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KISALTMALAR 

ALDH: Aldehid dehidrogenaz 

MKH: Mezenkimal kök hücre 
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KĠ-MKH: kemik iliği kaynaklı kök hücre 

YD-MKH: yağ doku kaynaklı kök hücre 

µl: mikrolitre 

cm: santimetre 

Ca: kalsiyum 

Mg: magnezyum 

HBSS: Hank‟s balanced salt solusyonu 

FBS: fetal bovine serum 

α MEM: minimum esansiyel medium eagle alfa modifikasyon 

L-DMEM: Dulbecco‟s modified Eagle‟s medium-low glucose 
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GFP: green floresan protein 
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AKD: anterior keratosit dansitesi 

PKD: posterior keratosit dansitesi 
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TNF: tümör nekrozis faktör 
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1.GĠRĠġ 

 

Epitel, stroma ve endotel tabakalarından oluĢan kornea fonksiyonelliğini devam 

ettirebilmek için saydam kalmak zorundadır. Korneal saydamlığın kaybı durumunda standart 

prosedür korneal greft konulmasıdır. Greft sağlanmasındaki yetersizlik ve greft reddi gibi 

komplikasyonlar yeni arayıĢları beraberinde getirmektedir.  

 

Hücre temelli tedaviler bu konuda umut vadeden ve keratoplastiye alternatif 

sağlayabileceği düĢünülen tedavi yaklaĢımları arasındadır. Ġnsan kornea epitelyal kök 

hücreleri ve endotel hücreleri, hücre kültürü ortamında baĢarıyla çoğaltılıp hayvan ve insan 

konaklara transplante edilmiĢtir.
(1-8)

 Son zamanlarda kornea epitel rekonstrüksiyonunda oral 

mukoza epiteli baĢta olmak üzere non-oküler hücreler de kullanılmıĢtır.
(9-11) 

 

Korneal kalınlığın %90‟ ını oluĢturan stroma; korneanın immün, enfeksiyöz, ektazik, 

travmatik birçok hastalığından primer ya da sekonder olarak etkilenmektedir. Rejenerasyon 

yeteneğinden yoksun bu hücrelerin etkilenmesi korneal skar geliĢimi ve görme kaybıyla 

sonuçlanmaktadır.  

 

Korneal stromanın temel hücreleri olan keratositler mezenkimal kökenli hücrelerdir. 

EriĢkin dokuda keratositler, mitoz göstermeyen, dendritik morfolojiye sahip, Aldehid 

dehidrogenaz (ALDH) ve CD-34 bakımından pozitif olan hücrelerdir.
(12)

 Keratositlerce 

sentezlenen proteoglikan kompozisyonu korneal Ģeffaflık için vazgeçilmezdir.
(13)

 Keratocan, 

keratositlerce sentezlenen bir keratan sülfat proteoglikandır ve keratosit spesifik marker 

olarak kabul edilmektedir.
(14)

 Korneal yara iyileĢmesi sırasında keratositler aktive olurlar, 

dendritik morfolojilerini kaybedip fibroblast ya da myofibroblastlara dönüĢürler.
(15,16)

Sonuç 

olarak ALDH ve keratan sülfat sentezi azalır korneal Ģeffaflık kaybedilir.
(17,18) 

 

Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin (MKH) adipojenik, osteojenik, 

miyojenik ve kondrojenik hücrelere diferansiye olma yeteneklerinin olduğu gösterilmiĢtir.
(19) 

Bu dokular da kornea stroması gibi mezenkimden köken alan dokulardır. MKH kemik iliği 

dıĢında yağ dokuda,  kas, periost ve sinoviyumda da bulunmaktadır.
(20)

Bu çalıĢmada skarla 

iyileĢmesi beklenen korneal penetran yaralanma sonrasında kemik iliği ya da yağ dokusu 

kaynaklı kök hücrelerin korneal yara iyileĢmesine katkı sağlayıp sağlamadığını ve bu açıdan 

bir farklılık gösterip göstermediklerini ortaya koymayı amaçlamaktayız. 
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2. GENEL BĠLGĠLER  

 

