eklenmesi, pahali ekipman gereksinimi, fibrin molekiilleri arasinda
olusan baglarin yaptigi iic boyutlu (3B) yapinin sitokinler ve diger proteinleri
desteklemekte yeterli olmamasi ve soliisyon formundan dolay1 doku rejenerasyonunda
3B doku iskelesi fonksiyonu gostermemeleri nedeniyle rekonstriiktif yaklagimlarda
kullanimlar1 sinirlanmistir. Bu sebeple, Fransiz arastirmaci Joseph Choukron ve ark.
(34) tarafindan trombositten zengin fibrin (TZF) (ikinci jenerasyon trombosit {iriinii)
tanimlanmigtir. Trombositten zengin fibrinin sahip oldugu 3B fibrin yapi, yara
iyilesmesi siirecinde hiicreler icin saglam bir mekanik destek olusturmakta ve bu
yapmin i¢inde hapsolmus trombositlerden yapmin degradasyonu = siiresince
degraniilasyonla salinan biiylime faktorleri ve sitokinler uzun siire etkin
tutulabilmektedir (34).

Trombositten zengin fibrin membran/matriks (TZFM) ise TZF’den tiiretilen ikinci
jenerasyon bir trombosit {iriinii olup, mikro ve makro mimari yapist TZP’den farklilik
gosterir. Trombositten zengin fibrinin baskilama isleminden gecirildikten sonra
membran formu almasi sonucu olusan TZFM hem doku biitiinliigiiniin saglanmasina
olanak vermesi (doku iskelesi olarak goérev alarak) hem de igerisinde bulunan biiyiime
faktorleri ve sitokinler aracilifiyla hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve
migrasyonunu desteklemesi sebebiyle dis hekimligi, ortopedi, plastik cerrahi, iiroloji ve
dermatoloji bilim dallarinda yara iyilesmesinin kontrolii, defektlerin kapatilmasi,
tendon-kas-diseti-meniskiis tamiri gibi rekonstruktif prosediirlerde tercih edilmistir (35-
39).

Trombositten zengin fibrin ayrica, ortopedi, plastik cerrahi ve dis hekimligi
alanlarinda yapilan farkli kok hiicre tipleri ve primer hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda
besleyici tabaka olarak kullanilmis ve doku rejenerasyonunu destekleyecek olgiide

hiicre proliferasyonu ve differansiyasyonuna katki sagladigi gosterilmistir (40-44).
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Trombositten zengin fibrin, kisinin kendisinden alinan kan 6rneklerinden basit ve
ucuz bir yontem kullanilarak eritrosit ve 16kositlerin uzaklastirilmasi ile trombositlerin
daha konsantre ve saf bir sekilde 3B bir fibrin iskelenin i¢ine hapsolmasiyla elde
edilebilmektedir. Hazirlama prosediiriinde oncelikle antikoagiilan icermeyen biyokimya
tiipline alinan kan 6rnegi hemen 2,700 devirde (revolutions per minute, rpm) 12 dk
santrifiij edilir. Antikoagiilan olmadigindan tlip duvarlar1 ile temas halinde olan kanda
trombositlerin birkag dakika i¢inde aktivasyonu sonucu pihtilasma meydana gelecektir.
Trombin tiiplin iist kesiminde heniiz yogunlasmamis fibrinojeni fibrine doniistiiriir.
Ustte aselliiler plazma ve altta kirmizi cisimciklerin arasinda tiip ortasinda fibrin bir

piht1 (TZF) elde edilir (Sekil 1.4).

Kirmizi kan
hiicreleri

Sekil 1.5. Trombositten zengin fibrin. (a) Santrifiij sonrasi tiipiin orta kisminda
yogunlasan trombositten zengin fibrin, (b) tiipten ¢ikarilan trombositten zengin fibrinin
altta kalan kirmizi kan hiicrelerinden ayrilmig goriintiisii.
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2. GEREC ve YONTEM

Sunulan tezin bu béliimiinde, ¢alisma kapsaminda kullanilan malzemeler ve yapilan
deneyler detaylandirilmistir. Calismanin ilk kisminda, hiicre kiiltiir ¢alismalarinda
kullanilacak olan insan amniyotik membran (AM) ve trombositten zengin fibrin (TZF)
in literatiirden farkli 6zgiin protokoller kullanilarak besleyici ortam ve ylizey destek
malzemesi olarak kullanimi planlanmis, faz kontrast mikroskop ve tarayici elektron
mikroskop (SEM) ile karakterizasyonu yapilmistir. Daha sonra farkli protokoller ile
hazirlanmis bu hiicre kiiltiirii tirlinlerinin igerigindeki biiytime faktorii konsantrasyonlari
“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) ile analiz edilmistir. Ikinci kistmda
kadavralardan elde edilen limbal dokular ile hiicre kiiltiirii ¢aligmalarina baslanmistir.
Bu kisimda daha Once karakterizasyonu yapilan farkli AM ve TZF materyalleri ile
cesitli kombinasyonlar olusturularak calisma gruplari belirlenmistir. Caligmalarda
kullanilan  tiim kadavralarin  demografik Ozellikleri kaydedilmis ve  kiiltiir
baslangicindan itibaren limbal dokularin ve hiicrelerin seyri g¢esitli yontemler
kullanilarak goriintiilenmistir. Hiicrelerin migrasyona baglangic zamani, kiiltiir
yiizeyinin tam doluluga ulagsma siiresi ve yiizdesi, hiicre morfolojisi, kokliligi ve

koloni formasyonu alt basliklarda detaylandirilan analizlerle incelenmistir.

2.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Biyolojik Uriinler
Hiicre kiiltiir caligmalar1 siiresince kullanilan tim malzemelerin elde edildigi
kaynaklar Cizelge 2.1°de Ozetlenmistir. Kullanilan tiim alet ve techizatin marka ve

model numarasi ise metin i¢inde belirtilmistir.
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Cizelge 2.1. Hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilan malzemeler ve kaynaklari.

Malzeme Kod Firma Ulke
5X HOT FIREPol EvaGreen qPCR mix Plus  08-25-00001 Solis BioDyne Estonya
(No ROX)
ATP baglanici kaset protein 2 (ABCG2) BXP-21 Abcam ABD
birincil antikor
Accutase ACC-1B Capricorn Almanya
Scientific
Alexa Fluor 488 konjuge anti Rabbit IgG A11008 Thermo Fisher ABD
ikincil antikor Scientific
Alexa Fluor 488 Phalloidin A12379 Thermo Fisher ABD
Scientific
Alexa Fluor 568 konjuge anti Mouse IgG A11004 Thermo Fisher ABD
ikincil antikor Scientific
Amfoterisin B SV30078.01 Hyclone Ingiltere
Calcein Am C-3099 Thermo Fisher ABD
Scientific
DAPI (4,6-diamidine-2’-phenylindole) D-1306 Invitrogen ABD
Dulbecco’nun steril fosfat tampon ¢ozeltisi BE17-516F Lonza Isvigre
(wo Ca/Mg™")
Dulbecco’nun steril fosfat tampon ¢ozeltisi BE17-513F Lonza Isvigre
(w Ca/Mg*")
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F12 D6421 Sigma-Aldrich Almanya
(wo L-Glutamin)
EDTA (Ethylendiamintetraasetik asit) E9884 Sigma-Aldrich Almanya
Etanol 32221 Sigma-Aldrich Almanya
Etidyum Homodimer-1 46043 Sigma-Aldrich Almanya
Gentamisin L-0012-010 Biowest ABD
Gliserol 15524 Sigma-Aldrich Almanya
Glisin G-7126 Sigma-Aldrich Almanya
Gluteraldehid (%25) G-6257 Sigma-Aldrich Almanya
Goat Serum G-9023 Sigma-Aldrich Almanya
Hekzametildisilazan 8.04324 Merck Almanya
Integrin a9B1 birincil antikor YOA2 Abcam ABD
Konneksin 43 birincil antikor 4E6.2 Abcam ABD
L-Glutamin G7513 Sigma-Aldrich Almanya
Metanol 34885-2.51-R Sigma-Aldrich Almanya
Paraformaldehid 1.04002 Merck Almanya
Penisilin — Streptomisin P4333 Sigma-Aldrich Almanya
QIAzol Lysis Reagent 79306 Qiagen Almanya
Sigir Serum Alblimini A2153 Sigma-Aldrich Almanya
Sitokeratin 3 (K3) birincil antikor AES Abcam ABD
Sitokeratin 12 (K12) birincil antikor EPR17882 Abcam ABD
Tripsin T9935 Sigma-Aldrich Almanya
Triton X-100 T8787 Sigma-Aldrich Almanya
Timor protein 63 (p63) birincil antikor EPRS5701 Abcam ABD
Tween 20 P1379 Sigma-Aldrich Almanya

Biyolojik iiriin listesi alfebetik siraya gore verilmistir. w: with, wo: without.
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2.2. Modifiye Besleyici Ortam Hazirlanmas1 ve Kiiltir Yiizeylerinin

Kaplanmasinda Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi

2.2.1. Modifiye Besleyici Ortam Olusturulmasinda Kullanilan Insan Amniyotik
Membran’in Hazirlanmasi

Modifiye besleyici ortam olusturulmasinda taze AM kullanilmistir. Tibbi 6zge¢misi
bulunan, seroloji testlerinde AIDS (HIV), sifiliz (RPR) ve sarilik (HbsAg, anti-HCV)
tespit edilmeyen, herhangi bir sistemik hastaligr bulunmayan donorlerden steril sartlar
altinda sezeryan dogumda elde edilen 10 farkli insan AM’si Dulbecco’nun steril fosfat
tampon ¢ozeltisi (D-PBS — pH:7.4) igerisinde laboratuvar ortamina aktarilmistir. Steril
hava g¢evirimli laminar akish tip II kabin (Bioair, Italya) igerisinde kan artiklarindan
temizlenen tim AM’ler 50 pg/ml penisilin, 50 pg/ml streptomisin, 100 pg/ml
gentamisin ve 2.5 ug/ml amfoterisin B iceren D-PBS igerisinde 30 dk bekletilmistir.
Yapisik oldugu koryon tabakasindan kiint diseksiyon ile ayrilan tim AM’ler 1x2 cm
boyutlarinda olacak sekilde esit pargalara ayrilmis ve her bir parga, %1 Penisilin-
Streptomisin i¢eren 3 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F12 (DMEM-HAM’s
F12) igerisinde 37°C karbondioksit (CO,) inkiibatoriine (Heraus Instruments, Almanya)
aktartlmistir (Sekil 2.1). On dort giinliik inkiibasyon siiresi sonunda toplanan tiim besi
ortam1 3,000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra 1:1 oraninda DMEM-HAM’s F12

ile karistirilarak sonu¢ modifiye besleyici ortam hazirlanmigtir.

Sekil 2.1. Modifiye besleyici ortam olusturulmasinda kullanilan taze amniyotik
membranin hazirlanmast: (a) steril sartlarda laboratuvar ortamina nakledilen amniyotik
membranin koryondan kiint diseksiyonla ayrildiktan sonraki yar1 saydam goriintiist, (b)
1x2 cm boyutlarinda kesilen amniyotik membranlarin 3 ml DMEM-HAM’s F12 besi
ortamina aktarilmasi.
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2.2.2. Kiiltir Yiizeylerinin Kaplanmasinda Kullanllan Insan Amniyotik
Membran’in Hazirlanmasi

Kiiltlir yilizeylerinin kaplanmasinda donmus-¢ozdiiriilmiis ve epiteli kaldirilmis AM
kullanilmistir. Yukaridaki sartlart saglayan donorlerden ayni sartlar altinda laboratuvara
nakledilen ve antibiyotikli D-PBS ile mekanik olarak temizlenip koryondan ayrilan tim
AM’ler 3x4 cm boyutlarinda olacak sekilde esit parcalara ayrilmis ve her bir parga
nitroselliiloz kagit (Sesim Medikal, Tiirkiye) tizerinde 1:1 oraninda DMEM-HAM’s
F12:Gliserol igeren karisim igerisinde -80°C dondurucuya aktarilmigtir. Daha sonra
¢Ozdiiriilen AM’ler %0,25 Tripsin/EDTA soliisyonu igerisinde 37°C inkiibatérde 30 dk
bekletilmis ve ylizeyden gevseyen epitel tabakasi hiicre fircast yardimiyla kaldirilmistir.
Epitel tabakasi kaldirilmis olarak elde edilen tiim AM’ler hiicre kiiltiir calismalarinin
gerceklestirilecegi 12 gozli kiiltiir kaplarmin (Polistiren Hiicre Kiiltiir Kaplari-TCPS,
Orange Scientific, Belcika) ylizeyine daha onceden yaklasik 2 cm capinda kesilerek
sterilize edilmis parafilm halkalari ile stabilize edilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Kiiltiir yiizeyinin kaplanmasinda kullanilan amniyotik membranin
hazirlanmast: (a) kiiltiir kabinin yiizeyine amniyotik membranlari stabilize etmek i¢in
hazirlanan 2 cm ¢apinda parafilm halkalar, (b) epitel tabakas1 kaldirilmis 3x4 cm
boyutlarinda amniyotik membran, (c) parafilm halkalarin 12 gozlIi kiiltiir kabina
yerlestirilmesi.

2.2.3. Modifiye Besleyici Ortam Olusturulmasinda Kullamlan Insan Kaynakh
Trombositten Zengin Fibrin’in Hazirlanmasi

Modifiye besleyici ortam olusturulmasinda Dr. Joseph Choukroun’un (34)
tanimladigi standart TZF kullanilmistir. Goniilliilerin antekiibital veninden steril sartlar
altinda alinan 8 ml kan O0rnegi silika kapli ve antikoagiilan icermeyen plastik kan tiipli
(BD Vacutainer, Tip Kim San, Tiirkiye) igerisinde toplanmis ve hizlica santrifiij
cihazina (Hettich Eba 20, Almanya) aktarilmigtir. Parametreleri 2,700 rpm ve 12 dk’ya

ayarlanan cihazda santrifiijlenen kan Ornegi santrifiij sonunda hizlica steril kabin
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icerisine aktarilarak genel bilgiler kisminda da belirtildigi gibi alt kisminda bulunan
kirmiz1 kan hiicrelerinden cerrahi makas ve steril gazli bez yardimiyla ayrilmistir. Steril
D-PBS ile yikanan ve yaklasik 1x2 cm boyutlarinda olan her bir TZF, %! Penisilin-
Streptomisin i¢ceren 3 ml DMEM-HAM’s F12 igerisinde 37°C inkiibatore aktarilmistir.
On dort giinliik inkiibasyon siiresi sonunda toplanan tiim besi ortami1 3,000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildikten sonra 1:1 oraninda DMEM-HAM’s F12 ile karistirilarak sonug

modifiye besleyici ortam hazirlanmigtir.

2.2.4. Kiiltir Yiizeylerinin Kaplanmasinda Kullamlan Insan Kaynakh
Trombositten Zengin Fibrin’in Hazirlanmasi

Kiiltiir yiizeylerinin kaplanmasinda standart protokolden farkli ve 06zgilin olarak
santrifiij parametreleri degistirilerek sivi halde TZF elde edilmeye calisilmistir. Bu
amagla goniilliilerden toplanan kan 6rnekleri ayni santrifiij cihazi ile 1,000 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonunda tiipiin tst kisminda halen sivi halde
bulunmakta olan TZF materyali hizlica steril kabin igerisine aktarilarak mikropipet
yardimiyla 12 gozli kiiltiir kaplarinin her bir goziinii kaplamak {izere yiizeylere 300 pl
olacak sekilde aktarilmistir. Yiizeyleri kaplayacak sekilde yayilmasi i¢in kiiltiir kabi
hafif¢ce oynatilmis ve tiim yiizeylerin homojen olarak sivi TZF ile kaplandigindan emin
olunmusgtur. Daha sonra kiiltiir kaplar1 steril kabin igerisinde yaklasik 1 dakika
hareketsiz olarak bekletildiginde yiizeylere aktarilan sivi formdaki TZF’nin jelleserek

kat1 forma doniistiigii gozlemlenmistir.

2.2.5. Besi Ortamlarinda Kullanilan insan Serumunun Hazirlanmasi

Dondrlerin antekubital veninden elde edilen 8 ml kan 6rnegi silika kaph jelli kan
tipii (Tip Kim San, Tiirkiye) igersinde toplanmistir. Toplanan kan 6rnekleri tiipiin
icerisinde yavasga alt-list olacak sekilde sallanarak silika partikiilleri ile iyice temas
etmesi saglanmaya calisilmistir. Yaklagik 1 saat +4°C’de kendiliginden pihtilasmasi
beklenen kan ornekleri 2,000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek jelin kirmizi kan hiicreleri
ile kan serumu arasia girmesi saglanmistir. Bu sekilde santrifiij islemi sonunda tiipiin
ist kisminda kan serumu, kirmizi kan hiicrelerinden tamamen ayrilmig olarak elde
edilebilmistir. Her bir donérden toplanan kan serumu 50 ml steril tiiplere aktarilmis ve

laboratuvar ortamina aktarilmistir. Aktarilan tiim insan serumu ornekleri 0.22 pm
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gozenek capina sahip selliiloz asetat filtrelerden (Sartorius, Almanya) gecirildikten

sonra hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilmak tizere -20°C’ye aktarilmustir.

2.3. Kiiltir Yiizeylerinin Kaplanmasinda  Kullanilan = Malzemelerin

Karakterizasyonu

2.3.1. Faz Kontrast Mikroskop Analizi

Kiiltiir ylizeylerinin kaplanmasinda kullanilan donmus-¢6zdiiriilmiis-de-epitelize
edilmis AM ve 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmis TZF biyomateryalleri kiiltiir
yiizeyine aktarildiktan sonra faz kontrast mikroskobu (Olympus, ABD) ile
goriintiilenmistir. Her bir Ornekten 3 paralel ile gorlintilemeler ve analizler

gergeklestirilmistir.

2.3.2. Tarayici Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Kiiltiir ylizeylerinin kaplanmasinda kullanilan donmus-¢6zdiiriilmiis-de-epitelize
edilmis AM ve 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmig TZF biyomateryallerinin yatay
ve dikey kesitlerde 3B olarak incelenmesi SEM (Quanta 400F, ABD) analizi ile
gerceklestirilmistir. Ornekler D-PBS ile 3 defa yikandiktan sonra oda sicakliginda %2,5
(v/v) Gluteraldehid/PBS ¢ozeltisinde 30 dk bekletilerek fikse edilmistir. Daha sonra 3
defa D-PBS ile yikanan ornekler, artan derisimlerde etanol ¢ozeltilerinde (%30, %50,
%70, %90, %100, v/v) ikiser dk bekletilerek susuzlastirilmistir. Akabinde, %100
hekzametildisilazan ile 5 dk muamele edilerek kurutulan 6rnekler inceleme Oncesinde
altin-palladyum ile kaplanmigtir. Her bir Ornekten 3 paralel ile goriintiilemeler ve

analizler ger¢eklestirilmistir.