2.1. KORNEA 

Kornea embriyolojik olarak incelendiğinde nöroektoderm ve mezenkim olmak üzere 

iki dokudan köken almıştır . Ġlk olarak intrauterin hayatın 8.haftasında yüzeyel ektodermden 

kornea epiteli ve desme zarı geliĢmektedir . Hemen devamında nöroektodermden endotel 

oluĢmaktadır. BeĢinci ayda mezenkim dokunun göçüyle kornea stroması ve yüzey tabakada 

bu hücrelerin yoğunlaĢmasıyla da Bowman katı geliĢmektedir.
(21,22)

 

Kornea, makroskopik olarak baktığımızda skleranın devamı olan 1/3 ön kısımda yer 

alan saydam ve optik özelliği olan bölümdür .
(23,24)

 Kornea skleraya adeta saat camı gibi 

yerleĢmiĢ ve 40–45 Dioptri (D) kırma gücü olan konveks bir yüzeye sahiptir . Optik 

görevinden başka dı Ģ ortama karĢı koruyuculuk görevini de üstlenmiĢtir . Normal kalınlığı 

merkezde 520 µm, periferde 650 µm‟dir. EriĢkinde horizontal çapı 12,6 mm, vertikal çapı 

11,7 mm, ön eğrilik yarıçapı 7,8 mm ve arka eğrilik yarıçapı 6,5 mm‟ dir. 
(24,25)

 

2.1.1 Kornea klasik olarak 5 anatomik tabakadan oluşur. 

. 1-  Epitel tabakası  

. 2-  Bowman tabakası  

. 3-  Stroma 

. 4-  Desme membranı  

. 5-  Endotel tabakası  

 

 Epitel tabakası: Kornea epiteli 40–50 mikron kalınlığındadır ve korneanın 1/10‟unu 

yapar.  5-7 tabaka hücreden ibarettir. 

Yüzeyel hücreler, poligonal kanatsı hücreler ve kolumnar bazal hücreler olmak üzere 

3 tip hücre içerir: 

Yüzeyel hücreler elektron mikroskopik incelemede çok sayıda mikrovillus ve plika 

içerir. Ayrıca mikrokaliks ile yüzeyi örtülmüştür . Bu yapıları ile epitelin gözyaşı filmine 

yapışmasını sağlar . Hücrelerarası sıkı bağlantılar ile hücreler arasında ana tomik bariyer 
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oluĢturulur. 
(25)

 

Kolumnar hücreler, tek sıra halinde bazal membran üzerinde dizilir. Bu hücrelerin 

mitotik aktivitesi vardır. Çoğalıp öne doğru ilerleyerek kanatsı hücreleri oluştururlar . 

Kolumnar hücrelerde aktin filamanlar ve tonofilamanlar bulunur . Tonofilamanlar ile hücrenin 

iskeleti korunur . Aktin filamanlar ise yara iyileşmesi sırasın da hücre göçünde rol 

alır.
(25)

Hemidesmozomlar, epitel hücrelerini birbirlerine ve bazal laminaya bağlarlar . “Gap 

junction” denilen sıkı bağlantı noktaları ise sadece hücreler arasındaki küçük moleküllerin 

alışverişine izin verir. 

Epitel hücreleri , korneada çevreden merkeze doğru ilerler . Bazal ve kanatsı hücreler , 

arkadan öne doğru ilerler ve dökülürler . Bu, X-Y-Z hipotezi olarak bilinmektedir.
(26-27)

 Kök 

hücreler limbusta yüzeyel olarak bulunurlar ve epitel yenilenmesinde yardımcı olurlar . 

Kornea epiteli gözyaşı , aköz hümör ve limbal kapillerden beslenir. Yenilenme kabiliyeti çok 

yüksektir. Oksijen ihtiyacı, atmosfer, konjonktiva, kapak damarları ve aközden temin edilir. 

Glukoz ihtiyacı yine aközden temin edilir. Laktik asit birikimi epitel hücre membranını harap 

ederek bazal hücreyi bazal membrana yapıştırır ve kornea ödemine sebep olur ve kistik 

değiĢiklikler, erozyon ve neovaskülarizasyon oluşur . Ödem görmeyi bozar , ışık yansıması ve 

düzensiz astigmatizmaya yol açar. Epitel tabakası olmadığında stromal iyileşme çok gecikir . 