2.4. Modifiye Besleyici Ortam Hazirlanmas1 ve Kiiltiir Yiizeylerinin
Kaplanmasinda Kullanilan Malzemelerin Biiyiime Faktorii Sahm Profillerinin in
Vitro Salhm Calismalari ile Belirlenmesi

Kiiltiir ylizeylerinin kaplanmasinda kullanilan donmus-¢6zdiiriilmiis-de-epitelize
edilmis AM ve 1,000 rpm 5 dk protokolil ile hazirlanmig TZF biyomateryalleri ile
modifiye besleyici ortam olusturulmasinda kullanilan taze AM ve 2,700 rpm 12 dk
protokolii ile hazirlanmis TZF biyomateryallerinin ¢esitli bliylime faktorleri i¢in salim
profilleri in vitro salim c¢alismalari ile analiz edilmistir. Bu amagla, EGF, VEGF-A ve
TGF-B’ya ait ELISA (Thermo Fisher Scientific, ABD) kitleri kullanilmistir. Analiz

edilecek her bir grup icin 4 farkli goéniilliiden 3’er paralel ile 6rnekler hazirlanmis ve

24



tim Ornekler %1 Penisilin-Streptomisin iceren 3 ml DMEM-HAM’s F12 igerisinde
37°C inkiibatore aktarilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda (1. sa, 3. sa, 1., 3., 7., 14.,
21., 28. giinler) 500 pl 6rnek ependorf tiiplerine alinarak 5,000 rpm’de 10 dk santrifiij
(Hettich Mikro 22R, Almanya) edilmistir. Daha sonra her bir 6érnek baska ependorf
tiiplerine aktarilarak -20°C dondurucuya kaldirilmis ve analiz giiniine kadar muhafaza
edilmistir. Ayrica 4 farkli goniilliden 3’er parallel olacak sekilde elde edilen insan
serum Ornekleri de -20°C dondurucuya kaldirilmig ve analiz giiniine kadar muhafaza
edilmigtir. Analizde c¢alismada kullanilan tiim kitlerin 6nerdigi protokole gore islem
basamaklar1 uygulanmistir. Son basamakta kalorimetrik spektrofotometre (ASYS,
Hitech UVM 340 plate reader, Avusturya) ile 450 nm dalga boyunda elde edilen optik
absorbans degerleri her bir 6rnek grubu i¢in grafik haline doniistiiriilmiistiir. Bilinen
konsantrasyonlarda EGF, VEGF-A ve TGF-f igeren c¢ozeltilerden spektrofotometrik
olarak elde edilen optik absorbans degerleri ile olusturulan kalibrasyon grafikleri

sirastyla Ek-1, Ek-2 ve Ek-3’te sunulmustur.

2.5. In Vitro Hiicre Kiiltiir Cahsmalar1

2.5.1. Limbal Eksplantlarin Hazirlanmasi ve Kiiltiir Yiizeyine Nakledilmesi
Sunulan tez ¢alismast kapsaminda, Helsinki Deklarasyonu Prensiplerine uygun
olarak 75 yas alti, 5 giinden daha az 6liim siiresine sahip, 6liim sebebi bilinen, sistemik
ve/veya lokal géz malignensisi bulunmayan, bulasici bir hastalig1 olmayan dondrlerden
elde edilen 32 adet kornea-skleral rim kullanilmigtir. Kornea nakillerinde santral 8
mm’lik kismi kullanilan dokunun periferinde kalan bu rim parcalar1 Optisol (Chiron
Ophthalmics, ABD) kornea saklama soliisyonu igerisinde laboratuvar ortamina
aktarilmigtir. Aktarilan tiim kornea-skleral rimler rastgele ve esit olarak 4 gruba ayrilmis
(her grup icin n=8) ve %] antibiyotik iceren D-PBS’de 10 dk bekletilmistir. Kornea-
skleral rimlerden fazla konjonktiva, sklera ve koroid dokusu eksize edildikten sonra
limbal epitel kismin1 ve anterior stromanin da bir kismini igerecek sekilde yiizeyel
diseksiyon yapilmistir. Her bir rim 6nce 2 esit yarim halkaya ayrildiktan sonra her bir
yarim halka 3 esit parcaya ayrilmistir (Sekil 2.3). Sonugta elde edilen 6 esit, 1x2 mm
capa sahip kornea-skleral limbal eksplant, belirlenen gruplarda rastgele olarak kiiltiir

ylizeylerine aktarilmistir.
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Sekil 2.3. Dondrlerden elde edilen kornea-skleral rimin kiiltiir ylizeylerine aktarilmak
tizere hazirlanmasi: (a) dondrden elde edilmis kornea-skleral rim, (b) rim etrafindaki
fazla konjonktiva, sklera ve iris dokusunun uzaklastirilmasi, (c) posterior skleranin
diseksiyonu ve eksizyonu (d) sonugcta elde edilen yaklasik 200 um derinlikte limbal
epiteli iceren yarim limbal halka (e) yarim limbal epitel halkasinin 3 esit par¢aya
boliinmiis goriintiisii.

2.5.2. Calisma Gruplarinin Belirlenmesi
Sunulan tez calismasmin temel amaci farkli protokoller ile hazirlanmis AM ve
TZF’lerin modifiye besleyici ortam hazirlanmasinda ve Kkiiltiir yiizeylerinin
kaplanmasinda kullanilmas: ve bu bilesenlerin farkli kombinasyonlarda kullanildiginda
limbal eksplant kiiltiir iizerine etkisinin karsilastirilmasidir. Bu amacgla daha once
hazirlama protokolleri bahsedilen;
» Taze AM ile modifiye edilmis besi ortami
» Donmus-¢6zdiiriilmiis-de-epitelize edilmis AM ile hazirlanmig kiiltir ylizeyi
» 2,700 rpm 12 dk santrifiij protokolii ile hazirlanmis TZF ile modifiye edilmis
besi ortami1
» 1,000 rpm 5 dk santrifiij protokolii ile hazirlanmis TZF ile hazirlanmig kiiltiir
ylizeyi
belirlenen gruplarda farkli kombinasyonlarla kullanilmigtir. Bu amagcla olusturulan 4
grup su sekilde siralanabilir:
» Grup 1: Donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis AM ile hazirlanmig kiiltiir
ylizeyi + standart DMEM-HAM’s F12 besi ortami + %10 insan serumu
» Grup 2: Donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis AM ile hazirlanmig kiiltiir
ylizeyi + taze AM ile modifiye edilmis DMEM-HAM’s F12 besi ortam1 + %10
insan serumu
» Grup 3: 1,000 rpm 5 dk santrifiij protokolii ile hazirlanmis TZF ile hazirlanmig
kiiltiir yiizeyi + standart DMEM-HAM’s F12 besi ortam1 + %10 insan serumu
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Grup 4: 1,000 rpm 5 dk santrifiij protokolii ile hazirlanmig TZF ile hazirlanmig

kiiltiir ylizeyi + 2,700 rpm 12 dk santrifiij protokolii ile hazirlanmis TZF ile

modifiye edilmis besi ortami1 + %10 insan serumu

Gruplarin icerdigi modifiye besi ortami, destekleyici serum ve kiiltiir yiizeyleri Sekil

2.4’te dzetlenmisgtir.

/ GRUP 1 GRUP2 \
Donmus-¢ozdiiriilmiis-de- Donmus-¢ozdiiriilmiis-de-
epitelize edilmis AM ile epitelize edilmis AM ile
hazirlanmus kiiltiir yiizeyi + hazirlanmus kiiltiir yilizeyi + taze

standart DMEM-HAM’s F12 AM ile modifiye edilmis
besi ortam1 DMEM-HAM’s F12 besi ortami1
iNSAN SERUMU
(%10)
GRUP3 GRUP 4
1,000 rpm 5 dk santrifiij 1,000 rpm 5 dk santrifiij

protokolii ile hazirlanmig TZF protokolii ile hazirlanmig TZF
ile hazirlanmus kiiltiir yiizeyi + | ile hazirlanms kiiltiir yiizeyi +

standart DMEM-HAM’s F12 2,700 rpm 12 dk santrifiij
besi ortami protokolii ile hazirlanmig TZF
\ ile modifiye edilmis besi ortary

Sekil 2.4. Deneysel ¢alisma gruplari ve 6zellikleri.

2.5.3. Dondrlerin Genel Demografik Bilgilerinin Kaydedilmesi

Calismalar siiresince dondrlerin yas-cinsiyet bilgileri ve kadavra ile kiiltiir baglangici

arasinda gecen siire kaydedilerek gruplar arasinda istatistiksel karsilagtirma yapilmstir.

2.5.4. Limbal Eksplantlardan Hiicre Migrasyonunun Gozlenmesi

Hazirlanan tiim limbal eksplantlar belirlenen gruplara esit ve rastgele olacak sekilde

dagitildiktan sonra her bir eksplantin kiiltiirii siiresince;

>

>
>
>

Hiicrelerin migrasyona baslangi¢ zamani

Hiicrelerin kiiltiir ylizeyinde doluluga ulasma zamani

Kiiltiir yilizeyinin doluluk yiizdesi

Kiiltiir yiizeyinin TZF ile kapli oldugu gruplarda (Grup 3 ve Grup 4) yiizeydeki
fibrin jelin yikiminin baglama zamani

Migrasyona ugrayan hiicrelerin es zamanli video goriintiileme sistemi (JuLI™ -

Live cell imaging system, NanoEnTek, Kore) ile goriintiilenmesi

gerceklestirilmis ve sayisal veriler gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.
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2.5.5. Hiicre Morfolojisi ve Kokliiliigiin Belirlenmesi

2.5.5.1. Faz Kontrast Mikroskop Analizi
Hiicre kiiltiir calismalart siiresince tiim eksplant kiiltiirlerdeki hiicre morfolojisi 3. 7.

ve 14. giinlerde faz kontrast mikroskobu ile goriintiilenmistir.

2.5.5.2. Hiicre Iskeleti ve Cekirdegin Boyanmasi

Tiim gruplarda hiicre morfolojisinin belirlenmesi amaciyla kiiltiiriin 14. gilintinde
immiin boyama yapilarak floresan mikroskop (Olympus, ABD) ile goriintiiler
cekilmistir. Oncelikle hiicrelerin iizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilip 2 kez D-PBS ile
yikanmigtir. Hiicrelerin fiksasyonu amaciyla her bir géze 300 pul %4 (v/v) soguk
paraformaldehid ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir. Ardindan,
3 kez D-PBS ile yikanan hiicrelerin membran gegirgenligini arttirmak amaciyla 300 pl
%0,1 (v/v) TritonX-100 ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilmistir.
Kiiltiir ylizeyleri 3 kez daha %10 Sigir Serum Albiimini (BSA) (w/v) iceren PBS (PBS-
A) ile yikandiktan sonra hiicre iskeletini boyamak icin her bir goze 300 pl Alexa Fluor
488 Phalloidin (1:200) ¢ozeltisi eklenerek 30 dk oda sicakliginda karanlik sartlarda
inkiibe edilmistir. Kiiltiir yiizeyleri 3 kez daha PBS-A ile yikanmis ve hiicre ¢ekirdegini
boyamak i¢in her bir goéze 300 pl 4,6-diamidine-2’-phenylindole (DAPI) (1:1000)
cozeltisi eklenerek 10 dk oda sicakliginda karanlik sartlarda bekletilmistir. Son olarak
kiiltiir ytlizeylerine 3 kez daha PBS-A ile yikama yapilarak floresan mikroskop

goriintiileri alimustir.

2.5.5.3. Canli-Olii Hiicre Boyama

Tiim gruplarda hiicrelerin 14. giin canliliklarinin belirlenmesi amaciyla Calcein Am
ve Etidyum Homodimer-1 boyalar1 kullanilarak canli-6lii analizi yapilmistir. Orneklerin
iizerindeki ortam uzaklastirildiktan sonra Ca®" ve Mg igeren D-PBS (D-PBS+) ile 2
defa hizlica yikanmigtir. Canli hiicreleri goriintiilemek igin Okaryotik hiicrelerde
sitoplazmik esterazlar tarafindan asetoksimetil hidrolizine ugrayarak floresan yesil
boyaya doniisen ve biitiinliigli bozulmamis canli hiicrelerin membranini gecebilen
Calcein Am (1:2000) ¢ozeltisi kullanilmistir. Olii hiicreleri boyamak igin ise ancak
biitiinliigli bozulmus o6li hiicrelerin igine girebilen ve niikleik asitlerini boyayan
Etidyum Homodimer-1 ¢ozeltisi (1:1000) kullanilmistir. Her bir 6rnek gozii i¢in 400 pl
Calcein Am (1:2000) ve Etidyum Homodimer-1 (1:1000) iceren ¢ozelti eklendikten
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sonra 30 dk oda sicakliginda karanlik sartlarda inkiibe edilmistir. Daha sonra hizlica
orneklerin iizerindeki boya c¢ozeltisi uzaklastirllmig ve D-PBS+ ile 2 defa yikama

yapilarak fléresan mikroskobi goriintiileri alinmistir.

2.5.5.4. Immiinsitokimyasal Boyama

Tiim gruplarda hiicre kokliiliigiiniin kalitatif olarak belirlenmesi amaciyla kiiltiiriin
14. giiniinde LEKH igin pozitif belirtegler olarak tiimdr protein 63 (p63) ve ATP
baglanict kaset protein G2 (ABCG2); LEKH i¢in negatif ancak diferansiye olmus
santral kornea epiteli icin pozitif belirteg olarak sitokeratin 12 (K12) ile
immiinboyamalar gerceklestirilmistir. Hiicrelerin {izerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilip
2 kez D-PBS ile yikanmistir. Hiicrelerin fiksasyonu amaciyla p63 ve K12 boyamasi
yapilacak olan hiicrelere 300 pl %100 (v/v) soguk metanol ¢ozeltisi, ABCG2 boyamasi
yapilacak olan hiicrelere %4 (v/v) soguk paraformaldehid ¢ozeltisi eklenerek oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. Ardindan, 2 kez D-PBS ile yikanan hiicrelerin
membran gegirgenligini arttirmak amaciyla 300 pl %0,2 (v/v) Tween 20 ¢ozeltisi oda
sicakliginda 4 defa 5’er dk uygulandiktan sonra 300 pl %0,1 (v/v) Triton X-100
cozeltisi eklenerek 5 dk daha inkiibe edilmistir. Daha sonra 2 kez D-PBS ile yikanan
hiicrelerde spesifik olmayan baglanmalarin 6nlenmesi amactyla 300 pl %10 (w/v) PBS-
A ile oda sicakliginda 1 sa bloklama yapilmistir. Bloklama ardindan hiicreler, %10 (v/v)
Goat Serum ¢ozeltisi ile hazirlanmis p63 (1:100) birincil antikor ¢ozeltisi, ABCG2
(1:50) birincil antikor c¢ozeltisi ve K12 (1:50) birincil antikor c¢ozeltisi ile oda
sicakliginda 2 sa inkiibe edilmistir. Kiiltiir ylizeyleri 3 kez daha PBS-A ile yikandiktan
sonra p63 birincil antikor boyamasi yapilmis kiiltiir ylizeyine %10 (v/v) Goat Serum
cozeltisi ile hazirlanmis 300 pl Alexa Fluor 488 konjuge anti Rabbit IgG (1:500) ikincil
antikor ¢ozeltisi; ABCG2 birincil antikor boyamasi yapilmis kiiltiir ylizeyine %10 (v/v)
Goat Serum c¢ozeltisi ile hazirlanmis 300 pl Alexa Fluor 568 konjuge anti Mouse 1gG
(1:50) ikincil antikor ¢ozeltisi; K12 birincil antikor boyamasi yapilmis kiiltiir yiizeyine
%10 (v/v) Goat Serum ¢ozeltisi ile hazirlanmis 300 pl Alexa Fluor 488 konjuge anti
Rabbit IgG (1:500) ikincil antikor ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda karanlik sartlarda
45 dk inkiibe edilmigstir. Daha sonra kiiltiir yilizeyleri 3 kez daha PBS-A ile yikanarak
hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi amaciyla her bir goze 300 ul DAPI (1:1000) ¢ozeltisi
eklenmis ve 10 dk oda sicakliginda karanlik sartlarda bekletilmistir. Son olarak kiiltiir
ylizeylerine 3 kez daha PBS-A ile yikama yapilarak gliserol ¢ozeltisi (1:1) eklenmis ve
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floresan mikroskobi goriintiileri alinmustir. Immiinsitokimyasal boyama icin akis semasi

Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. Immiinsitokimyasal boyama akis semas.

po63

ABCG2

K12

D-PBS ile yikama

%100 metanol ile 10 dk
fiksasyon

D-PBS ile yikama

%0,2 PBS-Tween 20 ile 4
defa 5’er dk yikama

%0,1 Triton X-100 ile 5 dk
inkiibasyon

D-PBS ile yikama

%10 PBS-A ile 1 sa bloklama
%10 PBS - Goat Serum ile
hazirlanmis 1:100 diliisyonda
p63 birincil antikor ¢ozeltisi
ile 2 sa inkiibasyon

PBS-A ile yikama

%10 PBS - Goat Serum ile
hazirlanmis 1:500 diliisyonda
AF 488 konjuge anti Rabbit
IgG ikincil antikor ¢ozeltisi
ile 45 dk inkiibasyon

PBS-A ile yikama

%10 PBS - Goat Serum ile
hazirlanmis 1:1000
dilusyonda DAPI ¢ozeltisi ile
5dk inkiibasyon

PBS-A ile yikama

Gliserol (1:1) ¢ozeltisi
eklenerek floresan mikroskobi

goriintiilerin alinmasi

D-PBS ile yikama

%4 paraformaldehid ile 10 dk
fiksasyon

D-PBS ile yikama

%0,2 PBS-Tween 20 ile 4
defa 5’er dk yikama

%0,1 Triton X-100 ile 5 dk
inkiibasyon

D-PBS ile yikama

%10 PBS-A ile 1 sa bloklama
%10 PBS - Goat Serum ile
hazirlanmis 1:50 diliisyonda
ABCG?2 birincil antikor
¢ozeltisi ile 2 sa inkiibasyon
PBS-A ile yikama

%10 PBS - Goat Serum ile
hazirlanmis 1:50 diliisyonda
AF 568 konjuge anti Mouse
IgG ikincil antikor ¢ozeltisi ile
45 dk inkiibasyon

PBS-A ile yikama

%10 PBS - Goat Serum ile
hazirlanmis 1:1000
dilusyonda DAPI ¢ozeltisi ile
5dk inkiibasyon

PBS-A ile yikama

Gliserol (1:1) ¢ozeltisi
eklenerek floresan mikroskobi

goriintiilerin alinmasi

D-PBS ile yikama

%100 metanol ile 10 dk
fiksasyon

D-PBS ile yikama

%0,2 PBS-Tween 20 ile 4
defa 5’er dk yikama

%0,1 Triton X-100 ile 5 dk
inkiibasyon

D-PBS ile yikama

%10 PBS-A ile 1 sa bloklama
%10 PBS - Goat Serum ile
hazirlanmis 1:50 diliisyonda
K12 birincil antikor ¢ozeltisi
ile 2 sa inkiibasyon

PBS-A ile yikama

%10 PBS - Goat Serum ile
hazirlanmis 1:500 diliisyonda
AF 488 konjuge anti Rabbit
IgG ikincil antikor ¢ozeltisi
ile 45 dk inkiibasyon

PBS-A ile yikama

%10 PBS - Goat Serum ile
hazirlanmis 1:1000
dilusyonda DAPI ¢ozeltisi ile
5dk inkiibasyon

PBS-A ile yikama

Gliserol (1:1) ¢ozeltisi
eklenerek floresan mikroskobi

goriintiilerin alinmasi

Tiim basamaklar oda sicakliginda gerceklestirilmistir. p63: tiimor protein 63, ABCG2:
ATP baglanic1 kaset protein 2, K12: sitokeratin 12, D-PBS: Dulbecco’nun steril fosfat
tampon ¢ozeltisi, PBS-A: Sigir Serum Alblimini (BSA) (w/v) iceren PBS, DAPI: 4,6-
diamidine-2’-phenylindole, AF: Alexa Fluor, 488 ve 568 kodlar1 floresan boyanin eksite
oldugu elektromanyetik dalga boylarina isaret etmektedir.
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2.5.5.5. Akis Sitometre Analizi