 Bowman tabakası: 8 –14 µm kalınlıktadır.Kısa kollajen fibrillerden oluşur . Travmaya 

karĢı dirençlidir . Mikroorganizma ve tümör hücrelerinin korneaya invazyonuna karşı bariyer 

oluĢturur. Yenilenme yeteneği yoktur . Travma sonucu ince tabaka olarak iyileş ir ama eski 

haline geri dönmez.
(28) 

 Stroma: Fibroblastlara benzeyen keratositler, kollajen fibriller ve ekstraselüler matriks 

tarafından oluĢturulur ve kornea kalınlığının % 90‟ını meydana getirir. YaklaĢık 500 µ 

kalınlığındadır. Stroma %78 oranında sıvı içerir. Keratositler yassı ve uzun olup korneada 

yaygın olarak bulunurlar. Kollajen ve mukoprotein sentezinden sorumludurlar. 

Yaralanmalarda fibrositlere dönüĢürler. Sitoplazmalarında bulunan glikojen granülleri 

korneanın enerji deposunu oluĢturur. Stromayı oluĢturan kollajen lifler çoğunluğu tip 1 

kollajen olmak üzere tip 3,5,6 yapıdadır ve 1 µm çapındadırlar. Tip 1 kollajen 25-35 nm çaplı, 

67 nm büyüklüğünde fibrillerden oluĢmuĢtur. Bu fibriller düzgün bir Ģekilde birleĢip 

lamellaları oluĢtururlar. Bu lamellalar korneal yüzeye paralel Ģekilde yerleĢmiĢlerdir ve çeĢitli 

büyüklükte olabilirler. Stroma ön yüzeyinde küçük boyutlarda ( 0,5-30 µm eninde 0,2-1,2 µm 
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kalınlıkta) ve arka yüzeye yaklaĢtıkça daha büyük boyutlarda ( 100-200 µm eninde 1-2,5 µm 

kalınlıkta) bulunmaktadırlar. Birbirlerine paralel, eĢit uzaklıkta, düzenli bir yerleĢim 

gösterirler. Aralarındaki uzaklık 55-60 nm‟dir. Ekstrasellüler matrikse gömülü kafes 

Ģeklindeki dizilimi ile korneanın saydamlığını sağlarlar. Stromada sıvı birikimi bu dizilimi 

bozarak korneanın saydamlığını bozar. Kornea saydamlığının devamı için çevre sıvılarının 

osmotik basınçlarının en az interstisyel sıvı basıncı kadar olması gerekir. Kornea stromasında 

bulunan keratan sülfat, kondroitin sülfat gibi glikoz amino glikanların etkisi ile su tutabilir. 

Epitel tabakasının sağlam yapısı ve endotel pompa fonksiyonu korneal hidrasyonun 

kontrolünden sorumludur. Korneanın yapıtaĢlarından biri de proteoglikan molekülleridir. 

Proteoglikanlar hidrofilik mukopolisakkarid yapıdadırlar ve kovalent bağlı 

glikozaminoglikanlarla birleĢirler. Kollajen fibriller korneanın bu temel yapıtaĢları içine 

gömülü olarak bulunurlar. Proteoglikanlar ihtiva ettikleri glikozaminoglikan grubuna göre çok 

çeĢitli olabilirler. Korneal stromadaki temel glikozaminoglikanlar keratan sülfat, dermatan 

sülfat, kondrotin sülfat ve atipik olarak kovalent bağlı olmayan hyalüronik asittir. Dermatan 

sülfat ve keratan sülfat korneada en çok bulunan glikozaminoglikanlardır. Bunlar kollajen 

fibrillerle bağlantılı ve genelde fibrile dik olarak yerleĢmiĢlerdir. Kondrotin sülfat ve 

hyalüronik asit ise daha az sayıdadır, interfibriller boĢluklarda bulunur ve fibrillerle bağlantılı 

değildirler. Korneada glikozaminoglikanların temel görevi interfibriller boĢlukların 

korunmasıdır. 
(29)

 

Desme membranı: Stromanın arka sınırı desme tabakasıdır . Kalınlığı yaşla artar ve 

elastik özelliğe sahiptir. 10 µm kalınlığındadır. Ġç kısımdaki endotelin ise bazal membranıdır . 

Bu yüzden korneanın endoteliyal hastalıkları onun yapısında karakteristik değişikliklere yol 

açar. Açıya 2 mm uzaklıkta son bularak Schwalbe çizgisini yapar.
(30) 

Endotel tabakası: Endotel hücreleri yaklaşı k doğumda 3500 – 4000 hücre/mm
2
, 

eriĢkinlerde 2500–3000 hücre/mm
2
 düzeyindedir. YaklaĢık 350 – 400 bin hücre 

bulunmaktadır. 
(24)

 Aközle direkt temastadır . Korneanın beslenmesini üstlenmiştir . Endotelde 

aktif pompa mekanizması vardır. Bu pompa ısıyla değişir. 
(30)

 

Endotelyal hücre bölünmesi çocuklarda mevcut iken yetişkinlerde nadirdir . YaĢla, 

hücre sayısında azalma ve büyüklüğünde artma olur . Hücre sayısı 300–400/ mm
2
 nin altında 

düşerse ödem gelişir . AĢırı stres ve travma sonucu endotel hücreleri fibroblast benzeri 

hücrelere değişebilmektedir . Kornea endotel kaybı olduğunda çoğalamayan endotel hü creleri 

kendilerini genişleterek kayıp olan yerleri doldururlar. 
(31,32)
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2.1.2. Kornea İnnervasyonu  

Kornea sinir yönünden çok zengindir. Bunların hepsi duyu sinirleridir. N. 

Trigeminus‟un oftalmik dalından ( V1 ) gelen uzun arka siliyer sinirler, ön ve arka dala 

ayrılarak korneaya girmektedirler . Lifler korneaya ulaştıkları noktadan itibaren miyelin 

kılıflarını kaybederler .Ön kısıma giden sinirler epitel bazal membranı ve bazal hücreler 

seviyesinde sonlanır. Buna karşılık endotel seviyesinde sinir lifi yoktur. 
(24)

 

2.1.3. Kornea Metabolizması 

Korneanın saydamlığı ve dehidratasyonunun devamlılığı için enerji gereksinimi 

vardır. Kornea glukozu aköz hümörden almaktadır. Gözyaşı ve limbal kapillerler yolu ile 

glukoz kazancı daha düşük düzeydedir . Korneada glukoz „„Krebs siklusu‟‟ ile enerjiye 

çevrilmektedir. Krebs siklusu da oksijene gereksinim gösterir . Kornea endoteli gerekli 

oksijeni aköz hümörden , epitel ve stroma ise limbal damarlardan ve gözyaşında çözünmüş 

oksijenden karşılar. Epitel düzeyinde glukoz, glikojen olarak depolanır . Epitel stromaya göre 

çok daha yüksek oranlarda ATP , glikojen ve oksidatif enzimler içerir . Kornea endotelinin 

Krebs siklusu yanında , pentoz fosfat şantı ile çalışabilecek özellikleri bulunmaktadır . Bu yol 

ile kornea epiteli lipit sentezi yapabilir . Elektrolit düzeyleri karşılaştırıldığında ; kornea 

stroması Na+, epitel ise K+ iyonu bakımından zengindir . Ġodoasetat gibi metabolik zehirler le 

korneanın Krebs siklusu ( glukoz ) bloke edilirse korneada su tutulumu ve ödem tablosu 

geliĢecektir. Epitel ve endotel metabolizması ATP yokluğundan bozulacak ve Na +-K+ ATP az 

pompası çalışmadığından korneada elektrolit ve su tutulumu görülecektir.
(33)

 

2.1.4. Korneanın İşlevleri 

Kornea üzerinde çok önemli özellikleri barındırmaktadır. Ġlk sırada gelenler ise 

kırıcılığı, saydamlığı, dehidratasyonu ve ilaç geçirgenliğidir . Kornea saydamlığının ilk şartı 

kollajen demetlerinin birbirlerine paralel ve düzgün dizilimidir . Fibrillerin birbirleri ile olan 

uzaklıkları aynıdır . Eğer aralarındaki mesafe farklılaşırsa bu ışık dağılmasına ve korneada 

bulanıklığa sebep olur . Ancak şüphesiz kornea saydamlığı sadece kollajen liflerin düzgün ve 

simetrik dizilimine bağlı değildir . Kollajen demetlerin uzaklığı ışık dalga boyundan k ısa 

olduğu sürece saydamlık devam eder . Korneada kan damarının olmaması ,korneadaki 

hücrelerarası vasatın aynı kırıcılığa sahip olması ve korneanın su içeriği de saydam bir kornea 

için vazgeçilmez unsurlardır . Ani göz içi basıncı artışı kornea saydamlığ ını azaltır . Bunun 

muhtemel sebebi; ani basınç artışının glikozaminoglikan yapı içinde düzgün dizilmiş kollajen 
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demetlerinin dağılımını değiştirmesi ve bu duruma bağlı olarak bölgesel kırıcılık indeksinin 