Tiim gruplarda hiicre kokliliigiiniin kantitatif olarak belirlenmesi amactyla kiiltiiriin
14. giininde LEKH igin pozitif belirtecler olarak p63 ve Integrin 09p1, LEKH icin
negatif ancak diferansiye olmus santral kornea epiteli i¢in pozitif belirtecler olarak
sitokeratin 3 (K3) ve Konneksin 43 kullanilarak akig sitometre analizi gerceklestirilmis
ve tim gruplarda belirlenen belirtegler bakimindan yilizde oranlar hesaplanmistir.
Hiicrelerin tizerindeki kiiltiir ortami uzaklastiriip 2 kez D-PBS ile yikanmustir.
Ardindan 300 pl Accutase/0,5mM EDTA ile 37°C’de 10 dk inkiibe edilerek kiiltiir
yuizeylerinden toplanan hiicreler +4 °C 1,500 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij
islemi sonunda hiicrelerin fiksasyonu amaciyla her bir géze 250 pl %80 (v/v) soguk
metanol ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. Ardindan, 2 kez
D-PBS ile yikanan hiicreler +4 °C 1,500 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Hiicrelerin
membran gegirgenligini arttirmak amaciyla 250 pl %0,1 (v/v) Tween 20 c¢ozeltisi
eklenerek oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 2 kez D-PBS ile yikanan
hiicreler +4 °C 1,000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Hiicrelerde spesifik olmayan
baglanmalarin 6nlenmesi amaciyla 250 pl 0,3 molar Glisin igeren % 10 (v/v) Goat
Serum ¢ozeltisi (PBS-GQG) ile oda sicakliginda 30 dk bloklama yapilmistir. Bloklama
ardindan hiicreler yikama yapilmadan +4°C 1,000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir.
Santrifiij islemi sonrasinda p63 isaretlenecek olan hiicrelere PBS-GG ile hazirlanmig
250 pl p63 (1:1000) birincil antikor ¢ozeltisi; Integrin a9p1 isaretlenecek hiicrelere
PBS-GG ile hazirlanmis integrin a9B1 (10 ul/10° h) birincil antikor ¢ozeltisi; K3
isaretlenecek hiicrelere PBS-GG ile hazirlanmis K3 (2 pg/10° h) birincil antikor
coOzeltisi; Konneksin 43 isaretlenecek hiicrelere PBS-GG ile hazirlanmis Konneksin 43
(1 ug/10° h) birincil antikor ¢dzeltisi eklenerek oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir.
Ardindan, 2 kez D-PBS ile yikanan hiicreler +4 °C 1,500 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonrasinda p63 isaretlenmis olan hiicrelere PBS-GG ile hazirlanmis 250 pl
Alexa Fluor 488 konjuge anti Rabbit IgG (1:500) ikincil antikor ¢dzeltisi; Integrin a9p1,
K3, Konneksin 43 isaretlenmis olan hiicrelere PBS-GG ile hazirlanmig 250 pl Alexa
Fluor 568 konjuge anti Mouse IgG (1:50) ikincil antikor cozeltisi eklenerek oda
sicakliginda karanlik sartlarda 30 dk inkiibe edilmistir. Son olarak 2 kez daha D-PBS ile
yikanan hiicreler +4°C 1,500 rpm’de 5 dk santrifiijlenmis ve lizerlerine 250 ul D-PBS
eklenerek BD Accuri C6 Plus akis sitometre cihazi (BD Biosciences, ABD) ile analiz
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edilmigtir. Akis sitometre analizi i¢in hiicrelerin isaretlenmesini gosteren akis semasi

Cizelge 2.3’te dzetlenmistir.

Cizelge 2.3. Akis sitometre analizi i¢in hiicrelerin isaretlenmesini gosteren akis semasi.

p63

Integrin a9p1

K3

Konneksin 43

D-PBS ile yikama
Accutase ile hiicre
kaldirma

Santrifiij

%80 metanol ile 10
dk fiksasyon
D-PBS ile yikama
ve santrifiij

%0,1 PBS-Tween
20 ile 20 dk
inkiibasyon
D-PBS ile yikama
ve santrifiij
PBS-GG ile 30 dk
bloklama
Santrifiij

PBS-GG ile
1:1000 (v/v)
diliisyonda
hazirlanmis p63
birincil antikor
cozeltisi ile 30 dk
inkiibasyon

D-PBS ile yikama
ve santrifiij
PBS-GG ile 1:500
(v/v) dilisyonda
hazirlanmis AF
488 konjuge anti
Rabbit IgG ikincil
antikor ¢ozeltisi ile
30 dk inkiibasyon
D-PBS ile yikama
ve santrifiij

D-PBS eklenerek
analiz

D-PBS ile yikama
Accutase ile hiicre
kaldirma

Santrifiij

%80 metanol ile 10
dk fiksasyon
D-PBS ile yikama
ve santrifiij

%0,1 PBS-Tween
20 ile 20 dk
inkiibasyon

D-PBS ile yikama
ve santrifiij
PBS-GG ile 30 dk
bloklama

Santrifiij

PBS-GG ile 10
nl/10°h
konsantrasyonda
hazirlanmis Integrin
a9p1 birincil antikor
cozeltisi ile 30 dk
inkiibasyon

D-PBS ile yikama
ve santrifiij
PBS-GG ile 1:50
(v/v) dilisyonda
hazirlanmis AF 568
konjuge anti Mouse
IgG ikincil antikor
cozeltisi ile 30 dk
inkiibasyon

D-PBS ile yikama
ve santrifiij

D-PBS eklenerek
analiz

D-PBS ile yikama
Accutase ile hiicre
kaldirma

Santrifiij

%80 metanol ile 10
dk fiksasyon
D-PBS ile yikama
ve santrifiij

%0,1 PBS-Tween
20 ile 20 dk
inkiibasyon
D-PBS ile yikama
ve santrifiij
PBS-GG ile 30 dk
bloklama
Santrifiij

PBS-GG ile 2
ng/10°h
konsantrasyonda
hazirlanmis K3
birincil antikor
cozeltisi ile 30 dk
inkiibasyon

D-PBS ile yikama
ve santrifiij
PBS-GG ile 1:50
(v/v) dilisyonda
hazirlanmis AF 568
konjuge anti Mouse
IgG ikincil antikor
cozeltisi ile 30 dk
inkiibasyon

D-PBS ile yikama
ve santrifiij

D-PBS eklenerek
analiz

D-PBS ile yikama
Accutase ile hiicre
kaldirma

Santrifiij

%80 metanol ile 10
dk fiksasyon
D-PBS ile yikama
ve santrifiij

%0,1 PBS-Tween
20 ile 20 dk
inkiibasyon
D-PBS ile yikama
ve santriflij
PBS-GG ile 30 dk
bloklama

Santrifiij

PBS-GG ile 1
ng/10°h
konsantrasyonda
hazirlanmig
Konneksin 43
birincil antikor
cozeltisi ile 30 dk
inkiibasyon
D-PBS ile yikama
ve santrifiij
PBS-GG ile 1:50
(v/v) dilisyonda
hazirlanmis AF 568
konjuge anti Mouse
IgG ikincil antikor
cozeltisi ile 30 dk
inkiibasyon
D-PBS ile yikama
ve santrifiij
D-PBS eklenerek
analiz

Tim basamaklar oda sicakliginda gerceklestirilmistir. p63: timor protein 63, K3:
sitokeratin 3, D-PBS: Dulbecco’nun steril fosfat tampon ¢ozeltisi, PBS-GG: 0,3 molar
Glisin i¢eren %10 (v/v) Goat Serum ¢ozeltisi, AF: Alexa Fluor, 488 ve 568 kodlari
floresan boyanin eksite oldugu elektromanyetik dalga boylarina isaret etmektedir.
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2.5.5.6. Gercek Zamanh Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR) Analizi

Tiim gruplarda hiicre kiiltiirliniin 14. giiniinde toplanan hiicrelerin aranan belirtecler
acisindan genetik ifadesinin belirlenmesi amaciyla Light Cycler Nano RT-PCR analiz
sistemi (Roche, Isvicre) kullanilmistir. Bu analizde kullanilan, LEKH’lerin ifade
etmesini bekledigimiz p63 ve ifade etmesini beklemedigimiz K3 ve Konneksin 43
(Oligomer Biyoteknoloji, Tiirkiye) belirteclerine ait gen primer dizileri Cizelge 2.2°de
verilmistir. Kiiltiir ylizeylerinden Accutase/0.5mM EDTA ile toplanan hiicreler iizerine
Qiazol (trizol ¢ozeltisi) eklenerek hiicrelerin parcalanmasi saglanmis ve kloroform ile
faz ayrimi gerceklestirilerek santrifiij sonrast RNA siipernatanda toplanmistir. Bu
asamadan sonra RNA izolasyonuna RNeasy Mini Kit (Qiagen, Japonya) ile devam
edilmigtir. Kit icerisinde belirtilen protokol kapsaminda RNA izolasyonu sonrasi
Yiiksek Kapasite tamamlayict DNA (cDNA) Ters Transkripsiyon Kit (Applied
Biosystem) yardimi ile cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Analiz i¢in 5x HOT FIREPol
ve EvaGreen (Solis Biodyne) qPCR Supermix ¢6zeltisi kullanilmistir. Her bir gen i¢in
ifade degerinin referans gen olarak secilen insan -aktin geninin ifade degerine orani 2
AACt

metodu (45) kullanilarak hesaplanmistir. Her bir grup i¢in Ornekler 3 paralel ile

caligilmistir.

Cizelge 2.4. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primer dizileri.

Erisim
Belirtec Numarasi Primerler (5°-3’)
Sense GAAACCAGAGATGGGCAAGT
p63 NM _003722.4
Antisense ATGCTATCTTCATCCGCCTTC
Sense GGGATGACCTAAGAAATACCAAGA
K3 NM_057088.2

Antisense GTTGGCATTCTGCTTCTTGAC
Sense GGTCTGAGTGCCTGAACTT

Konneksin 43 NM 000165.4
o Antisense CCTGGGCACCACTCTTT

p63: timor protein 63, K3: sitokeratin 3, sense: ileri yonde primer baz dizilimi,
antisense: geri yonde primer baz dizilimi.
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2.6. Deneysel Calismalarda kullamlan Insan Kaynakh Materyallerin Elde
Edilmesinde insan Etik Kurulu’nun Onay1

Deneysel calismalarda kullanilan insan kan serumu, insan kaynakli TZF
hazirlanmasinda gerekli olan kan 6rnegi, insan kaynaklt AM hazirlanmasinda gerekli
olan AM o6rnegi ve kadavralardan elde edilen limbal doku pargalarinin deneysel amagh
kullanilmabilmesi i¢in T.C. Saglik Bakanligi Tirkiye Kamu Hastaneleri Kurumu,
Ankara {li Kamu Hastaneleri Birligi 2 Nolu Genel Sekreterligi, Keciéren Egitim ve
Arastirma Hastanesi Bastabipligi Klinik Arastirma Etik Kurulu’ndan 2012-KAEK-
15/1266 sayili ve 28.12.2016 tarihli onay belgesi temin edilmistir. S6zii edilen etik
kurul onay belgesi Ek-4’te sunulmugtur.
2.7. Istatistiksel Analiz

Calisma sonuglar1 Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versiyon 23.0
(IBM Inc., ABD) programi kullanilarak analiz edilmistir. Sayisal veriler i¢in gruplar
aras1 fark tek yonlii ANOVA testi ile degerlendirilmis ve p degerinin 0,05’ten diigiik

oldugu durumlar istatistiksel agidan anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Sunulan tez ¢alismasimin bu boliimiinde deneysel ¢alismalar sonucunda elde edilen
veriler sunulmus ve olas1 sebepleri hakkinda kisa yorumlar yapilmigstir. Oncelikle,
caligmaya 6zgiinliik veren farkli hiicre kiiltiir yiizeyi hazirlama protokolleri ve modifiye
besleyici ortam hazirlama protokolleri sonucunda elde edilen 0Ozgiin iiriinlerin
karakterizasyon caligmalarina ait sonuglar ayrintili olarak sunulmustur. Daha sonra,
deneysel calismalar i¢in dondr olarak kullanilan tiim kadavra ve goniilliilere ait
demografik veriler grafiklerle desteklenerek agiklanmistir. Bu veriler 1s18inda gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar saptanmis ve deneysel sonuglarin demografik veriler
ile baglantis1 ortaya konulmustur. Bir sonraki boliimde, hiicre kiiltiir ¢alismalarina ait
tiim sonuglar ayrintili olarak verilerek kalitatif sonuglar gdrsel acidan, kantitatif veriler

istatistiksel a¢idan karsilastirilmistir.

3.1. Modifiye Besleyici Ortam Hazirlanmas1 ve Kiiltiir Yiizeylerinin
Kaplanmasinda Kullanilan Malzemelerin Karakterizasyonu

Tez caligmasinda limbal eksplantlardan in vitro sartlarda kok hiicre migrasyonunu
destekleyecek farkl kiiltiir ylizeylerinin ve besleyici ortamlarin olusturulmasi amaciyla
literatiirde siklikla kullanilmakta olan insan kaynakli AM ve bu tez c¢alismasina
Ozglinliik veren insan kaynakli TZF kullanilmigtir. Hiicrelerin ilk ve temel davranis
olarak bilinen hiicre tutunmasimi saglayacag: kiiltiir yiizeylerinin 2B incelenmesi faz
kontrast mikroskobu ile gergeklestirilmistir. Kiiltlir ylizeylerinin daha ileri 3B
incelemeleri ise SEM ile yapilmistir. Tiim kiltiir yiizey modifikasyonlarinin ve
karakterizasyon caligmalarinin temel amaci, hiicrelerin en oncelikli gergeklestirdikleri
yiizeye tutunma davranisini desteklemek ve en olumlu etkiyi gosteren kiiltiir ylizey

modifikasyonunu tespit etmektir.

3.1.1. Faz Kontrast Mikroskop Analizi

Limbal eksplantlardan hiicre migrasyonunun gergeklesecegi kiiltiir ylizeylerine insan
kaynakli donmus-¢ozdiiriilmiis ve de-epitelize edilmis AM ve 1,000 rpm 5dk protokolii
ile hazirlanmig TZF ile kaplama yapildiktan sonra faz kontrast mikroskobu ile 2B
goriintiileri almmustir. Insan kaynakli AM kaplanmus kiiltiir yiizeylerinin gézenek ¢api
son derece diisiik, fiber araliklar1 dar olarak siki konumlanmis bir yapidan olustugu

gdzlemlenmistir. Insan kaynakli TZF ile kaplanmus kiiltiir yiizeylerinin ise AM
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kaplanmis yiizeylere gore gozenek ¢api daha genis olup, fiber araliklar1 genis ve gevsek
konumlanmis bir yapidan olustugu gozlemlenmistir. Sekil 3.1°de insan kaynakli AM ve

TZF’lere ait farkl biiyiitmelerdeki faz kontrast mikroskop goriintiileri yer almaktadir.

Sekil 3.1. Insan kaynakli amniyotik membran ve trombositten zengin fibrin’in farkli
biiylitmelerdeki faz kontrast mikroskop goriintiileri: (a) amniyotik membran 4X (bar
500 pm), (b) amniyotik membran 10X (bar 200 um), (c) amniyotik membran 20X (bar
100 pm), (d) trombositten zengin fibrin 4X (bar 500 pm), (e) trombositten zengin fibrin
10X (bar 200 um), (f) trombositten zengin fibrin 20X (bar 100 um).

3.1.2. Tarayici Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Limbal eksplantlardan hiicre migrasyonunun gerceklesecegi kiiltiir yiizeylerine insan
kaynakli donmus-¢ozdiiriilmiis ve de-epitelize edilmis AM ve 1,000 rpm 5dk protokolii
ile hazirlanmis TZF ile kaplama yapildiktan sonra 3B morfolojik analizleri SEM ile
gergeklestirilmistir. Faz kontrast mikroskop goriintiisii ile uyumlu olarak, insan kaynakli
AM kaplanms kiiltiir ylizeylerinin gézenek capr son derece diisiik, fiber araliklar1 dar
ve siki konumlanmis bir yapidan olustugu goézlemlenmistir. Insan kaynakli TZF ile
kaplanmis kiiltiir yiizeylerinin ise AM kaplanmis ylizeylere gore gozenek capi daha
genig, fiber araliklar1 genis ve gevsek konumlanmig bir yapidan olustugu
gozlemlenmistir (Sekil 3.2). Her iki biyomalzemenin tamami incelendiginde homojen

olmayan dagilimin oldugu dikkat ¢ekmistir.
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Sekil 3.2. Insan kaynakli amniyotik membran ve trombositten zengin fibrin’in ayni
biiylitmede (1000 X) SEM goriintiileri: (a) amniyotik membran, (b) trombositten zengin
fibrin.

3.1.3. In Vitro Salim Calismalari

Kiiltiir ylizeylerinin kaplanmasinda kullanilan donmus-¢6zdiiriilmiis-de-epitelize
edilmis AM ve 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmig TZF biyomateryalleri ile
modifiye besleyici ortam olusturulmasinda kullanilan taze AM ve 2,700 rpm 12 dk
protokolii ile hazirlanmis TZF biyomateryallerinin EGF, VEGF-A ve TGF-f i¢in salim
profilleri in vitro salim c¢aligmalar: ile analiz edilmistir. Yirmisekiz giinliik takip siiresi
boyunca alinan orneklerden elde edilen EGF salim profili Sekil 3.3’te goriilmektedir.
Taze AM’den salinan EGF miktar1 kitin tespit edebilecegi deger araligmin altinda
kaldigindan grafikte negatif degerler olarak gdsterilmistir. Donmus-¢ozdiiriilmiis-de-
epitelize edilmis AM, 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmis TZF ve 2,700 rpm 12
dk protokolii ile hazirlanmis TZF biyomateryalleri karsilastirildiginda ise giin bazinda
ve kiimiilatif sonuglarda en yiiksek EGF konsantrasyonuna sahip materyalin 2,700 rpm
12 dk protokolii ile hazirlanmig TZF oldugu goriilmektedir. Her bir biyomateryalden
ortama salman giinliik ortalama kiimiilatif EGF konsantrasyonu ve standart sapma

degerleri ise Cizelge 3.1°de ayrintili olarak sunulmustur.
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Sekil 3.3. Yirmisekiz giinliik takip siiresi boyunca alinan 6érneklerden elde edilen EGF
kiimiilatif salim profili.

Cizelge 3.1. Yirmisekiz giinliik takip siiresi boyunca alinan 6rneklerden elde edilen
EGF kiimiilatif salim degerleri.

BIiYOMATERYAL
o TZF-2,700 rpm TZF-1,000 rpm AM-Taze AM-Donmus
GUN Ortalama SS Ortalama SS Ortalama SS  Ortalama  SS
pg/ml
0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,13 1056,9  224,6 180,8 30,7 40,5 11,3 -10,2 3,5

0,25 1376,9 2422 616,7 151,7 52,3 41,3 -10,1 4,1

1 1802,3  203,2 897,1 87,9 83,2 52 -5,2 7,8
3 23163  171,5 921,1 83,9 149,7 85,2 -9,3 7,3
7 25354 2352 11772 75 182.4 64,2 -15 6,1
14 2728,1  208,6 1243 44,5 203,6 49,1 -14,5 6,4

21 2533 84,1 1461,3 65,9 234,8 48,4 -20,5 4,8

28 2647,3 92,2 1593 70 257,8 51,2 -22,5 4,9

TZF-2,700 rpm: 2,700 rpm 12 dk protokolii ile hazirlanmig trombositten zengin fibrin,
TZF-1,000 rpm: 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmis trombositten zengin fibrin,
AM-Taze: taze amniyotik membran, AM-Donmus: donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize
edilmis amniyotik membran, SS: standart sapma, pg: pikogram.
"Donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis amniyotik membran igin konsantrasyon
degerleri tespit edilebilir sinirin altinda oldugundan negatif olarak gdsterilmistir.