2000 A çapının değişikliğe uğramasıdır. 

Kornea liyofilik kolloidal bir sistemdir . Ġçerdiği su miktarını ayarlayan baĢlıca faktör 

kollajen ve glikozaminoglikanlardan oluşan su emici bağ dokusu yapısıdır . Ayrıca korneanın 

saydam kalabilmesi için, onu çevreleyen sıvıların ozmotik basınçlarının en az interstisyel sıvı 

basıncı kadar olması gerekir. 

Korneal dehidratasyon : Korneanın toplam ağırlığının %75 – 80‟i sudur . Ġzotonik 

ortamda bekletildiği halde su tutabilir ve daha önce belirtildiği gibi buradaki en önemli faktör 

stromal glikozaminoglikan yapının osmotik gücüdür. Korneanın su içeriği 5 faktöre bağlıdır: 

 1-  Endotel ve epitel tabakalarının anatomik bütünlüğü gerek mekanik gerekse kimyasal 

faktörlerle bozulduğunda korneada su tutulumu kaçınılmazdır . Epitel hücreleri gözyaşına 

karĢı, endotel hücreleri aköz hümöre karşı bariyer görevi görürken , aynı zamanda endotel 

hücreleri aktif bir pompa gibi çalışarak dehidratasyona yardımcı olur .  

 2-  Kornea stroması glikozaminoglikan yapı nedeniyle hidrofilik özelliktedir . Bu yüzden 

stromaya doğru su akımı vardır . Endotel hücreleri stromada tutulan su ve elektrolitleri aköz 

hümöre pompalamaktadır. Gözyaşı ve aköz hümörün osmotik yükü kornea dehidratasyonuna 

doğrudan etki eder.  

 3-  Kornea metabolizmasının bozulması aktif pompa fonksiyonunu bozacak ve korneada su 

tutulumuna yol açacaktır.  

 4-  Göz yüzeyinden buharlaĢma gözyaĢının osmolaritesini artırarak korneal dehidratasyona 

yardımcı olur. Hipertonik gözyaşı korneadan su çekecektir.  

 5-  Göz içi basıncının çok yükselmesi kornea ödemine yol açar . Buradaki mekanizma hem 

endotel fonksiyonlarının bozulmuş olm ası hem de stromaya karşı aköz hidrostatik basıncının 

artmasıdır.  

Kornea geçirgenliği , iĢlevleri arasındaki en önemlilerinden birisidir . Hem oksijen ve 

glukoz geçişi hem de ilaç geçirgenliği korneanın katlarına bağlıdır . Kornea epiteli lipid yapıda 

olup özellikle ilaç için önemli bir bariyer oluşturur . Epitelin kaldırıldığı durumlarda suda 

eriyen maddelerin penetrasyonu logaritmik olarak artacaktır. Hidrofilik yapıdaki stromadan 

penetrasyon, suda eriyen maddeler için daha kolay, lipofilik maddeler için daha güçtür . 
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Endotel düzeyinde lipofilik yapı belirginleşir ve stromadan aköz hümöre diffüzyon , hidrofilik 

maddeler için daha güçleşir. 

 

Kornea geçirgenliğinde etkili mekanizmalar; 

1- Maddenin kimyasal yapısı ( hidrofilik – lipofilik ve diğer ) 

2-  Maddenin molekül ağırlığı ve konsantrasyonu 

3- PH düzeyi ve osmolaritesi 

4- Yüzey gerilimi ve ıslanma açısı 

Kornea, üzerine tüm bu özellikleri almış ve bu özelliklerden dolayı da çok önemli 

görevler üstlenmiş benzersiz bir dokudur . Ġlaç tedavisi ile düzelemeyen sorunlar sonunda 

dokunun ameliyatla daha sağlıklı başka bir doku ile değiştirilmesine kadar gidebilir . 

2.1.5. Korneal yara iyileĢmesi 

 

Korneal yaralanma prostaglandin, platelet aktive edici faktör, büyüme faktörleri ve 

sitokin salınımı ve takiben yara komĢuluğundaki keratositlerin apopitozisi ile sonuçlanır.
(34)

 

Aktive olmuĢ keratositler iğ Ģekilli fibroblastlara dönüĢerek prolifere olur ve yara bölgesine 

göç eder ve apopitozise uğramıĢ keratositlerin yerini alır.
(35,36)

 Fibroblastik hücreler yara 

yerine ulaĢtığında geniĢ, büyük myofibroblastlara dönüĢür. Myofibroblastlar sadece stromal 

yaralanmada tespit edilebilen hücrelerdir ve yara yerindeki çevresel faktörlerin myofibroblast 

dönüĢümünün belirleyicisi olduğu düĢünülmektedir. 
(37-38)

 

Myofibroblastlar sonrasında yara yeri invazyonuna devam eder ve tamamen yara 

yerini doldurur. Birbiri içerisine geçen hücreler Ģeklinde düzenlenerek ekstrasellüler matrix 

depo ederler ve bu sayede yara yerini geçebilecek kontraktil güç kazanırlar.
(39-40)

 Mekanik 

güç, ekstrasellüler matriks kollajen ve fibronektine α2α1 ve α5α1 integrin reseptörleriyle 

bağlanan intrasellüler αSMA içeren aktin filamentlerince üretilir. Miyofibroblastlar, ayrıca 

fagositoz, ECM yi çapraz bağlayan transglutaminaz ve matriks metalloproteinaz ekspresyonu 

ile yara yerinin yeniden Ģekillenmesinde görev alır.
(41)

 Ġnsizyonel yaralanmalarda, yara 

iyileĢme süreci ilerledikçe ekstrasellüler matriks yara yerini tekrar bir araya getirmek üzere 

kontrakte olur ve bunu miyofibroblastların apopitozisle ortadan kaybolması takip eder. 
(42)
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Stromal keratositlerin fibroblast ya da miyofibroblastlara yer değiĢtirmesi korneal 

Ģeffaflığın kaybı ve bulanıklık geliĢmesi ile sonuçlanır.
(43)

 Stromal insizyonun, yaranın ya da 

ülserin skar halini alması moleküler yapının kalıcı değiĢikliği ve stromal ECM 

organizasyonunun kaybedilmesinin sonucudur. Korneal opasite ayrıca, yüzeyel stromadaki 

aktive olmuĢ keratositlerden korneal kristallin ekspresyonunun azalması ile de iliĢkilidir.
(44)

 

 

2.2 KÖK HÜCRE 

 

Kök hücreler ile ilgili çalıĢmalar yaklaĢık 60 yıl önce baĢlamıĢtır. 1945‟de HiroĢima 

veNagasaki‟ye atom bombası atılması sonrasında daha düĢük dozda ve uzun sürede 

radyasyonamaruz kalarak ölen kiĢilerin hematopoetik sistemlerinin zayıfladığı ve yeterli kan 

hücresiüretemedikleri görülmüĢtür. Deneysel çalıĢmalarda; tüm vücut irradiasyonu yapılan 

fareleriniki hafta içinde hematopoetik yetersizlik nedeniyle öldükleri, kemik iliğinden 

hazırlananhücre süspansiyonlarının verilmesi ile de hematopoetik yetmezliklerinin 

düzeldiğigösterilmiĢtir. 
(45-46)

 

 

2.2.1. GiriĢ ve Tanımlamalar 

 

Kök hücreleri, uzun süreyle bölünebilme ve kendilerini yenileyebilme 

kapasitesinesahip, kendilerinden baĢka hücrelere farklanabilen ve hasarlı dokuya 

transplanteedildiklerinde dokuda iĢlevsellik kazanabilen hücreler olarak tanımlanmıĢlardır 

(ġekil 1). Farklı sınıflamalar olmakla birlikte kök hücreleri, embriyon kök hücreleri ve 

embriyon dıĢıkök hücreleri olmak üzere iki genel grupta irdelenir.
(47)
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ġekil 1. Kök hücreler dört ana kaynaktan köken alırlar; (i) erken embriyon 

dönemindekiblastosist, (ii) embriyonel yapraklar ve fötal dokular, (iii) kemik iliği, (iv) diğer 

yetiĢkindokular. Buradan köken alan kök hücreler bulundukları zaman ve mekan koĢulları 

içindedakikalar, günler, aylar veya yıllar içinde çoğalmaya ve daha sonra bir baĢka hücreye 

farklanmak üzere değiĢim sinyallerine yanıt verirler. Sonuçta çeĢitli 

düzenleyicimekanizmaların etkisi altında doku homeostazına yardımcı olurlar. 