Yirmisekiz giinliik takip siiresi boyunca alinan orneklerden elde edilen VEGF-A

kiimiilatif salim profili degerlendirildiginde 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmig
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TZF i¢in 3. sa konsantrasyon degeri kitin tespit edebilecegi araligin altinda kaldigindan
negatif deger olarak sunulmustur. Bunun haricinde analiz edilen tiim biyomateryaller
icin 28 giinliik takipte negatif deger tespit edilmemistir. ilk 6 saatlik siirede ve 7.
giinden itibaren taze AM’nin en yiiksek ortalama konsantrasyon degerlerine sahip
oldugu gozlenmistir. Donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis AM’nin ise 0-1 giin
arasinda ortalama kiimiilatif salim konsantrasyonlar1 en yiiksek degerlere ulasmus,
akabinde 28. giline kadar degerlerde diisme saptanmistir. Donmus-¢ozdiiriillmiis-de-
epitelize edilmis AM’nin EGF salim profilinde kitin tespit edebilecegi araligin altinda
ve sabit bir konsantrasyon sergilemesine ragmen VEGF-A i¢in ani patlama etkisine
benzer sekilde dnce hizli bir salim gostermesi ve akabinde konsantrasyon degerlerinde
hizli bir diisme olmast VEGF-A’nin o6zellikleri ve ortamdaki kararliligimin disiik
olmasina baglanabilir. Trombositten zengin fibrin biyomateryalleri agisindan 1,000 rpm
5 dk protokolii ile hazirlanmis TZF ve 2,700 rpm 12 dk protokolii ile hazirlanmis TZF
arasinda 6. saatten itibaren benzer bir kiimiilatif salim profili gozlenmistir. Cizelge
3.2’de her bir biyomateryalden ortama salinan ortalama kiimiilatif VEGF-A
konsantrasyonu ve standart sapma degerleri ayrintili olarak verilmis, karsilagtirmanin

daha net anlasilabilecegi Sekil 3.4’te ise grafik olarak sunulmustur.
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Sekil 3.4. Yirmisekiz giinliik takip siiresi boyunca alinan 6rneklerden elde edilen
VEGF-A kiimiilatif salim profili.
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Cizelge 3.2. Yirmisekiz giinliik takip siiresi boyunca alinan 6rneklerden elde edilen
VEGF-A kiimiilatif salim degerleri.

BIYOMATERYAL
. TZF-2,700 rpm TZF-1,000 rpm AM-Taze AM-Donmus
GUN Ortalama SS  Ortalama SS  Ortalama SS  Ortalama  SS
pg/ml
0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,13 14,3 53 -18,7 4,0 51,5 11,1 19,9 17,5

0,25 27,9 9,6 11,1 17,6 42,7 9,1 28,7 21,5

1 77,2 9,1 50,1 27,7 36,6 11,7 143,5 106,6
3 64,4 17,2 70,2 20,1 57,8 11,2 105,8 38,4
7 105.,4 223 76,1 17,5 135,7 23,5 73,3 58,3
14 104,9 7,9 99,6 47,8 132,2 21,6 64,5 70,9
21 95,8 28,7 104,1 84,4 173,6 12,2 52,1 61,2
28 93,5 24,5 99,6 97,8 216,2 11,0 39,1 47,5

TZF-2,700 rpm: 2,700 rpm 12 dk protokolii ile hazirlanmig trombositten zengin fibrin,
TZF-1,000 rpm: 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmis trombositten zengin fibrin,
AM-Taze: taze amniyotik membran, AM-Donmus: donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize
edilmis amniyotik membran, SS: standart sapma, pg: pikogram.

1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmus trombositten zengin fibrin igin 3. saat
konsantrasyon degerleri tespit edilebilir sinirin altinda oldugundan negatif olarak
gosterilmistir.

Transforme edici biiylime faktorii-p agisindan ¢alisilan 2,700 rpm 12 dk protokolii ile
hazirlanmis TZF’nin ortalama kiimiilatif salim konsantrasyonunun 3. giinden sonra
artis gosterdigi goriilmiistiir. Taze AM i¢in ise 28 giinliik siire¢ boyunca salim
kinetiginin sabit ilerledigi goriilmektedir. Taze AM ve 2,700 rpm 12 dk protokolii ile
hazirlanmis TZF’nin ortalama kiimiilatif salim konsantrasyonlar1 ve standart sapma
degerleri Cizelge 3.3’te ayrintili olarak sunulmustur. Her iki biyomateryale ait salim

profili ayrica Sekil 3.4’te garfik olarak verilmistir.
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Sekil 3.5. Yirmisekiz giinliik takip siiresi boyunca alinan 6rneklerden elde edilen TGF-3
kiimiilatif salim profili.

Cizelge 3.3. Yirmisekiz giinliik takip siiresi boyunca alinan 6rneklerden elde edilen
TGF-p kiimiilatif salim degerleri.

BIYOMATERYAL
. TZF-2,700 rpm AM-Taze
GUN
Ortalama SS Ortalama SS
pg/ml
0 0 0 0 0
0,13 3098,2 1213 750,1 66,3
0,25 4053,3 1652,5 1129,7 126,7
1 68439 3360,3 1468,8 2487
3 7756,3 3784.,9 1743.9 210,9
7 16744,7 7777,1 1541,5 321,0
14 22051,2 105824 1900,1 641,3
21 26862,6 12936,7 1925,7 497,0
28 30336,9 14508,9 2043,2 854,7

TZF-2,700 rpm: 2,700 rpm 12 dk protokolii ile hazirlanmig trombositten zengin fibrin,
AM-Taze: taze amniyotik membran, SS: standart sapma, pg: pikogram.
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Sunulan tez c¢alismasinda modifiye besleyici ortam hazirlanmasinda kullanilan taze
AM ve 2,700 rpm 12 dk protokolii ile hazirlanmis TZF’lerden 14. giin sonunda besi
ortami toplanarak hiicreler {izerinde kullanildigindan ve her bir ¢aligma grubunda
toplam 14 giinliik kiiltiir siiresi uygulandigindan in vitro kiimiilatif salim profilleri
karsilagtirilan her bir biyomateryal icin ayrica 14. giin toplam salim miktarlar1 arasinda
karsilagtirma yapilmistir. Son olarak 4 farkli goniilliiden 3’er paralel olacak sekilde
muhafaza edilen insan kan serumu Orneklerinden tek seferde bakilan biiylime faktorii
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

On dordiincii giin sonunda ¢alismada karsilagtirilan her bir biyomateryalin kiimiilatif
salim miktarlar1 ile insan kan serumunun tek seferde bakilan biiyiime faktor
konsantrasyonu karsilastirildiginda;

» Epidermal biiyiime faktorii i¢in en yiiksek konsantrasyon 2728,1+£208,6 pg/ml

olarak 2,700 rpm 12 dk protokolii ile hazirlanmis TZF’ye aittir (Sekil 3.6).

» Vaskiiler endotel biiylime faktorii-A i¢in en yiiksek konsantrasyon 132,24+21,6
pg/ml olarak taze AM’ye aittir (Sekil 3.7).

» Transforme edici biiylime faktori-p i¢in en yiiksek konsantrasyon
22051,2+10582,4 pg/ml olarak 2,700 rpm 12 dk protokolii ile hazirlanmisg
TZF ye aittir (Sekil 3.8).

On dordiincii giin sonunda ¢alismada karsilastirilan her bir biyomateryalin biiytime

faktorleri agisindan kiimiilatif salim miktarlar ile insan kan serumunun tek seferde
bakilan biiylime faktor konsantrasyonunu karsilastirilan grafikler Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve

Sekil 3.8’de sunulmustur.
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Sekil 3.6. Tiim 6rneklerde 14. giine ait toplam salinan ortalama EGF miktar1. (Serum
icin salim ¢aligmasi yapilmamas, tek seferde bakilan drneklerden konsantrasyon hesabi
yapilmigstir).

VEGF-A
* 3%

kok

—_
o}
(=]

*k

—_
(=)
(=}

_.
S
=)

—_
3]
(=}

WTZF-2,700 rpm

WTZF-1,000 rpm
AM-Taze
AM-Donmus

—_
o] (=3
(=] (=]

1 1

Kiimiilatif Salim (pg)
[
(=)

I Serum

S
=)

[}
(=}
1

% p=0,001
*p=0,018

(=)
I

14

Zaman (giin)

Sekil 3.7. Tiim 6rneklerde 14. giine ait toplam salinan ortalama VEGF-A miktar1.
(Serum i¢in salim ¢alismasi yapilmamis, tek seferde bakilan 6rneklerden konsantrasyon
hesab1 yapilmistir).
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Sekil 3.8. Orneklerde 14. giine ait toplam salinan ortalama TGF-p miktar.
3.2. Kadavra ve Goniilliilere Ait Demografik Veriler

3.2.1. Kadavralara Ait Demografik Veriler
Sunulan tez ¢aligmasinda toplam 32 adet dondr olma sartlarini karsilayan kadavradan
elde edilen limbal halkalar kullanilmistir. Dondr olmaya uygunluk kriterleri;
» 18-75 yag araliginda olan
> Oliim sebebi biliniyor olan
» Seroloji taramasinda HIV, HbsAg, sifiliz ve HCV negatif olan
» Bulagici bir sistemik ve/veya goz hastaligina sahip olmayan
» Bilinen kanser Oykiisii olmayan
kisiler olarak belirlenmistir. Bu sartlar1 karsilayan toplam 32 adet kadavradan kornea
nakillerinde kullanilmak {izere elde edilen kornea-skleral rimlerden santral 8 mm’lik
saydam korneanmn g¢ikarilmasi sonucu geriye kalan limbal halkalar deneysel
calismalarda LEKH’lerin elde edilmesi amaciyla kullanilmistir. Laboratuvar ortamina
nakledilen tiim limbal halkalar rastgele olarak calisma gruplarma ayristirtlmis ve
gere¢-yontem bollimiinde de bahsedildigi iizere 6 esit parcaya ayrilmistir. Bu sekilde
her gruba ayrilan limbal halka sayis1 8 olmakla birlikte, limbal halkalarin 6 esit

parcaya ayrilmast ile her grup i¢in ¢alisilan kiiltiir yilizeyi sayis1 48’e ¢ikmuigtir.
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Gereg-yontem kisminda belirtildigi sekilde deneysel calismalarda toplam 4 grup
bulunmaktadir. Gruplara rastgele dagitilan limbal dokularin ait oldugu kadavralar yas
ve cinsiyet acisindan karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir farkliligin
olmadig1 gozlenmistir. Grup 1 i¢in ortalama yas 62,7+4,7 yil; Grup 2 icin ortalama
yas 61,643,5 yil; Grup 3 icin ortalama yas 59,6+7,5 yil; Grup 4 i¢in ortalama yas
61,6+2,6 yil olarak tespit edilmistir (p > 0,05). Grup 1°’de bulunan 8 kadavrada
kadin/erkek orani esitken, Grup 2’de 3 kadin, 5 erkek, Grup 3 ve Grup 4’te 5 kadin, 3
erkek bulunmaktadir (p > 0,05).

Kadavralarin 6liim zamanindan limbal dokularin in vitro sartlarda Kkiiltiire
alinmasina kadar gegen siire tiim gruplarda tiim kadavralar i¢in kaydedilmistir. Grup 1
icin bu siire ortalama 2,5+0,5 giin, Grup 2 i¢in ortalama 2,6+0,5 giin, Grup 3 i¢in
ortalama 3,1+1,1 giin ve Grup 4 i¢in ortalama 2,4+0,5 giin olarak bulunmustur.
Kadavralarin 6liim zamani ile kiiltlir arast gecen zaman dilimi gruplar arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark gostermemistir (p > 0,05).

Kadavralara ait yas ve cinsiyet verileri ile kadavralarin 6liim zamanindan limbal
dokularin kiiltiire alinmasina kadar gecen siirenin gruplar arasinda anlamli bir fark
sergilememesi ¢aligmaya kabul edilen ve gruplara rastgele dagitilan limbal dokulardan
LEKH elde etmek acisindan potansiyellerinin  birbirine yakin oldugunu
gostermektedir. Bu sekilde ilerleyen asamada sunulan deneysel sonuglarin
kadavralarin baglangicta sergiledikleri temel farkliliklardan etkilenmeyecegi sonucuna
ulagilabilir.

Kadavralara ait demografik bilgiler ve kadavra-kiiltiir aras1 gecen siire Cizelge
3.4’te Ozetlenmis olup, istatistiksel karsilagtirmalarin yapildig: grafikler Sekil 3.9 ve
Sekil 3.10°da gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan kadavralarin ortalama yas ve Kkiiltiire alinma
stireleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Ozellik (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ortalama | SS | Ortalama | SS | Ortalama | SS | Ortalama | SS
Yas yil 62,7 4,7 61,6 3,5 59,6 7,5 61,6 2,6

Kadavra-
Kiiltlir aras1 | giin 2,5 0,5 2,6 0,5 3,1 1,1 2.4 0,5
gecen sire

SS: standart sapma
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Sekil 3.9. Calisma gruplarinda kadavralarin yas ortalamalarinin karsilastirilmasi.
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Sekil 3.10. Calisma gruplarinda kadavra-kiiltiir aras1 gecen zaman ortalamalarinin

karsilastiriimasi.
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3.2.2. Goniillillere Ait Demografik Veriler

Kiiltiir ylizeylerinin kaplanmasinda kullanilan donmus-¢6zdiiriilmiis-de-epitelize
edilmis AM ve 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmig TZF biyomateryalleri,
modifiye besleyici ortam olusturulmasinda kullanilan taze AM ve 2,700 rpm 12 dk
protokolii ile hazirlanmis TZF biyomateryallerinin ve insan kan serumunun
hazirlanmasinda toplam 8 adet goniilli kullanilmistir. Donmus-¢6zdiirtilmiis-de-
epitelize edilmis ve taze olarak kullanilan AM’lerin hazirlanmasinda 4 tane kadin
goniilli kullanilmistir. Bu 4 bayan goniilliinlin yas ortalamasi 24,2+2,2 yil olarak
hesaplanmistir. Bu goniillillerden elde edilen AM’ler gere¢ ve yontem kisminda
belirtildigi lizere pargalara ayrildiktan sonra in vitro salim calismasinda ve hiicre kiiltiir
deneylerinde kullanilmak iizere muhafaza edilmistir. insan kan serumu, 1,000 rpm 5 dk
protokolii ile hazirlanmis TZF ve 2,700 rpm 12 dk protokolii ile hazirlanmig TZF’lerin
hazirlanmasinda ise 2 kadin ve 2 erkek toplam 4 goniilli daha kullanilmistir. Bayan
hastalarin yas ortalamas: 27,5+4,9 yil olarak hesaplanmistir. Erkek hastalarin yas
ortalamasi ise 28+7 yil olarak hesaplanmigtir. Hazirlanan tiim materyaller i¢in
kadin/erkek dagilimi ve yas agisindan istatistiksel anlamli farklilik tespit edilmemistir (p

>0,05).

3.3. Limbal Eksplantlardan Hiicre Migrasyonunun Degerlendirilmesi

Her grupta limbal dokular kiiltiir ylizeyine yerlestirildikten sonra hiicrelerin
migrasyonunu gozlemek amaciyla 0., 3., 7. ve 14. giinlerde faz kontrast mikroskobu ile
goriintiileri almmistir. Ayrica Juli™ canli hiicre goriintiileme sistemi ile kiiltiiriin ilk
giiniinden itibaren hiicre migrasyonu gdzlenmistir. Migrasyona ugrayan hiicrelerin
morfolojisi herhangi bir boyama yapilmadan faz kontrast mikroskobu ile
degerlendirildiginde tim  gruplarda oOncelikle kiigiikk, yuvarlak niikleuslu,
niikleus/sitoplazma orani yiiksek hiicrelerin varlig1 dikkat ¢cekmistir. Kiiltiiriin ilerleyen
giinlerinde ise migrasyona ugrayan hiicre kolonilerinin u¢ noktalarinda hiicrelerin
bliylidiigii, niikleus/sitoplazma oraninin azaldigi ve hiicrelerin kaldirim tagi morfolojisi
kazandig1 gozlenmistir. Sekil 3.11°de ve Sekil 3.12°de her grubun farkli biiyiitmelerde

limbal eksplanta yakin bolgelerden 14. giinde alinmig goriintiileri sunulmustur.
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N 500 m.

Sekil 3.11. Kiiltiiriin 14. giiniinde ¢calisma gruplarinda ayni biiyiitmede (4X - bar 500
um) faz kontrast mikroskop goriintiileri: (a) Grup 1, (b) Grup 2, (¢) Grup 3, (d) Grup 4.

b - S200

Sekil 3.12. Kiiltiiriin 14. giiniinde ¢alisma gruplarinda ayni biiylitmede (10X - bar 200
um) faz kontrast mikroskop goriintiileri: (a) Grup 1, (b) Grup 2, (¢) Grup 3, (d) Grup 4.
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Kiiltiir ylizeylerinin 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmis TZF ile kaplandigi
gruplarda (Grup 3 ve Grup 4) hiicre migrasyonu ile es zamanl seyreden fibrin yikimi
dikkat ¢ekmistir. Juli"™ canli hiicre goriintiileme sistemi ile video goriintiileri alinan
fibrin yikiminin ayrica faz kontrast mikroskop ile 0. ve 3. giinlerde farkli biiyilitmelerde
goriintiileri alinmigtir. Sekil 3.13’te, Grup 3’te kiiltiiriin ilk gilinlerinde alinan ve limbal
eksplantlardan hiicre migrasyonu ile birlikte yiizeydeki fibrin kaplamanin yikildigini
gosteren gorilintiiler yer almaktadir. Hiicre migrasyonunun baslangict ile birlikte
yikilmaya baglayan ylizeydeki fibrin kaplamadan aciga cikan trombositler limbal
eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerden farkli olarak daha kiigiik, yuvarlak ve
ylizeye tutunmayan karakterleri ile dikkat ¢cekmistir. Yikim ile birlikte aciga ¢ikan bu
trombositlerin kiiltiiriin farkli giinlerinde yer yer toplanmalar gostererek in vivo sartlarda
sergilemekte oldugu dogal agregasyon 6zelligini devam ettirmeye calistigi gozlenmistir.
Ancak bu durum in vitro kiltir sartlarinda uzun siire varligini siirdiiremeyen
trombositlerin  bir siire sonra yikilmaya baslamasi ve ortamdan tamamen
temizlenmesiyle son bulmaktadir. Bu sayede trombositler igerdigi biiyiime faktorlerinin
bir cogunu degraniilasyonla salarak ortamdan uzaklasip migrasyona ugrayan hiicrelerin
oniinde bir engel olusturmaktan kaginmis olurlar.

Hiicre migrasyonunun ortalama kacinct giinde basladigi degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik olmadigi goézlenmistir. Grup 1’de bu siire
ortalama 3+1,4 giin, Grup 2’de ortalama 3,5+0,5 giin, Grup 3’de ortalama 3,3+1,6 giin
ve Grup 4’te ortalama 2,5+0,5 giin olarak bulunmustur. Grup 3 ve Grup 4 i¢in fibrin
yikiminin baglangici hiicre migrasyonunun baslangici ile es zamanli seyrettiginden
ortalama fibrin yikim zamanlar1 da hiicre migrasyonu i¢in verilen ortalama degerler ile
aymdir. Sekil 3.14’te gruplar arasinda hiicre migrasyonunun karsilastirilmasi grafik

olarak sunulmustur.