 

Embriyon kök hücreleri, erken dönemdeki (insanda 5-6 günlük implantasyon 

öncesiblastosist dönemi) memeli embriyonu blastosistindeki iç hücre kitlesinden elde edilen 

kökhücreleridir. Bu hücrelerin pluripotent özelliği farede tam olarak 

gösterilmiĢtir.
(48)

Embriyonkök hücreleri Oct-4, SSEA-1, TRA1-60, TRA1-81, telomeraz gibi 

kök hücrelerini tanımaktakullanılan bazı proteinleri eksprese ederler. ÇeĢitli büyüme 
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faktörlerinin etkisi bu hücrelerüzerinde denenmiĢ, büyüme faktörleriyle indüksiyon 

yapıldığında üç embriyonik germtabakasından (ektoderm, mezoderm ve endoderm) köken 

alan 11 farklı doku elde edilmiĢ ve24 tür hücrede özgün belirteçlerin varlığı 

izlenmiĢtir.
(49)

Büyüme faktörleri, etkilerine göremezodermal hücrelere farklanmayı indükte 

eden faktörler (aktivin-A, TGFα1); ektodermal vemezodermal indüksiyon yapan faktörler 

(retinoik asit, EGF, BMP-4, bFGF) ve tüm germtabakalarına (NGF, HGF) indüksiyon 

sağlayan faktörler olmak üzere üç gruba ayrılmıĢtır.
(50)

Embriyon kök hücreleri, avantajlarına 

karĢın kullanımları etik çekinceler nedeniyle sınırlıdır.Hatta bazı ülkelerdeki çalıĢmaların 

sınırları bizim ülkemizde de olduğu gibi yasalarlabelirlenmiĢtir. 

Embriyonun iç hücre kitlesi dıĢındaki kaynaklardan elde edilen kök hücreleri, 

embriyonikolmayan kök hücreleri adını alır. Embriyon dıĢı kök hücreleri genel olarak eriĢkin 

kökhücreleri veya dokuya özgü kök hücreleriolarak adlandırılır. Bunlar yetiĢkinin farklanmıĢ 

dokularında bulunan farklanmamıĢ kök hücreleridir ve organizmanın yaĢamı 

boyuncakendilerini kopyalayabilme özelliklerini saklı tutarlar. Embriyon kök hücrelerin 

aksine, eriĢkin kök hücreler enjekte edildiklerinde tümöral oluĢumlara neden olmazlar, hazır 

kökhücre kaynağı olarak kabul edilirler, bireylerden doğrudan elde edilirler, daha az etik 

probleme yol açarlar. Buna karĢın ayrıĢtırılmaları, saflaĢtırılmaları ve tanımlanmaları 

dahazordur, sınırlı büyüme kapasitesi nedeniyle büyük miktarlarda elde edilmeleri zordur, 

zamanlaözelliklerini kaybedebilirler, sadece belli hücre tipine dönüĢebilme yetenekleri vardır 

vealıcıda daha yüksek rejeksiyon tepkimesine yol açarlar. 

EriĢkin kök hücrelerinden en yaygın çalıĢılanları hematopoetik kök hücrelerive 

nonhematopoetik kök hücreleridir. Hematopoetik eriĢkin kök hücreleri, kemik iliği, kordon 

kanı veya periferik kandan elde edilmiĢtir. Non hematopoetik kök hücreleri olarak 

kategorizeedilebilecek hücreler arasındaysa en çok çalıĢılanı MKH‟dir.Bunlar kemik iliğinin 

stroması içinde yer alan uzantılı fibroblast-benzeri hücrelerdir.Hematopoetik kök hücreler, 

hematopoetik belirteçler olan CD34, CD14, CD45 ve CD133‟üeksprese ederler. Literatürde 

bu hücrelerin karaciğer, pankreas, çizgili iskelet kası, kalp kası,böbrek, akciğer, merkez sinir 

sistemi hücrelerine farklandırıldığı bildirilmiĢtir.
(52)