49



Sekil 3.13. Grup 3’te kiiltiiriin ilk giinlerinde hiicre migrasyonunu ve fibrin yikimini
gosteren faz kontrast mikroskop goriintiileri: (a) 0. giin, (4X - bar 500 pm), (b) 3. giin,
(4X - bar 500 um), (c) 3. giin, (4X - bar 500 um), (d) 3. giin, (10X - bar 200 pum).

o "Grup 1"
#Z"Grup 2"
" Grup 3"
= "Grup 4"
— p>0,05

Sekil 3.14. Calisma gruplarinda ortalama hiicre migrasyonu baglangic zamanlarinin
karsilastiriimasi.
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Migrasyon Baslangic Zamani (giin)

[y
1

50



Migrasyona baslayan hiicrelerin tiim gruplarda 7. ve 14. giinlerde kiiltiir ylizeyinde
olusturduklar1 doluluk orant faz kontrast mikroskobu ile bu gilinlerde alinan
goriintiilerden semi-kantitatif olarak degerlendirilmistir. Kiiltlir ylizeyinde migrasyona
ugrayan hiicre yogunlugu yiizde olarak kaydedilmis ve her bir limbal eksplantin sonug
ortalama yiizde doluluk orani hesaplanmigtir. Kiiltiiriin 7. giiniinde Grup1, Grup 2, Grup
3 ve Grup 4 i¢in ortalama doluluk oranlar sirasyila %51+41, %73+21,2, %22,5+7,5 ve
%13+9,5 olarak hesaplanmigtir. Grup 1 ve Grup 2’de 7. giin doluluk oranlar
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde Grup 3 ve Grup 4’e gore yiiksektir (Grup 1 ve
Grup 2 i¢in p degerleri sirastyla 0,016 ve 0,005). Kiiltiiriin 14. glinlinde ise Grup1, Grup
2, Grup 3 ve Grup 4 i¢in ortalama doluluk oranlar1 sirastyla %59,2+31,5, %73+21,2,
%75,6+13,2 ve %60+21,3 olarak hesaplanmis ve gruplar arasinda istatistiksel anlamli
bir fark tespit edilmemistir (» > 0,05). Bu sonugclar kiiltiiriin ilk haftasinda yiizeyin AM
ile kapl oldugu gruplarda hiicre migrasyonunun daha hizli oldugunu, ikinci haftada ise
fibrin kapl ylizeylerde hiicre migrasyonunun AM kapl ylizeylerdeki migrasyon hizini
yakalayip bir miktar gectigini desteklemektedir. Gruplarda 7. ve 14. giinlere ait kiiltiir
ylizeylerinin doluluk oranlar1 Cizelge 3.5’te ayrintili olarak sunulmus ve karsilastirmali

grafikleri Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da verilmistir.

Cizelge 3.5. Calisma gruplarinda 7. ve 14. giinde kiiltiir ylizeylerinin ortalama hiicre
doluluk oranlart.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Ozellik (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ortalama | SS | Ortalama | SS | Ortalama | SS | Ortalama | SS
7. glin
% 51 41 73 21,2 22,5 7,5 13 9,5
doluluk
14. giin
% 59,2 31,5 73 21,2 75,6 13,2 60 21,3
doluluk

SS: standart sapma
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Sekil 3.15. Calisma gruplarinda 7. giinde ortalama kiiltiir yiizeyi hiicre doluluk

oranlarinin karsilastirilmasi.
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Sekil 3.16. Calisma gruplarinda 14. giinde ortalama kiiltiir yiizeyi hiicre doluluk

oranlarinin karsilastirilmasi.



3.4. Migrasyona Ugrayan Hiicrelerde Morfolojinin Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda kiiltiiriin 14. giiniinde doluluga ulasan kiiltiir yiizeylerinde hiicre
morfolojisinin daha net anlasilabilmesi icin hiicre iskeleti ve ¢ekirdek boyanarak
floresan mikroskop ile goriintiileri alinmistir. Faz kontrast mikroskop goriintiileri ile
uyumlu olarak limbal eksplantlara yakin boélgelerde kiiciik, yuvarlak niikleuslu,
niikleus/sitoplazma oran1 yiiksek hiicrelerin varligi dikkat ¢ekmistir. Sekil 3.17°de
gruplarda 14. giine ait hiicre iskeleti/¢ekirdek boyama goriintiileri yer almaktadir. Hiicre
iskeletinin yesil, cekirdegin ise mavi olarak boyandigi goriintiillerde Grup 1’de
yogunlugu diisiik epitel morfolojisinde hiicrelerden olusan tabakali bir yap1
gozlenmistir. Grup 2’de doluluk oraninin Grup 1’e gore biraz daha yiiksek oldugu
gozlenmis ve Grup 1’e benzer sekilde iistiiste gelen epitel morfolojisinde hiicre
tabakalarinin varligir dikkat ¢ekmistir. Grup 2’de yer yer morfolojisi epitelden daha
farkli ince ve uzun fibroblastik hiicrelerin varligi gézlenmistir. Sekil 13.17(b)’de sol iist
kosede bu farkli morfolojideki hiicrelerin varligi gézlemlenmektedir. Grup 3 ve Grup
4’te ise Grup 1 ve Grup 2’ye oranla daha homojen ve kiiciik, daha az katmanl (tek sira)

epitel morfolojisinde hiicre tabakasinin varligi gozlenmistir.

Sekil 3.17. Calisma gruplarinda 14. giine ait ayn1 biiylitmede (10X - bar 200 um) hiicre
iskeleti/cekirdek boyamalari: (a) Grup 1, (b) Grup 2, (c) Grup 3, (d) Grup 4. (Hiicre
iskeleti yesil, ¢cekirdek mavi renkte goriilmektedir).
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3.5. Migrasyona Ugrayan Hiicrelerde Canlihigin Degerlendirilmesi

Tim gruplarda kiiltiiriin 14. giiniinde doluluga ulasan kiiltiir yiizeylerinde hiicre
canliliginin degerlendirilebilmesi i¢in canli ve Oli hiicreler boyanarak floresan
mikroskop ile goriintiileri alinmistir. Sekil 3.18’de gruplarda 14. giline ait canli-6lii
boyama goriintiileri yer almaktadir. Canli hiicrelerin yesil, 6li hiicrelerin ise kirmizi
olarak boyandig1 goriintiilerde Grup 2’de diger gruplara oranla 6lii hiicre oraninin fazla
oldugu dikkat c¢ekmektedir. Hiicre morfolojisinin  degerlendirildigi  hiicre
iskeleti/cekirdek boyama goriintiileri ile uyumlu olarak Grup 3 ve Grup 4’te Grup 1 ve
Grup 2’ye kiyasla daha homojen ve tek sira hiicre dagiliminin oldugu goézlenmistir.
Grup 1 ve Grup 2’de ise hiicreler ¢cok katmanli olarak dizilmis ve yer yer hiicre
kolonileri arasinda bosluklarin oldugu gériilmiistiir. Ozellikle Grup 2’de diger gruplara
oranla fazla miktarda goriilen 6li hiicrelerin daha canli hiicrelerden olusan yiizeyel
katmanlarin derininde yerlesim gosterdigi de dikkat ¢eken diger énemli noktadir. Bu
sonuglar ile in vitro sartlarda ve 2B Kkiiltiir sistemleri ile kiiltire edilen LEKH’lerin

derinlik boyunca besin maddelerinin iletilememesine bagl 6liime gittigi diistiniilebilir.

—

Sekil 3.18. Calisma gruplarinda 14. giine ait ayn1 biiylitmede (10X - bar 200 um) canli-
oli hiicre boyamalar1: (a) Grup 1, (b) Grup 2, (¢) Grup 3, (d) Grup 4. (Canl1 hiicreler
yesil, 0li hiicreler kirmizi renkte goriilmektedir, beyaz oklar kirmizi ile boyanan 6lii
hiicrelere isaret etmektedir).
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3.6. Migrasyona Ugrayan Hiicrelerde Kokliiliigiin Kalitatif Degerlendirilmesi
Tiim gruplarda kiltiiriin 14. glinlinde doluluga ulasan kiiltiir ylizeylerinde hiicre
kokliiliigiiniin degerlendirilebilmesi amaciyla belirlenen pozitif ve negatif belirtegler ile

immiin boyamalar yapilarak fléresan mikroskop ile goriintiileri alinmigtir.

3.6.1. p63 Boyama

Limbal epitel kok hiicreleri igin pozitif bir belirte¢ olarak bilinen p63 niikleer
proteininin limbal eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerde ifade oranini semi-
kantitatif olarak gozlemlemek i¢in p63 birincil antikoru ile boyamalar yapilmistir. Tiim
boyamalarda p63 ile es zamanl olarak DAPI ile hiicre ¢ekirdekleri de boyanmistir. Bu
sekilde aranan belirtegin ifade oraninin haricinde hiicre i¢indeki ifade bolgesi de
belirlenmis olmaktadir. Bu sonuglarin literatiirde bugiine kadar bilinen ifade bolgesi ile
uyumlulugu da degerlendirilerek spesifik olmayan boyanmalarin sebep olacag: yanlis
degerlendirmelerin oniine gecilmis olmaktadir. Sekil 3.19°da kiiltiiriin 14. giiniinde tiim
gruplarda p63 boyamalarina ait goriintiiler yer almaktadir. Hiicre ¢ekirdeginin DAPI ile
boyandig1 bu goriintiilerde p63 proteininin tiim gruplarda ¢ekirdekte boyanmaya sebep
oldugu ve DAPI’nin mavi rengi ile p63 boyamasinin yesil renginin bulusmasi
sonucunda turkuaza yakin bir rengin ortaya ¢iktigi gozlemlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda gruplarda yapilan p63 immiin boyamalarinda spesifik olmayan
boyanmalarin gerceklesmedigi ve gruplar arasi semi-kantitatif degerlendirmelerin
optimum seviyede yapilabilecegi sonucuna ulasilabilir.

Grup 1 ve Grup 2’de altta halen var olan AM’nin immiin boyamalarda fléresan
ozellik veren ikincil antikorun rengini bir miktar absorbe etmesi, goriintiyi
bozmayacak oranda ard plan boyanmasma sebep olmustur. Ard plan boyanmasinin
haricinde hiicre c¢ekirdegi ile boyut ve sekil bakimindan uyumlu olacak sekilde p63
boyanan bolgeler degerlendirildiginde Grup 1 ve Grup 2’de, Grup 3 ve Grup 4’e kiyasla
daha diisiik oranda boyanmanin var oldugu gézlenmistir. Ozellikle Grup 3’te hiicrelerin
biiyiik bir oraninda p63 ile pozitif boyanma gergeklesmistir. Ayrica, bu goriintiilerde de

hiicre ¢ekirdeginin kii¢lik ve yuvarlak oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.19. Calisma gruplarinda 14. giine ait ayni1 biiylitmede (20X - bar 100 um) p63
ve DAPI immiin boyamalari: (a) Grup 1, (b) Grup 2, (¢) Grup 3, (d) Grup 4. (p63
proteini yesil, hiicre ¢cekirdegi mavi renkte goriilmektedir, iki boyanmanin c¢akistigi
hiicrelerde ise turkuaza yakin bir renk goriilmektedir).

3.6.2. ABCG2 Boyama

Limbal epitel kok hiicreleri i¢in pozitif bir belirte¢ olarak bilinen ABCG2 membran
baglantili sitoplazmik proteininin limbal eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerde
ifade oranim1 semi-kantitatif olarak gozlemlemek icin ABCG2 birincil antikoru ile
boyamalar yapilmistir. Tiim boyamalarda ABCG?2 ile es zamanli olarak DAPI ile hiicre
cekirdekleri de boyanmistir. Bu sekilde aranan belirtegin ifade oraninin haricinde hiicre
icindeki ifade bolgesi de belirlenmis olmaktadir. Bu sonuglarin literatiirde bugiine kadar
bilinen ifade bdlgesi ile uyumlulugu da degerlendirilerek spesifik olmayan
boyanmalarin sebep olacagi yanlis degerlendirmelerin 6niine gecilmis olmaktadir. Sekil
3.20°de kiiltiirtin 14. giiniinde tiim gruplarda ABCG2 boyamalarina ait goriintiiler yer
almaktadir. Hiicre ¢ekirdeginin DAPI ile boyandigi bu goriintiilerde ABCG2 proteininin
tim gruplarda sitoplazmada boyanmaya sebep oldugu gdzlenmistir. Bu sonuglar

dogrultusunda gruplarda yapilan ABCG2 immiin boyamalarinda spesifik olmayan
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boyanmalarin gerceklesmedigi ve gruplar arasi semi-kantitatif degerlendirmelerin

optimum seviyede yapilabilecegi sonucuna ulasilabilir.

Sekil 3.20. Calisma gruplarinda 14. giine ait ayni biiytitmede (20X - bar 100 um)
ABCG2 ve DAPI immiin boyamalari: (a) Grup 1, (b) Grup 2, (¢) Grup 3, (d) Grup 4.
(ABCGQG?2 proteini kirmizi, hiicre ¢ekirdegi mavi renkte goriilmektedir, iki boyanmanin
cakistig1 bolgelerde ise mor rengine yakin bir renk goriilmektedir).

Alman goriintiilerden yapilan semi-kantitatif degerlendirmeler sonucu Grup 3 ve
Grup 4’te Grup 1 ve Grup 2’ye oranla boyanmanin daha yogun olarak gerceklestigi
gbzlenmigtir. Mavi ile boyanmis hiicre ¢ekirdekleri ve kirmizi ile boyanmis hiicre
sitoplazmasi g6z Oniine alindiginda ozellikle Grup 2’de hiicre yogunlugunun diger

gruplara oranla daha diisiik oldugu anlasilabilir.

3.6.3. K12 Boyama
Limbal epitel kok hiicreleri i¢in negatif, ancak diferansiye olmus santral kornea
epiteli i¢in pozitif bir belirte¢ olarak bilinen K12 sitoplazmik proteininin limbal

eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerde ifade oranini semi-kantitatif olarak
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gozlemlemek i¢in K12 birincil antikoru ile boyamalar yapilmistir. Tiim boyamalarda
K12 ile es zamanli olarak DAPI ile hiicre ¢ekirdekleri de boyanmistir. Bu sekilde aranan
belirtegin ifade oranmin haricinde hiicre icindeki ifade bolgesi de belirlenmis
olmaktadir. Bu sonugclarin literatiirde bugiine kadar bilinen ifade bolgesi ile uyumlulugu
da degerlendirilerek spesifik olmayan boyanmalarin sebep olacagi yanlis
degerlendirmelerin oniline gecilmis olacaktir. Sekil 3.21°de kiiltiiriin 14. giiniinde tiim
gruplarda K12 boyamalarina ait goriintiiler yer almaktadir. Hiicre ¢ekirdeginin DAPI ile
boyandigi bu goriintiilerde K12 proteininin tiim gruplarda boyanma gerceklesen
hiicrelerin sitoplazmasinda ifade oldugu goézlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
gruplarda yapilan K12 immiin boyamalarinda spesifik olmayan boyanmalarin
gerceklesmedigi ve gruplar arasi semi-kantitatif degerlendirmelerin optimum seviyede
yapilabilecegi sonucuna ulagilabilir.

On dordiincti giinde alinan goriintiilerden yapilan semi-kantitatif degerlendirmeler
sonucu Grupl’de ve dzellikle Grup 2’de, Grup 3 ve Grup 4’e oranla daha fazla sayida
hiicrede boyanma izlenmistir. Mavi ile boyanmis hiicre ¢ekirdekleri géz Oniine
alindiginda yine Grup 2’de tabakali bir yap1 olusturmus ve yogunlugu az olan hiicre
toplulugunun oldugu dikkat ¢ekmistir. Ayrica, Grup 1 ve Grup 3’te yesil renkte K12
immiin boyanmasinin gerceklestigi hiicrelerin genellikle yuvarlak morfolojide oldugu,
Grup 2 ve Grup 4’te ise yesil renkte K12 immiin boyanmasinin gerceklestigi hiicrelerin
yuvarlak veya ince uzun fibroblastik morfolojide karisik hiicre grubundan olustugu
gozlenmistir. Grup 1 ve Grup 2’de altta halen var olan AM’nin immiin boyamalarda
floresan Ozellik veren ikincil antikorun rengini bir miktar absorbe etmesinden dolay1
gorilintliyli bozmayacak oranda ard plan boyanmasina sebep olmustur. Ancak bu
boyanma hiicrenin tiim iskeletinin boyanmasina sebep olan ve dolayisiyla morfolojisini
yansitan boyanmadan farkli olarak kiiciik noktasal boyanma alanlart oldugundan

degerlendirmede yanilmalara sebep olmayacak seviyededir.

58



Sekil 3.21. Calisma gruplarinda 14. giine ait ayni1 biiylitmede (20X - bar 100 um) K12
ve DAPI immiin boyamalari: (a) Grup 1, (b) Grup 2, (¢) Grup 3, (d) Grup 4. (K12
proteini yesil, hiicre ¢cekirdegi mavi renkte goriilmektedir).

3.7. Migrasyona Ugrayan Hiicrelerde Kokliiliigiin Kantitatif Degerlendirilmesi
Tiim gruplarda kiiltiirin 14. giiniinde doluluga ulasan kiiltiir yiizeylerinde hiicrelerin
enzim aktivitesi ile yiizeyden toplandiktan sonra kokliiliigline isaret eden pozitif ve
negatif belirtecler agisindan akis sitometre analizi yapilarak kantitatif degerlendirmeler
yapilmistir. Her grupta belirlenen birincil ve ikincil antikorlar ile analiz edilecek
ornekler isaretlenmistir. Ayrica, birincil ve ikincil antikor isaretlemesinin yapilmadigi
negatif kontrol grubu ve sadece ikincil antikor isaretlemesi yapilarak ikincil antikorun
spesifik olmayan baglanmalarinin diglanmasina yardim eden pozitif kontrol gruplar1 her
numunenin analizinde kullanilmigtir. Analiz sonuglarinda benzer hiicre alan
isaretlemeleri ve kapi tanimlamalart yapildiktan sonra pozitif ve negatif belirtecler
acisindan analiz edilen hiicre grubunun ifade seviyesi yiizde olarak hesaplanmistir. Her
numune i¢in hem nokta alan grafikleri ile hem de tek parametreli histogramlar ile

sonuclar raporlanmistir. Pozitif belirtegler icin %85 altindaki ifade seviyesi ve negatif
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belirtecler acisindan %15 iizerindeki ifade seviyesi diferansiyasyona isaret eden bir
parametre olarak kabul edilmistir.

Sekil 3.22°de Grup 1’e ait pozitif belirteclerin ifade seviyeleri nokta alan grafikleri
ve tek parametreli histogramlar ile sunulmustur. Grup 1°de pozitif belirtegler olan p63
ve Integrin a9P1 igin ifade seviyeleri nokta alan grafiklerine gore sirasiyla %75,7 ve
%43,7 olarak bulunmustur. Sekil 3.23’te ise Grup 1’e ait negatif belirtegler olan K3 ve
Konneksin 43’iin ifade seviyeleri nokta alan grafikleri ve tek parametreli histogramlar
ile sunulmustur. Nokta alan grafiklerine gore K3 i¢in ifade seviyesi %29,6, Konneksin
43 i¢in ifade seviyesi %21,3 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, Grup
I’de tespit edilen diisiik pozitif belirteg seviyeleri ve yiikksek negatif belirteg
seviyelerinden diferansiye olmus epitel hiicre oraninin yiiksek oldugu sonucuna
ulasilabilir.

Sekil 3.24°de Grup 2’e ait pozitif belirteclerin ifade seviyeleri nokta alan grafikleri
ve tek parametreli histogramlar ile sunulmustur. Grup 2’de pozitif belirtegler olan p63
ve Integrin a9P1 igin ifade seviyeleri nokta alan grafiklerine gore sirasiyla %69,9 ve
%41,9 olarak bulunmustur. Sekil 3.25’te ise Grup 2’e ait negatif belirtegler olan K3 ve
Konneksin 43’iin ifade seviyeleri nokta alan grafikleri ve tek parametreli histogramlar
ile sunulmustur. Nokta alan grafiklerine gore K3 i¢in ifade seviyesi %24,3, Konneksin
43 icin ifade seviyesi %15 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, Grup
2’de tespit edilen diisiik pozitif belirteg seviyeleri ve yiliksek negatif belirteg
seviyelerinden diferansiye olmus epitel hiicre oraninin yiiksek oldugu sonucuna
ulagilabilir.

Sekil 3.26’da Grup 3’e ait pozitif belirteclerin ifade seviyeleri nokta alan grafikleri
ve tek parametreli histogramlar ile sunulmustur. Grup 3’te pozitif belirtegler olan p63 ve
Integrin a9B1 icin ifade seviyeleri nokta alan grafiklerine gére sirasiyla %84,4 ve %90,9
olarak bulunmustur. Sekil 3.27°de ise Grup 3’e ait negatif belirtecler olan K3 ve
Konneksin 43’iin ifade seviyeleri nokta alan grafikleri ve tek parametreli histogramlar
ile sunulmustur. Nokta alan grafiklerine gore K3 ve Konneksin 43 icin ifade seviyeleri
%3,1 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, Grup 3’te tespit edilen yliksek
pozitif belirte¢ seviyeleri ve diisiik negatif belirte¢ seviyelerinden LEKH oraninin

yliksek oldugu sonucuna ulasilabilir.
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Sekil 3.28’de Grup 4’e ait pozitif belirteclerin ifade seviyeleri nokta alan grafikleri
ve tek parametreli histogramlar ile sunulmustur. Grup 4’te pozitif belirtegler olan p63 ve
Integrin 09B1 icin ifade seviyeleri nokta alan grafiklerine gore sirasiyla %88 ve %93,6
olarak bulunmustur. Sekil 3.29°da ise Grup 4’e ait negatif belirtecler olan K3 ve
Konneksin 43’iin ifade seviyeleri nokta alan grafikleri ve tek parametreli histogramlar
ile sunulmustur. Nokta alan grafiklerine gére K3 i¢in ifade seviyesi %7,1, Konneksin 43
icin ifade seviyesi %2,6 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, Grup 4’te
tespit edilen yiiksek pozitif belirte¢ seviyeleri ve diisiikk negatif belirteg¢ seviyelerinden

LEKH oraninin yiiksek oldugu sonucuna ulasilabilir.
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Sekil 3.22. Grup 1’e ait pozitif belirteclerin ifade seviyeleri: (a) p63 tek parametreli
histogram, (b) p63 nokta alan grafigi, (c) integrin a9B1 tek parametreli histogram, (d)
Integrin a9B1 nokta alan grafigi.
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Sekil 3.23. Grup 1’e ait negatif belirteglerin ifade seviyeleri: (a) K3 tek parametreli
histogram, (b) K3 nokta alan grafigi, (c) Konneksin 43 tek parametreli histogram, (d)
Konneksin 43 nokta alan grafigi.
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Sekil 3.24. Grup 2’e ait pozitif belirteclerin ifade seviyeleri: (a) p63 tek parametreli
histogram, (b) p63 nokta alan grafigi, (c) integrin a9B1 tek parametreli histogram, (d)
Integrin a9B1 nokta alan grafigi.
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Sekil 3.25. Grup 2’e ait negatif belirteglerin ifade seviyeleri: (a) K3 tek parametreli
histogram, (b) K3 nokta alan grafigi, (c) Konneksin 43 tek parametreli histogram, (d)
Konneksin 43 nokta alan grafigi.
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Sekil 3.26. Grup 3’e ait pozitif belirteglerin ifade seviyeleri: (a) p63 tek parametreli
histogram, (b) p63 nokta alan grafigi, (c) Integrin a9p1 tek parametreli histogram, (d)
Integrin a9B1 nokta alan grafigi.
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Sekil 3.27. Grup 3’e ait negatif belirteglerin ifade seviyeleri: (a) K3 tek parametreli
histogram, (b) K3 nokta alan grafigi, (c) Konneksin 43 tek parametreli histogram, (d)
Konneksin 43 nokta alan grafigi.
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Sekil 3.28. Grup 4’e ait pozitif belirte¢lerin ifade seviyeleri: (a) p63 tek parametreli
histogram, (b) p63 nokta alan grafigi, (c) Integrin a9p1 tek parametreli histogram, (d)
Integrin a9B1 nokta alan grafigi.
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Sekil 3.29. Grup 4’e ait negatif belirteclerin ifade seviyeleri: (a) K3 tek parametreli
histogram, (b) K3 nokta alan grafigi, (c) Konneksin 43 tek parametreli histogram, (d)
Konneksin 43 nokta alan grafigi.
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3.8. Migrasyona Ugrayan Hiicrelerde Gen Ifadesinin Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda kiiltiirin 14. giiniinde doluluga ulasan kiiltiir yiizeylerinde hiicrelerin
kokliliigline isaret eden pozitif ve negatif belirtecler acgisindan gen ifade seviyeleri
gercek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi ile
degerlendirilmistir. Bu amagla LEKH’ler i¢in pozitif bir belirte¢ olarak bilinen p63 ve
LEKH’ler i¢in negatif ancak diferansiye olmus santral kornea epiteli i¢in pozitif
belirtecler olarak bilinen K3 ve Konneksin 43 proteinleri kullanilmistir. Gereg ve
yontem kisminda islem basamaklari anlatilan RT-PCR analizi sonucunda elde edilen
gen ifade seviyeleri Sekil 3.30, Sekil 3.31 ve Sekil 3.32°de gosterilmistir.

Timor protein 63 igin tiim gruplarda 14. giinde gen ifade analizi
degerlendirildiginde, Grup 2’de bagil gen ifadesinin diger gruplara oranla istatistiksel
acidan anlaml olarak diisiik oldugu goriilmiistiir (p < 0,0001). Ayrica Grup 3 ve Grup
4’te, Grup 1’e kiyasla istatistiksel agidan anlamlilik yaratmayan bir gen ifade yiiksekligi

gorlilmiistiir.
p63
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Sekil 3.30. Calisma gruplarinda 14. giinde p63 proteinine ait bagil gen ifadesini
gosteren grafik.

Sitokeratin 3 i¢in tiim gruplarda 14. giinde gen ifade analizi degerlendirildiginde,

Grup 3 ve Grup 4’iin, Grup 1 ve Grup 2’ye oranla istatistiksel acidan anlamli diisiik
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oldugu goriilmiistiir (p < 0,0001). Limbal epitel kok hiicreler i¢in negatif bir belirteg

olan K3 i¢in en yiiksek gen ifadesini Grup 2 gostermektedir.

K3
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14. giin

Sekil 3.31. Calisma gruplarinda 14. giinde K3 proteinine ait bagil gen ifadesini gosteren
grafik.

Konneksin 43 i¢in tim gruplarda 14. glinde gen ifade analizi degerlendirildiginde,
Grup 3 ve Grup 4’iin, Grup 1 ve Grup 2’ye oranla istatistiksel acidan anlamli diisiik
oldugu gorilmiistiir (p < 0,0001). Limbal epitel kok hiicreler i¢in negatif bir belirteg

olan Konneksin 43 i¢in en yliksek gen ifadesini Grup 2 gostermektedir.
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Sekil 3.32. Calisma gruplarinda 14. giinde Konneksin 43 proteinine ait bagil gen
ifadesini gosteren grafik.
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4. TARTISMA

In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda kiiltiir kosullarinin temel hiicre davranislari {izerine
onemli oranda etkisinin oldugu uzun yillardan beri bilinmektedir (46). Cogalma
(proliferasyon), goc¢ etme (migrasyon) ve farklilagsma (diferansiyasyon) olarak bilinen
temel hiicre davraniglar1 hiicrelerin organizma icinde dogal ortamlarindaki yasam
sartlarina (in vivo yasam sartlar1) bagimli olarak her hiicre tipi i¢in farkl 6zellikler arz
etmektedir. Bu sebeple, arastirmacilar in vitro ortamda kiiltiire etmek istedikleri her
hiicre tipi i¢in uygun yasam sartlarin1 saglayabilmenin arayisi igine girmislerdir.
Hiicrelerin in vitro yasam sartlar1 denildigi zaman ilk akla gelmesi gerekenler;

» Yiizey bagimh hiicreler i¢in (kan hiicreleri ve mikroorganizmalar hari¢ tiim

hiicreler) dogal mikrogevreye benzer bir tutunma ve hareket etme yliizeyi,

» Dogal mikrogevresine tutunmus ve hareket edebilen hiicrelerin temel metabolik

faaliyetlerini siirdiirebilecegi beslenme sartlari,
olmalidir (47). Bu iki 6zellik bir hiicrenin in vitro sartlarda yasantisinin devamliligini
saglayan en dnemli belirleyicilerdir.

Dogal mikrogevreye benzer tutunma ve hareket etme yiizeyi ile tanimlanmak istenen
asil konu in vitro sartlarda kullanilan kiiltiir yiizeyleridir. /n vivo sartlardan in vitro
sartlara ¢esitli yoOntemler kullanilarak aktarilan hiicreler uzaysal konumlarinin
degismesini olumsuz olarak algilarlar. Bu sebeple in vivo’daki konumlarina en yakin
ylizeylerin hazirlanmasi hiicreler i¢in farki hissettirmeyecek ve temel davranislarini
etkilemeyecek birinci basamaktir. Dogal olarak, arastirmacilarin uzun yillardir
gerceklestirdikleri yilizey modifikasyonlarinin temel gerekgesi hiicrelerin yabanci bir
ortama aktarilmasinin hiicreler {izerinde olumsuz etkilere yol agmasini 6nlemektir (47,
48).

Yiizeye tutunup hareket edebilen hiicrelerin temel hayati ve metabolik
fonksiyonlarim1 yerine getirebilmesi i¢in ikinci 6nemli basamak hiicreleri in vivo
yasantilarina en yakin sekilde besleyebilmektir. Beslenme sartlar1 ile tanimlanmak
istenen asil konu ise in vitro sartlarda kullanilan besi ortamlaridir (49). In vivo sartlarda
kan damarlar1 ve lenfatikler araciligiyla ihtiyaci olan besin maddelerine ulasabilen ve
metabolik artiklarini yine ayni yolla uzaklastirabilen hiicreler in vitro sartlarda da ayn
fonksiyonlar1 yerine getirebilmek isterler. Bu sebeple, igerigi zengin olan besi ortamlari

cesitli kaynaklardan elde edilmis kan serumu ve biiyiime faktorlerinin destegi ile
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hiicrelerin kullanimina sunulur. Ancak, in vitro sartlarda bugiine kadar siklikla tercih
edilen, eldesi kolay fakat ekonomik acidan yiiksek maliyetli hiicre kiiltlirii tirlinleri
(modifiye edilmis besi ortamlari, destekleyici hayvansal kaynakli serumlar,
rekombinant DNA teknolojisi ile tiretilmis biiylime faktorleri) nin hem in vitro sartlarda
kiiltiire olan hiicrelerde olusturabilecegi olumsuz etkiler hem de in vivo sartlara
aktarildiginda organizma {izerinde yaratabilecegi yan etkiler dolayisiyla kullanimi
tartismali hale gelmistir (50). Modifiye edilmis besi ortamlar {iretici firma tarafindan
ticari iiriin olarak elde edilebilecegi gibi, aragtirmacilarin g¢esitli bliylime faktorlerini
kiiltiire etmek istedikleri hiicre tipine gore besi ortamina eklemesiyle de elde edilebilir.
Rekombinant DNA teknolojisi ile {iiretilen ve besi ortamlarimin modifikasyonunda
kullanilan biiyiime faktdrlerinin ve antikorlarin bakteri kaynakli olmasindan &tiirii post-
translasyonel modifikasyona ugramadiklar1 ve organizmaya naklinden sonra memeli
hiicresini  taniyamadiklarindan 6tliri  immiinojenik yanita sebep olmadiklari
bilinmektedir (20, 51). Ancak, metilasyon, asetilasyon, glikozilasyon veya fosforilasyon
gibi epigenetik mekanizmalar1 i¢ine alan post-translasyonel modifikasyonun saglikli
hiicrelerin yasam dongiisiinde de ¢ok Onemli bir yerinin oldugu bilinmektedir.
Epigenetik modifikasyonlar gerceklesmeden iiretilen proteinlerin hiicre ¢ekirdeginde
cesitli transkripsiyon faktorlerinin {iretimini ve etkinligini baskilayarak p53 tiimor
baskilayici genin baskilanmasi {izerinden kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, immortalizasyon
ve transformasyon gibi durumlara neden olup kanser gelisimine yol actif
diisiiniilmektedir (20). Igerigindeki adezyon proteinleri aracilifiyla hiicrelerin in vitro
kiiltiir ortamina aktarildiklarinda ylizeye tutunmasimi ve yayilmasinit kolaylastiran,
bliylime faktorleriyle hiicre proliferasyonu ve diferansiyasyonunu uyaran kan
serumlarmin hayvansal kaynakli olmasi da modifiye besi ortamlarinin bir diger
dezavantajidir. Yapilan calismalarda, fetal sigir serumu destegi ile kiiltiire edilmis
hiicrelerin in vivo transplantasyonu sonucu, viral ve prion kaynakli bulaslarin haricinde,
kiiltiire edilen hiicrelerin membranina yapisan hayvansal proteinlerin immiinojenik
yanit1 uyararak arthus benzeri reaksiyon, malign ventrikiiler aritmiler ve ani kardiyak
oliime sebep oldugu bildirilmistir (50).

In vitro kiiltiir sartlarimin insan kaynakli olmasi hayvansal kaynakli iiriinlerin
kullanimina kars1 bir avantaj olusturarak hiicre kiiltlirli tirlintiniin klinik uygulamalara

aktarilmasinda giivenli bir se¢enek sunmaktadir (52). Bu sebeple bir¢ok hiicre tipinde
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kullanilmak {tizere insan kaynakli kan serumu (53), AM (54) ve fibrinin (55)
kullanilmas: denenmektedir. Ozellikle mezenkimal kok hiicreler iizerinde yaygin olarak
yapilan ¢aligmalarda insan kaynakli kan serumu ve insan kaynakli trombositlerden elde
edilen biiyiime faktorleri ile desteklenen hiicre kiiltiir ortamlar1 olusturulmaya
caligilmaktadir (40-42). Ayrica, epitel morfolojisinde olan hiicrelerin  (deri
keratinositleri ve kornea epiteli) in vitro kiiltiriinde insan kaynakli AM siklikla
kullanilmaktadir (54, 56).

Sunulan tez calismasinda limbal epitel kok hiicrelerin elde edilmesinde, limbal
eksplant kiiltiir teknigi kullanilmistir. Eksplant kiiltiir sisteminde LEKH’lerin
kendilerine mekanik ve kimyasal destek saglayan limbal stromal hiicrelerin varligi ile
proliferasyon ve kokliiliglinii korumasina ragmen, migrasyona ugrayan hiicrelerin
eksplant bolgesini terk ettikten sonra bu mekanik ve kimyasal destekten uzaklastiklar:
icin diferansiyasyona ugradiklari savunulmaktadir (15, 16). Bu sebeple limbal eksplant
bolgesinden migrasyona ugrayan hiicrelerin destegini devam ettirmek icin ¢esitli kiiltiir
ylizeyi ve besi ortami modifikasyonlart denenmektedir. Bu amagla en siklikla kullanilan
kiiltiir ylizeyi modifikasyonu insan kaynakli AM ile kiiltlir yuzeyinin kaplanmasidir
(57).

Insan kaynakli AM, in vitro kiiltiir igin yiizey destek malzemesi olarak 2 sekilde
kullanilmaktadir. Oncelikle epitel tabakasi kaldirilmadan dogal hali ile kiiltiir sartlarinda
kullanilan AM’nin limbal eksplantlardan hiicre migrasyonunu ¢ok desteklemedigi
goriildiikten sonra, epitel tabakasi kaldirilarak kullanilmaya baslanmistir. Bu amagla
literatiirde, tripsin, EDTA, dispaz, sodyum dodesil siilfat ve termolizin tabanlh
teknolojiler kullanilmaktadir (58-60). Ancak, elde edilmesinin bazi siki sartlar
gerektirmesi, saklama kosullari ve homojen olmayan yapisinin  deney
tekrarlanabilirligini olumsuz etkilemesi sebebiyle alternatifleri aranmaktadir. Bu
sebeple, LEKH kiiltiirtinde 3T3 fibroblast hiicre hatt1 ile ko-kiiltiir veya sicaklik duyarli
ylizeyler gibi yontemler denenmektedir.

Dr. Teruo Okano ve grubunun 2000°li yillarin basinda gelistirdikleri “Hiicre Tabaka
Teknolojisi-Cell Sheet Technology (CST)” ile hiicre yogunlugu fazla olan doku ve
organ rejenerasyonunda doku iskelesi kullanilmaksizin elde edilen tek katmanli (2
boyutlu) veya ¢ok katmanli (3 boyutlu) hiicre tabakalarinin transplantasyonu literatiire

yeni bir bakis acist kazandirmistir (61). Bu teknolojide, sicaklik duyarli poli-N-
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izopropilakrilamid (PIPAAm) polimeri hiicre kiiltiir kaplarmin ylizeyine elektron 1sin
demeti ile uyarilmig polimerizasyon, atom transfer radikal polimerizasyonu ve tersinir
ekleme ve parcalama transfer zincir polimerizasyonu gibi farkli polimerizasyon
teknikleri ile kovalent olarak baglanarak sicaklik duyarl yiizeyler hazirlanabilmektedir
(61, 62). Bu polimerin sicaklik degisimi ile gerceklesen hidrofobik-hidrofilik 6zellik
degisimi hiicre adezyonu-cogalmasi-tabaka olarak yiizeyden kaldirilmasimin temelini
olusturur. Bu polimerinin diisiik kritik ¢ozelti sicakligi (LCST) olan 32°C iistiindeki
sicakliklarda (37°C) hidrofobik Ozellik goéstermesi hiicrelerin bu yiizeyler iizerinde
¢ogalmasina ve tam bir tabaka olusturmasina olanak saglar. Hidrofobik yiizeye 37°C’de
hiicre adezyonunun ardindan adenozin trifosfat (ATP) kaynakli metabolik siire¢ hiicre
morfolojisinde degisiklige sebep olarak hiicre yayilmasin1 kolaylastirir. Proliferasyona
baslayan hiicreler, hiicre ylizey baglanma reseptorlerini sentezleyerek normal
morfolojiye uygun olarak ¢ogalir ve doluluga ulasirlar. Genellikle sicakligin ortalama
30 dk boyunca 20°C altina ¢ekilmesiyle PIPAAm ylizeyinin hidrofilik o6zellik
kazanmasi ve polimer zincirlerinin uzamasina bagli olarak hiicre tabakalar
kendiliginden ylizeyden ayrilirlar (63). Nishida ve ark.’nin (63) yaptiklar1 c¢alismada
tavsanlardan elde edilen LEKH’ler in vitro 3T3 fibroblast hiicre hatt1 ve sicaklik duyarli
ylizeyler iizerinde kiiltiire edilmistir. Higbir enzimatik miidahaleye gerek kalmadan
hiicre tabakasmnin elde edilebilecegini ve tabakanin halen tagimakta oldugu
ekstraselliiler matriks yapist dolayisiyla herhangi bir sabitleyiciye gerek kalmadan
cerrahi sahaya nakledilebilecegini savunmuslardir. Ancak bir besleyici tabaka olarak
bilinen 3T3 fibroblast hiicre hatlarinin hayvansal kaynakli olmasi, CST’de kullanilan
sicaklik duyarli yiizeyin ise maliyeti yliksek bir malzeme olmasi dolayisiyla LEKH
kiiltiiriinde dezavantaj olusturmaktadir.

Sunulan ¢aligsmada tasarlanan limbal eksplant hiicre kiiltiir sistemi ise tamamen insan
kaynakli {iriinlerden olusmaktadir. Oncelikle limbal eksplantlarmn ve hiicrelerin
adezyonu, akabinde hiicre migrasyonunu destekleyecek insan kaynakli bir yilizey
modifikasyonu olusturulmaya ¢alisilmistir. Bu amagla, literatiirde siklikla kullanilmakta
olan donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis AM’ye alternatif olabilecek yine insan
kaynakli bir fibrin kaplama metodu olusturulmustur. Choukroun ve ark.’nin (34)
tanimladig1 standart TZF’den farkli santrifiij protokoliine sahip bu yeni TZF iiretim

sekli ile siv1 halde elde edilen trombositten zengin fibrinojen ¢ozeltisi hizlica kiiltiir
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ylizeyine aktarildiginda kisa bir siire icinde yiizeyde jellesmenin gergeklestigi
gOriilmistlir. Bu durum, standart protokolde yiiksek devirde (2,700 rpm) daha uzun siire
(12 dk) santrifiijlenen kan 6rneginden olusan kat1 yapida TZF nin, diisiik devirde (1,000
rpm) daha kisa siire (5 dk) santrifiijlenmesi ile basarilabilmistir. Silika kapli ve
antikoagiilan igermeyen kan tiipiiniin duvarlarindaki silika ile temas halinde olan kan,
santrifiij sirasinda trombinin fibrinojeni fibrine parcalamasi sonucunda pihtilasmaya ve
kat1 TZF’yi olusturmaya baglar. Ancak diisiikk devirde santrifiijlenen kan 6rneginde bu
islem daha uzun siirede gergeklesebilecektir. Calismada kurgulanan protokole gore
diisiik devirde tam jellesmenin gergeklesmesini beklemeden santrifiijleme islemine son
verildiginde trombin islevini heniiz tamamlayamadan kan 6rnegi santrifiijden alinir. Bu
sirada tiipiin tst kisminda kirmizi kan cisimciklerinden tamamen ayrilmig ancak
polimerizasyonunu tamamlayamamis sivi haldeki fibrinojen ¢ozeltisi bulunmaktadir.
Sivi haldeki bu fibrinojen ¢ozeltisinin tiip i¢inden pipet yardimiyla kiiltiir yiizeyine
aktarildigi sirada devam etmekte olan trombin aktivitesi sebebiyle fibrinojen yikimi ve
kat1 fibrin olusumu silireci devam etmektedir. Kiiltiir yilizeyini kaplayacak sekilde
aktarilan sivi fibrinojen ¢oOzeltisi ¢cok kisa bir siire icinde trombinin aktivitesini
tamamlamasi sonucu jelleserek kiiltiir yiizeyinde bir tabaka olusturur. Artik bu tabaka
limbal eksplantlarin kolayca yerlestirilebilecegi ve hiicrelerin migrasyonuna izin veren,
AM’ye alternatif bir ylizey haline donligmiistiir. Sunulan tez ¢alismasinda kullanilan
alternatif ylizey kaplama materyali olan 1,000 rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmis TZF,
hiicrelere ve eksplantlara mekanik destek saglamasinin haricinde kimyasal destek de
saglamaktadir. Yapinin i¢ine hapsolmus bol miktardaki trombositlerin alfa graniilleri
icindeki cesitli biiylime faktorleri sayesinde dogal yoldan hiicrelerin beslendigi ortam da
zenginlesmektedir. Yani Onerilen yiizey kaplayict TZF materyali literatiirde siklikla
kullanilmakta olan 3T3 fibroblast hiicre hatlari, sicaklik duyarh kiiltiir yiizeyleri ve
AM’ye alternatif dogal insan kaynakli bir besleyici tabaka olarak diisiiniilebilir. Ayrica
ilerleyen dénemde yapilacak in vivo ¢aligmalarda hastanin kendi kan 6rneginden elde
edilen TZF ile kendi hiicreleri kiiltiire edilerek kisiye Ozel bir kiiltiir sistemi de
kurulabilir. Bu tez ¢aligmasi ile limbal eksplant kiiltiirde ilk kez insan kaynakli ve ucuz
bir protokol ile fibrin kaplama gerceklestirilmistir.

Sunulan tez ¢alismasinin bir diger 6zgiin noktasi, standart protokol ile hazirlanan

TZF ile modifiye edilmis bir kiiltiir besi ortaminin hazirlanmas1 ve limbal eksplant
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kiiltiirde kullanilmasidir. Gere¢ ve yontem kisminda da belirtildigi tizere hem taze AM
hem de standart protokol ile hazirlanmig TZF, DMEM-HAM’s F12 i¢inde 14 giinliik
inkiibasyon sonucunda zenginlestirilmis besiyeri olusumuna sebep olmuslardir. Taze
AM ve standart TZF ile zenginlestirilmis besi ortamlar1 ile kiiltiire edilen limbal
eksplantlar hiicre migrasyonu, hiicre dolulugu ve hiicre kokliliigii acisindan
degerlendirildiklerinde, TZF ile beslenen limbal eksplantlarda 14. giin analizlerinin
daha ¢ok hiicre migrasyonunun hiicre kokliiliigiinii koruyacak sekilde gergeklestigini
gostermistir. Bu sonuclar TZF’nin igerigindeki biiylime faktér oram1 ve
konsantrasyonunun limbal eksplantlardan go¢ etmekte olan LEKH’leri kendi dogal
mikrogevresine yakin bir durumda hissettirmesinden kaynaklandigini gostermektedir.
Limbal epitel kok hiicrelerin in vivo’da yasamakta olduklar1 Vogt Palisadlarinin
anatomik ve histolojik yapis1 hatirlanacak olursa, limbal stromadaki yogun kanlanmanin
LEKH’lere bazal membran destegi saglayan fenestreli tabakadan siiziilerek kimyasal
destek sagladigi goriilecektir. Bu da aslinda in vitro sartlarda kurgulanan deney
protokoliinde alinan kan 6rneginin santrifiijlenmesi sonucu elde edilen siipernatanin besi
ortami destegi olarak kullanilmasin1i animsatmaktadir. Bu tez calismasinin deneysel
sonuglari, in vitro sartlarda LEKH kiiltiirii sirasinda kullanilan besi ortamlarinin
iceriginin, bu hiicrelerin dogal yasantisindaki beslenme sartlarina benzemesinin en iyi
sonucu olusturdugunu gostermistir.

Sunulan tez ¢aligmasi, literatlirde LEKH Kkiiltlirlinde (enzimatik veya eksplant) TZF
materyalinin kiiltlir ylizeyi ve/veya besi ortami hazirlamada kullanildig1 ilk ¢aligmadir.
Heydenrych ve ark.’nin (64) yaptiklar1 bir ¢alismada 4000 rpm santrifiij sonunda ¢apraz
baglayici olarak yapiya CaCl, eklenmesi sonucunda elde edilen TZP jellerin iizerinde
travmal1 gozlerin evisserasyonu sonucunda elde edilen kornealardan hazirlanan limbal
eksplantlar1 kiiltiire etmislerdir. Hazirlanan TZP jel birinci grupta hem yiizey kaplayici
mekanik destek malzemesi hem de iizerinde kiiltiire olan hiicrelere biiyiime faktorii
destegi saglayan bir kimyasal destek olarak kullanilmustir. ikinci grupta ise yiizey
kaplama yapilmadan standart DMEM soliisyonuna kan serumu ve/veya rekombinant
biliytime faktorleri ile hi¢ bir modifikasyon uygulanmadan kullanilmigtir. Alt1 haftalik
stire sonunda, TZP jel {izerinde kiiltiire edilen hiicrelerin migrasyon hizinin kontrol
grubuna goére daha ¢ok oldugunu ve migrasyona ugrayan bu hiicrelerin K3 ve K12

boyamalart sonucunda epitel karakterinde olduklarin1 gostermislerdir. Ancak bu

78



calisgmanin kurgulanmasinda ve sonuglarin gosterilmesinde ¢ok ciddi eksiklikler
bulunmaktadir. Oncelikle, calismada karsilastirilan 2 grup arasinda birden fazla
parametre i¢in farklilik uygulanmis ve sonuglar bunun iizerinden karsilagtirilmistir.
Birinci grupta hem yilizey hem de beslenme ortami i¢in bir farklilik s6z konusu iken,
kontrol grubunda literatiirde ¢ok farkli amaglar i¢in uygulanmakta olan ylizey
modifikasyonsuz ve serumsuz kiiltliir sartlari olusturulmustur. Bu durumda TZP jel
kaplama yapilan yiizeye ait olumlu sonuglarin kontrol grubunda bulunmayan ylizey
modifikasyonundan veya kimyasal besi ortami eksiliginden kaynaklandigi net olarak
yorumlanamaz. Ikinci olarak, TZP hazirlanmasinda literatiirde bilinmekte olan
protokolden farkli olarak tek basamakli bir santrifiij protokoliinden bahsedilmistir. Kan
ornegi antikoagiilan kaplamali bir kan tiipline alinmis ve 4,000 rpm’de siire bilgisi
verilmeden santrifiijlenmistir. Hizli ve yavas santrifiij basamaklarindan olusan 2
asamal1 bir hazirlama protokoliine sahip olan TZP jelin tek basamakta nasil hazirlandig:
da net olarak anlatilmamistir. Son olarak, c¢alismanin sonucunda TZP’nin hiicre
migrasyon hizt haricinde LEKH kiiltiiriine avantaj sundugu hicbir analiz
gerceklestirilmemistir. Enzimatik veya eksplant teknigi ile gerceklestirilen LEKH
kiiltiirlerinde en 6nemli amag¢ kokliiliiglin korunmasidir. Oysa ki bu ¢aligmada, sadece
diferansiye olmus santral kornea epitelinin sitoplazmik belirtecleri olarak bilinen K3 ve
K12 ile immiin boyama yapilmis ve 6 haftalik siire sonunda bu incelemeler
gerceklestirilmistir. Limal epitel kok hiicrelerin dogal yasantisinda limbustan yola
ciktiklarinda 10-14 giin i¢cinde diferansiyasyona ugrayarak santral kornea yiizey epitelini
olusturduklart bilinmektedir (2, 3). Bu sebeple, 6 haftalik bir siire ¢alismanin bagliginda
belirtilen limbal epitel hiicrelerin kiiltiiri i¢in uzun bir siiredir ve immiin boyamada
kullanilan belirtecler de santral kornea epitelinin belirtegleridir. Ayrica calismada
kullanilan 2 donériin HIV pozitif olmasi iyi laboratuvar uygulamalari i¢in uygun
olmayan bir durumdur. Bu sonuglar ile Heydenrych ve ark.’nin (64) limbal epitel
hiicrelerinin kiiltiirinde TZP’nin etkinligini tarafsiz ve optimum olarak ortaya
koyamadiklar1 diistiniilebilir.

Trombositten zengin plazma, LEKH hari¢ bir¢cok hiicrenin kiiltiirlinde halen
denenmektedir. Lee ve ark. (65), TZP’nin biyolojik etkilerinin insan periodontal
ligamentinden elde edilmis dental kok hiicrelerin in vitro proliferasyon ve

diferansiyasyonu iizerine etkisini incelemistir. Dental kok hiicrelerin %0,5 ve %l
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konsantrasyonda proliferasyon ve mineralizasyon diferansiyasyonu agisindan olumlu
etkiler olusturdugunu, ancak proliferasyon ve koloni olusumunun %35 konsantrasyonda
diistiigiiniic  gostermislerdir. Wu ve ark. (66), kondrojenik hiicre hatt1 ile
gerceklestirdikleri in vitro hiicre kiiltiirlinde pro-inflamatuar sitokinler ile indiiklenmis
artrit modeli olusturmuslar ve TZP’nin etkinligini incelemislerdir. Kollajen matriks
iizerinde pro-inflamatuar sitokinler araciligi ile dejenere olmaya baslayan kondrositlerin
re-proliferasyonu ve rejenerasyonunda, 1 ng/ml TGF-f iceren TZP’nin en etkin doz
oldugunu gostermislerdir. Li ve ark. (67), yag doku kaynakli kok hiicrelerin noral
diferansiyasyonunda TZP’nin etkinligini incelemislerdir. Yag doku alimi1 ameliyati
sirasinda elde edilen dokulardan kok hiicreler izole edilmis ve yine ayni hastadan alinan
kan ornegi ile otojenik TZP hazirlanmistir. Kontrol grubunda literatiirde siklikla
kullanilmakta olan noéral diferansiyasyon besi ortami kullanilirken, ¢aligma grubunda
%10 TZP igeren modifiye diferansiyasyon ortami kullanilmistir. Hiicre proliferasyon ve
diferansiyasyon analizleri sonucunda %10 TZP igeren modifiye diferansiyasyon
ortaminin noron spesifik enolaz (NSE), membran iligkili protein-2 (MAP-2), biiyiime
iligkili protein-43 (GAP-2), noral hiicre adezyon molekiilii (NCAM) ve sinapsin-1
(SYN-1) gibi sinir doku farklilasma belirteclerini anlamli olarak yiiksek ifade ettigi
gbzlemlenmistir. Papait ve ark. (68) ise allojenik TZP’nin monositleri diizenleyici anti-
inflamatuar popiilasyona diferansiye olmaya tesvik ettigini ve bunun yara iyilesmesi
icin 6nemli bir basamak oldugunu vurgulamislardir.

Literatiirdeki ¢calismalardan da anlasilacagi lizere, TZP’nin in vitro kiiltiire edilmekte
olan hiicreler iizerinde farkli agilardan olumlu etkileri gosterilmistir. Ancak, dikkat
edilmesi gereken onemli bir konu TZP’nin hiicreler iizerine uygulanirken belirli bir
konsantrasyonun temel alinmasi gerektigidir. Trombositlerin ihtiva ettigi biiylime
faktorleri ve matriks proteinlerinin in vitro sartlarda biiyiimeye ve ¢ogalmaya calisan
hiicreler i¢in ¢ok Onemli katkilar sagladigi ¢ok iyi bilinmekle birlikte, i¢erigin hangi
konsantrasyonda ne yonde etki yaratacagi halen tartisilmaktadir. Tabi ki bu durum
kiiltiire edilen hiicre tipine gore de degiskenlik gostermektedir. Bu sebeple modifiye
hiicre kiiltiirii sartlar1 olusturmak istedigimizde kullanacagimiz yenilik¢i biyomateryalin
morfolojik yontemlerle yapisini ve kimyasal yontemlerle icerigini belirlemek en 6nemli
basamaktir. Literatiirdeki bircok calisma incelendiginde oncelikle morfolojik, mekanik

ve kimyasal ozelliklerin karakterize edildigi goriilmektedir (66, 69, 70). Passaretti ve
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ark. (70), TZP ve TZF’ nin biiylime faktorii ve sitokin icerigini karsilagtirmiglar, insan
fibroblast hiicreleri ve insan umblikal ven kaynakli endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdigint gostermislerdir. Ancak, 1 giinliik inkiibasyon sonucunda
TZF’den elde ettikleri TGF- ve VEGF-A konsantrasyonlarini sunulan tez ¢alismasinda
bulunan konsantrasyon degerlerine oranla sirastyla 37 ve 30 kat yiiksek bulmuslardir.
Dohan ve ark. (71), 4 goniilliiden aldiklar1 kan Ornekleri ile hazirladiklart TZF’yi
DMEM igerisinde 7 giin inkiibe etmisler ve belirli araliklarla 6rnek alarak ELISA
yontemi ile incelemislerdir. Yedinci gilinlin sonunda ortama salinan toplam biiylime
faktor konsantrasyonunu TGF- i¢in 273,4+15,3 ng/ml, VEGF-A i¢in 6,071+773 pg/ml
olarak bulmuslardir. Bu degerler bizim sonuglarimiz ile karsilastirildiginda TGF- i¢in
17 kat, VEGF-A i¢in 57 kat yiiksek goriinmektedir. Su ve ark. (72), hazirladiklari
TZF’nin erken donem salim analizini yaptiklarinda 5. saatte toplam salinan TGF-3
konsantrasyonunu 72,21+49,73 ng/ml, VEGF-A konsantrasyonunu 1,04+0,33 ng/ml,
EGF konsantrasyonunu ise 3,23+2,77 ng/ml olarak bulmuslardir. Bu sonuglar sunulan
tez ¢aligmasinda tespit edilen konsantrasyon degerlerine gore sirasiyla 18, 37 ve 2 kat
yliksektir. Dohan ve ark.’nin (73) yaptiklar1 bir baska ¢alismada ise TZF’ye ait 7. giin
TGF-pB konsantrasyonu yaklasik olarak 292 ng iken, VEGF-A konsantrasyonu 362 pg
olarak bulunmustur. Bu degerler sunulan tez caligmasindaki 7. giin konsantrasyon
degerleri ile karsilagtirildiginda TGF-f i¢in 17 kat yiiksek, VEGF-A i¢in ise benzerdir.
Ayrica, literatiirde daha birgok ¢alismada farkli trombosit iiriinlerine ait biiylime faktor
icerigi ¢esitli analiz yontemleri ile incelenmis ve karsilastirilmistir (74-77). Sonuglardan
da anlasilacag iizere, literatiirde fakli kisilerin donor olarak kullanildigi ve trombosit
iiriinlerinin  hazirlandig1 ¢aligmalarda c¢esitli biiylime faktorii konsantrasyonlari
degerlendirilmis ve sonuglar birbirinden olduk¢a farkli ¢ikmistir. Bu durum,
caligmalarda maliyeti ¢ok arttiran analiz yontemlerinin kisitlh sayida goniillii
kullanilmasima olanak tanimasi, kisilerin cinsiyeti ve yasmna bagimli olarak
barindirdiklart  faktoér iceriginin farkli olmasina baglanabilir. Sonucta, AM
uygulamalarinda oldugu gibi TZF ve TZP uygulamalarinda da kisiler arasinda biiyilik
farkliliklar gozlenebilir ve ¢alismalarin sonucunda farkli veriler elde edilebilir. Ancak,
TZF’nin AM ile kiyaslandiginda otojenik kaynakli bir biyomateryal olmasi, bu
materyali kisiye 6zel in vitro hiicre kiiltlirii uygulamalarina uygun hale getirmektedir.

Yani bir kisinin kendi biiylime faktdr konsantrasyonu ne seviyede olursa olsun, kendi
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hiicrelerinin kiiltiirasyonu sirasinda kendi TZF’si ile hazirlanmis kiiltlir sartlarinin
kullanilacak olmasi, kisinin kendi potansiyeli ile hiicrelerini besleyecek olmasina ve her
deneyde benzer sonuglarin olugsmasina olanak taniyacaktir.

Son donemlerde kornea yiizey rekonstrilksiyonu ve in vitro kornea epitel
kiiltiirlerinde “insan trombosit lizat (ITL)” kullanim1 giindeme gelmistir. ilk kez 2010
yilinda Geremicca ve ark. (78) tarafindan tanimlanan yontemde insandan alinan kan
ornegi, kan serumu hazirlanirken kullanilan santrifiij ayarlarindan daha diisiik ayarda
tek basamakta santrifiijlendikten sonra tiipiin iist kisminda kalan slipernatan toplanarak
dondurucuya aktarilmis ve noérotrofik {iilseri olan hastalara 7-14 giin siire ile
uygulanmistir. Bu hazirlama protokoliiniin TZP hazirlama protokoliinden farki tek
basamakta santrifiij uygulanmasi ve toplanan siipernatanin trombin ve CaCl, eklenmesi
ile jel haline getirilmeden g6z damlasi olarak uygulanmasidir. Bu tedavi ile hastalarda
travma, kimyasal yaniklar veya Herpes viridae ailesi enfeksiyonlarindan sonra goriilen
norotrofik iilserlerin kapandigr ve epitelizasyonun gerceklestigi goriilmiistiir. Daha
sonra Sandri ve ark. (79) yaptiklari calismada, ITL géz damlalarina termosensitif ve
mukoadezif 06zellik kazandirmak amaciyla kondroitin  siilfat sodyum ve
hidroksipropilmetil selliiloz eklemisler ve tavsanlardan elde ettikleri kornea epitel
hiicrelerin in vitro kiiltiirasyonunda hiicre adezyonu ve proliferasyonunu uyardigini
gostermislerdir. Suri ve ark. (80) 2016 yilinda yayinladiklari ¢alismalarinda farkli
yontemler ile elde edilen ITL’yi kadavra kaynakli limbal eksplantlarin kiiltiiriinde
modifiye besi ortami olusturulmasinda kullanmislardir. Arastirmacilar bir arastirma
laboratuvarindan hazir olarak elde ettikleri trombosit siispansiyonlarindan 50 pl
trombositi ayirdiktan sonra igerigindeki l6kositleri parcalamak amaciyla %1 amonyum
oksalat soliisyonunda bekletmisler ve 2 defa dondurma-¢ozdiirme protokoliinden
gecirmiglerdir. Akabinde pargalanan l0kosit ve trombositleri ortamdan uzaklagtirmak
amactyla 5,700 rpm’de 15 dk santrifiijlemislerdir. Daha sonra filtreden gegirilen iTL,
hiicrelerin besi ortamina eklenmistir. Amniyotik membran ile kaplanmis yiizeylerde
fetal s181r serumu ve ITL ile modifiye edilmis besi ortamlarinda kiiltiire edilen limbal
eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerde kokliiliigli ifade eden p63 ve ABCG2
belirteclerinin ITL ile modifiye edilmis besi ortaminda daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir. Ayrica, insan serumu ile hazirlanan ITL’lerin biiyiime faktor igerikleri

tek seferde alinan orneklerden karsilastirilmis ve ITL’nin VEGF-A, TGF-B ve EGF
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acisindan konsantrasyonu daha yiiksek bulunmustur. Sonug olarak, ITL’nin icerdigi
biiytime faktorlerinin LEKH kiiltiiriinde kokliiliigii koruyarak proliferasyonu arttiran bir
besleyici oldugu vurgulanmistir. Ancak Suri ve ark.’nin (80) yaptiklar1 bu ¢alismada
migrasyona ugrayan hiicrelere mekanik destek saglayan AM yiizey kaplamanin
bulunmasi ve ITL ve AM’nin otojenik ve allojenik olarak farkli kaynaklardan elde
ediliyor olmasi1 sonuglarin tek basma ITL’ye baglanmasim giiglestirmektedir. Ayrica,
lieratiirde ¢ok farkli protokoller ile hazirlanan ITL’nin standardizasyonu heniiz
gerceklestirilememistir. Suri ve ark.’nin (80) yapmis olduklar1 ¢alismada hazirlama
protokoliinde kullanilan amonyum siilfat soliisyonu toksik bir kimyasal olarak hiicrelere
olumsuz etkiler yaratabilir ve sonu¢ hiicre kiiltlirii iirlinlinlin in vivo’ya naklinde
dezavantaj olusturacaktir. Sonug¢ olarak, optimum hazirlama protokolii heniiz
belirlenememis, toksik kimyasallarin kullanildigi, zaman alic1 ve maliyeti yiiksek bir
protokol ile hazirlantyor olmasi iTL’nin dezavantajlar1 arasinda siralanabilir. Ancak,
TZF ve TZP’de oldugu gibi otojenik kaynaktan hazirlanabiliyor olmasi ilerleyen
donemde kisisellestirilmis laboratuvar ve tedavi uygulamalar: icin avantaj sunmaktadir.
Matthyssen ve ark.’nin (81) yapmis olduklar1 bir ¢calismada korneal stromadan elde
edilen mezensimal kok hiicrelerin in vitro kiiltiirasyonunda kiiltiir yiizeyine baglanma,
diferansiyasyon ve mezengimal kok hiicre belirtecleri acisindan fetal sigir serumu
kullanilan grup ile ITL kullanilan grup arasinda istatistiksel anlamli bir faklilik
olmadigini, ancak ITL’nin in vitro hiicre Kkiiltiirlerinde hayvansal kaynakli {iriin
kullanimina bir avantaj sundugunu savunmuslardir. Sandri ve ark. (82) ise farkli kontakt
lens materyalleri ile birlestirdikleri ITL’yi in vitro kornea epitel hiicre kiiltiiriinde
kullanmislardir. Negatif yiiklii kondroitin siilfat materyalinin pozitif yiikli bir¢ok
bliylime faktorii ile etkilesime girerek yikimmi azalttigini ve stabilizasyonunu
sagladigin1 savunan arastirmacilar, kontakt lens-ITL-kondroitin siilfat kombinasyonu
iizerinde kiiltire edilen korneal epitel hiicrelerin proliferasyonunun arttigini
gostermislerdir. Literatiirde daha birgok ¢alismada ITL yardimci biyomateryal olarak
kullanilmaktadir (83-86).

Gergeklestirilen tim hiicre kiiltiirli  ¢aligmalart sonucunda, insan kaynakl
biyomateryallerden olusan ve O6zgiin olarak kurgulanmis hiicre kiiltiir protokoliiniin
limbal eksplant kiiltlir teknigi ile elde edilen hiicrelerin kokliiliigiinii korudugu ve

proliferasyonunu olumlu ydnde etkiledigi gosterilmistir. Insan kaynakli fibrin kaplama,
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serum ve besleyici ortam varlifinda kiiltiire edilen limbal eksplantlardan arzulanan
sonuclarin elde edilmis olmasi, literatlirde altin standart olarak bilinen yaklasimlara
ciddi bir avantaj sunmaktadir. Bu avantajlar sebebiyle, kisiye 6zel iyi laboratuvar
uygulamalar1 ve giivenli klinik uygulamalarda kullanilabilecek yeni bir dogal

biyomateryal olarak gelecekte yapilacak ¢alismalarda kullanilabilecektir.
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5. SONUCLAR

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen 6nemli sonuglar asagida 6zetlenmistir.

R/
A X4

R/
A X4

R/
A X4

Limbal epitel kok hiicrelerin elde edilmesinde limbal eksplant teknigi
kullanilmis ve tiim ¢aligma gruplarinda hiicre migrasyonu gdézlenmistir.

Tiim in vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde sadece insan kaynakli iiriinler steril
sartlarda ve kurallara uygun olarak kullanilmis ve toksik kimyasallar, sentetik
malzemeler, hayvansal kaynakli iiriinler ve rekombinant teknoloji ile iiretilmis
faktorler kiiltiir ortamindan elimine edilmistir. Dolayisiyla, in vitro hiicre kiiltiiri
deneysel caligmalarinin tamami iyi laboratuvar uygulamalar1 sartlarini yerine
getirmektedir.

In vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilmak iizere hazirlanan insan kaynakl
amniyotik membranlarin ait oldugu goniillillerin serolojik kontrolleri hem
baslangicta hem de ¢aligmanin baglangicindan itibaren 6. ayda yapilarak negatif
oldugu gozlenmistir. Bu sonugclar, iyi laboratuvar uygulamalarini destekleyen
niteliktedir.

In vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilmak iizere hazirlanan trombositten
zengin fibrin materyallerinin ait oldugu goniilliilerin serolojik kontrolleri hem
baslangicta hem de ¢aligmanin baglangicindan itibaren 6. ayda yapilarak negatif
oldugu gozlenmistir. Bu sonugclar, iyi laboratuvar uygulamalarini destekleyen
niteliktedir.

In vitro hiicre kiiltiir deneylerinde kullanilmak iizere hazirlanan donmus-
cozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis insan kaynakli amniyotik membran ile 1,000
rpm 5 dk protokolii ile hazirlanmis trombositten zengin fibrin materyali
morfolojik acidan karsilastirildiginda 2 boyutlu ve 3 boyutlu goriiniimlerinin
birbirinden oldukg¢a farkli oldugu goézlemlenmistir. Amniyotik membran siki
konumlanmis ince fiber ¢aplart ve daha genis gozenek c¢aplarina sahipken,
trombositten zengin fibrin biyomateryali daha gevsek konumlanmis kalin fiber
caplarina ve genis gozenek ¢aplarina sahip bulunmustur.

In vitro hiicre kiiltiir deneylerinde kullanilmak iizere hazirlanan insan kaynakl

donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis ve taze amniyotik membran ile 1,000
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rpm 5dk ve 2,700 rpm 12 dk protokolleri ile hazirlanmig trombositten zengin
fibrin materyallerinin biiylime faktorii igerikleri in vitro salim caligmalar ile
degerlendirilmistir. Epidermal biiylime faktorii icin en yliksek konsantrasyon
2728,1£208,6 pg/ml olarak 2,700 rpm 12 dk protokoli ile hazirlanmisg
trombositten zengin fibrin materyaline aittir. Vaskiiler endotel biiyiime faktorii-
A icin en yiiksek konsantrasyon 132,2421,6 pg/ml olarak taze amniyotik
membrana aittir. Transforme edici biliylime faktorii-B icin en yiiksek
konsantrasyon ise 22051,2+10582,4 pg/ml olarak 2,700 rpm 12 dk protokolii ile
hazirlanmis trombositten zengin fibrin materyaline aittir.

In vitro salim calismalarinda karsilastirilan biyomateryallerin 14. Giin toplam
biliylime faktorii konsantrasyonlar: ile insan kaynakli serumdan tek seferde
bakilan biiylime faktorii konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda, insan kaynakli
trombositten zengin fibrin biyomateryallerinin epidermal biiylime faktori,
vaskiiler endotel biiyiime faktorii-A ve transforme edici biiyiime faktorii-f3
iceriginin insan kan serumundan yiiksek oldugu goriilmiistiir.

In vitro hiicre kiiltiir deneylerinde kullanilmak iizere elde edilen tiim limbal
dokular calismada belirlenen 4 adet ¢alisma grubuna rastgele dagitilmistir. Grup
1, donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis amniyotik membran ile hazirlanmig
kiiltiir yiizeyi + standart DMEM-HAM’s F12 besi ortam1 + %10 insan serumu;
Grup 2, donmus-¢ozdiiriilmiis-de-epitelize edilmis amniyotik membran ile
hazirlanmis kiiltiir ylizeyi + taze amniyotik membran ile modifiye edilmis
DMEM-HAM’s F12 besi ortami + %10 insan serumu; Grup 3, 1,000 rpm 5 dk
santrifiij protokolii ile hazirlanmig trombositten zengin fibrin ile hazirlanmig
kiiltiir yiizeyi + standart DMEM-HAM’s F12 besi ortam1 + %10 insan serumu;
Grup 4, 1,000 rpm 5 dk santrifiij protokolii ile hazirlanmis trombositten zengin
fibrin ile hazirlanmig kiiltiir ylizeyi + 2,700 rpm 12 dk santrifiij protokolii ile
hazirlanmis trombositten zengin fibrin ile modifiye edilmis besi ortam1 + %10
insan serumu’ndan olusmaktadir.

In vitro hiicre kiiltiir deneylerinde kullanilmak iizere elde edilen tiim limbal
dokularmm ait oldugu kadavralarin demografik o6zellikleri gruplar arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik tespit edilmemistir.

Bu sonuglar gruplara rastgele dagitilan limbal doku pargalarinin limbal epitel

86



X/
L X4

kok hiicre igerigi bakimindan yakin potansiyelde oldugunu ve deney sonuglarini
olumsuz yonde etkileyebilecek bir farkliliga sahip olmadigin1 géstermektedir.

In vitro hiicre kiiltiir deneylerinde hiicrelerin migrasyona baglama siireleri
ortalama 2,5 giin olarak tespit edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel anlaml1 bir
farklilik gézlenmemistir.

In vitro hiicre kiiltiir deneylerinde yiizeylerin insan kaynakli trombositten zengin
fibrin biyomateryali ile kapli oldugu Grup 3 ve Grup 4’te limbal eksplantlardan
hiicre migrasyonu ile es zamanli yiizeydeki fibrin jelin degradasyonu
baglamigtir. Bu sebeple, Grup 3 ve Grup 4’te ortalama hiicrelerin migrasyona
baglama zaman ile ylizey fibrin kaplamanin yikiminin baglama zamani benzer
olarak tespit edilmistir.

Kiiltiir yiizeylerinin doluluga ulagsma oranlar1 1. haftada insan amniyotik
membrani ile modifiye edilmis kiiltiir ylizeyleri ve besi ortamlarini igeren Grup
1 ve Grup 2’de insan kaynakli trombositten zengin fibrin biyomateryali ile
modifiye edilmis kiiltiir ylizeyi ve besi ortami iceren Grup 3 ve Grup 4’e oranla
istatistiksel agidan anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Ancak bu farklilik, ikinci
haftada kapanmis ve istatistiksel agidan anlamli olmayacak sekilde Grup 3 ve
Grup 4 lehine artmistir.

Tiim deneysel gruplarda limbal eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerin
hareketleri 14 giinliik kiiltiir siiresi boyunca canli hiicre goriintiileme sistemi ile
kaydedilmistir. Limbal eksplanta yakin bolgeden yapilan incelemelerde
eksplantlardan ¢ikis yapan hiicrelerin boyutlarinin kiiciik, ¢ekirdeklerinin
yuvarlak ve cekirdek/sitoplazma oraninin yiiksek oldugu gozlemlenmis ve bu
durum gruplar arasinda farklilik arz etmemistir.

Tiim deneysel gruplarda limbal eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerin
morfolojileri 14 giinliik kiiltiir siiresi boyunca belirli araliklarla faz kontrast
mikroskop ile goriintiilenmistir. Kiiltiirlin ilk giinlerinde limbal eksplanta yakin
bolgelerden alinan goriintiilerde kiigiik, yuvarlak c¢ekirdekli, ¢ekirdek/sitoplazma
orani yiiksek hiicrelerin varligi dikkat ¢ekerken, 10. giinden sonra ozellikle gog
eden hiicre kolonisinin u¢ kisimlarinda nispeten biiyiik, cekirdek/sitoplazma

orani azalmis ve kaldirim tas1 morfolojisinde hiicrelerin varlig1 gozlemlenmistir.
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Morfolojik analizlerde Grup 2’ye ait bazi eksplant gozlerinde ince, uzun
morfolojiye sahip fibroblastik hiicrelerin varligi dikkat ¢ekmistir.

Tiim deneysel gruplarda limbal eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerin
morfolojileri 14. giinde ¢ekirdek/hiicre iskeleti boyamalar1 ile incelenmistir.
Grup 1 ve Grup 2’de ¢ok tabakali, yer yer bosluklarin oldugu hiicre kolonisi
gozlenirken, Grup 3 ve Grup 4’te daha az katmanli tek sira homojen, birbirine
yakin morfolojide ve devamlilik gosteren hiicre kolonileri gozlenmistir. Grup
2’de faz kontrast mikroskop analizlerinde goriildigii gibi ince, uzun morfolojiye
sahip fibroblastik hiicreler gozlemlenmistir.

Tiim deneysel gruplarda limbal eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerin
canliliklart 14. giinde canli-6lii boyamalar ile incelenmistir. Grup 2’de diger
gruplarla kiyaslandiginda daha fazla sayida Olii hiicrenin varligi dikkat
cekmistir. Grup 2’de tespit edilen Olii hiicrelerin 6zellikle ¢ok katmanli
hiicrelerin oldugu bolgelerde canli hiicrelerin alt kisimlarinda bulundugu dikkat
cekmistir.

Tiim deneysel gruplarda limbal eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerin
kokliiliigli immiinsitokimyasal boyamalar ile kalitatif olarak degerlendirilmistir.
Limbal epitel kok hiicreler i¢in pozitif belirtegler olarak bilinen tiimor protein 63
ve ATP baglanici kaset protein G2’nin Grup 3 ve Grup 4’te, Grup 1 ve Grup
2’ye oranla daha fazla boyanmaya sebep oldugu gozlemlenmistir. Limbal epitel
kok hiicreler icin negatif belirte¢ olarak bilinen Sitokeratin 12’nin ise Grup 1 ve
Grup 2’de, Grup 3 ve Grup 4’e kiyasla daha fazla boyanmaya sebep oldugu
gbzlemlenmistir.

Tiim deneysel gruplarda limbal eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerin
kokliligl akis sitometre analizi ile kantitatif olarak degerlendirilmistir. Limbal
epitel kok hiicreler igin pozitif belirtecler olarak bilinen tiimor protein 63 ve
integrin a9B1 icin Grup 3 ve Grup 4’te ortalama %89,5 ifade oranlar1 tespit
edilmisken, bu oran Grup 1 ve Grup 2 i¢in ortalama %57,5 olarak tespit
edilmistir. Limbal epitel kok hiicreler icin negatif belirtecler olarak bilinen
Sitokeratin 3 ve Konneksin 43’{in ise Grup 3 ve Grup 4’te ifade orani ortalama
olarak %4 tespit edilmisken, Grup 1 ve Grup 2’de ortalama %?22,5 olarak tespit

edilmisgtir.
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Tiim deneysel gruplarda limbal eksplantlardan migrasyona ugrayan hiicrelerin
gen ifade analizleri ger¢ek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
ile degerlendirilmistir. Limbal epitel kok hiicreler icin pozitif belirte¢ olarak
bilinen tiimdr protein 63 i¢cin Grup 2 istatistiksel acidan anlamli olarak en diisiik
gen ifade analizine sahip olarak tespit edilmistir. Limbal epitel kok hiicreler igin
negatif belirtecler olarak bilinen Sitokeratin 3 ve Konneksin 43 i¢in Grup 3 ve
Grup 4 istatistiksel acidan anlamli olarak en diisiik gen ifade analizine sahip
tespit edilmistir.

Tiim sonuglar gdz Oniline alindiginda insan kaynakli trombositten zengin fibrin
biyomateryalleri ile modifiye edilmis kiiltiir sartlarinin elde edilen hiicrelerin
limbal epitel kok hiicre belirteglerini daha yiiksek oranda ifade etmesine ve
kiiltiir sonunda daha yiiksek kiiltiir yiizeyi doluluk orania ulagmasia destek
oldugu goriilmektedir. Onerilen tamamen insan kaynakli materyallerden olusan
hiicre kiiltiir sisteminin ilerleyen donemde kisisellestirilmis laboratuvar ve klinik

uygulamalar i¢in 6nemli avantajlar sundugu goriilmektedir.
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6. ONERILER

Bu tez caligmasi ile literatiirde ilk kez insan kaynakli trombositten zengin fibrin
biyomateryali varliginda limbal eksplant kiiltiir gergeklestirilmistir. Sunulan tim
sonuglar literatiir 15181inda degerlendirildiginde Onerilen kiiltiir sisteminin su an siklikla
kullanilmakta olan ve altin standart olarak goriilen limbal epitel kok hiicre kiiltiir
sistemlerine dnemli bir avantaj sundugu goriilmektedir. Literatiirdeki dnemli bir agiklig1
kapatan bu ¢alisma ile diinyada bu konuda aragtirma yapmakta olan tiim aragtirmacilara
farkli bir secenek sunulmus olacaktir. Giiniimiizde in vitro ¢aligmalar ile meydana
getirilen doku miihendisligi ve hiicre kiiltlirii Uiriinlerinin klinik uygulamalara gecis
yapabilmesi i¢in aranan ve siki sartlar barindiran iyi laboratuvar uygulamalarinin
temelini tim in vitro deneylerde insana zarar vermeyecek madde ve techizatin
kullanilmas: ilkesi olusturmaktadir. Bu sebeple, sunulan tez ¢aligmasi iyi laboratuvar
uygulamalar1 prensiplerini temel noktada birebir karsilamaktadir.

Sonug olarak, sunulan tez ¢aligmasi ile hipotezini kurdugum ve sonuca ulastirdigim
bu hiicre kiiltiir sisteminin ilerleyen donemde yapilacak in vivo ¢aligmalarda giivenle

kullanilabilecegini dnermekteyim.
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8. EKLER

Bilinen konsantrasyonlarda EGF, VEGF-A ve TGF-B igeren c¢dzeltilerden
spektrofotometrik olarak elde edilen optik absorbans degerleri ile olusturulan
kalibrasyon grafikleri ve deneysel caligmalarin gergeklestirilebilmesi i¢in alinan insan

etik kurul onay belgesi bu boliimde sunulmaktadir.
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EK-1. IN VITRO SALIM CALISMALARINDA KULLANILAN EGF
KALIiBRASYON GRAFIGIi
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EK-2. IN VITRO SALIM CALISMALARINDA KULLANILAN VEGF-A
KALIiBRASYON GRAFIGIi
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EK-3. IN VITRO SALIM CALISMALARINDA KULLANILAN TGF-f
KALIiBRASYON GRAFIGIi
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EK-4. DENEYSEL CALISMALARIN GERCEKLESTIRILEBILMESI iCIN
ALINAN INSAN ETiK KURUL ONAY BELGESI
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