Farklanmanın sağlanması in vitro kültür 

ortamlarının kimyasal kompozisyonlarının değiĢtirilmesiyle baĢarılmıĢ, in vivo hücrelerin 

kullanımıysa özellikle hematopoetik kanserlerin onarımındaki tedavilerinde mümkün 

olmuĢtur. Sinir hücresi, kalp kası ve karaciğer hücrelerinin in vivo iĢlevlerinin gösterilmesiyle 

ilgili bilgiler ise çeliĢkilidir. Yapılan çalıĢmalarda kordon kanında,kemik iliğine göre daha 

yüksek oranda CD34+/CD38- hücrelerin olduğu gösterilmiĢ ve kordon kanı hücrelerinin 

kemik iliğindeki hücrelere göredaha az farklanmıĢ olabileceği düĢüncesi ortaya atılmıĢtır. 
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Kordon kanındaki CD34+ hücrelerin dendritik hücrelereendotel progenitör hücrelereve diğer 

hematopoetik hücrelere farklandığı gösterilmiĢtir.
(51)

 

Mezankimal kök hücrelerin farklanma kapasitesinin olduğunun gösterilmesi büyük 

ilgiyle karĢılanmıĢtır. Kemik iliği yerleĢimli MKH ilk olarak 1980‟lerde farelerde 

çalıĢılmıĢtır. Bu hücrelerin kendileri gibi mezoderm kökenli olan adiposit, osteoblast 

vekondrosite farklandığı görülmüĢtür.
(52)

Ancak son yıllardaki yayınlarda bu 

hücrelerinnöroektoderm ve endoderm kökenli hücrelere de farklanmasının rapor edilmiĢ 

olması bu hücreleri multipotent kök hücresi sınıfına sokmaktadır.
(53)

 Bu hücrelerin embriyon 

kök hücrelerine göre en büyük avantajları daha kolay elde edilebilir olmaları ve teratom 

benzeritümör geliĢimi göstermemeleridir. Ancak hematopoetik hücrelerin farklanması 

sırasındaortaya çıkan hücresel belirteçler, MKH de bu denli iyi ifade edilememiĢtir. Buna 

rağmen,CD73 (SH3, SH4), CD54, CD105 (SH2), CD39, CD49e gibi belirteçlerin MKH‟nde 

eksprese edildiği bildirilmiĢtir. Bu belirteçlerden bazıları hücre-hücre adezyonunda görev 

alanproteinlerdir (CD54= ICAM-1, CD 49e= α5-integrin vb.). 

 

2.2.2. Mezankimal Kök Hücrelerin (MKH) In vitro Farklanma Ölçütleri 

 

1970‟lerde Friedenstein‟ın öncülüğündeki çalıĢmalarla MKH‟nin ex vivo 

olarakbüyütülebildiği ve in vivo implantasyondan sonra farklanma özelliklerini 

koruduklarıgösterilmiĢti. Ġrradiasyonda tutulan farelere yapılan MKH implantasyonundan 

sonra,hücrelerin kemik, kıkırdak ve akciğerlerdeki varlığı gösterilerek bu hücrelerin 

fibroblastlarıveya fibroblast-benzeri hücreleri ürettiği gösterilmiĢtir. Farklanan bu 

fibroblastlar daha sonraakciğer, kıkırdak, uzun kemikler, kuyruk ve deriden tekrar izole 

edilmiĢlerdir. Ġnsan kaynaklıMKH‟nin koyun uterusuna transplante edilerek yerleĢtiği bölgeye 

göre kondrosit, adiposit,miyosit, kardiyomiyosit ve kemik iliği stroma hücrelerinin oluĢumuna 

katkıda bulunduğugösterilmiĢtir.
(54)

Ġnsan hücrelerinin koyundaki immünolojik tepkiye karĢın 

birçok dokuda 13 ay gibi bir süre boyunca varlığını sürdürdüğü görülmüĢtür. Böylece ilk kez 

insan kaynaklı MKH‟nin farklı hücrelere dönüĢebilme yeteneklerinin yanında özgün 

immünolojiközelliklerinin olabileceği savı ortaya atılmıĢtır. Her geçen gün daha fazla sayıda 

ve farklıdokunun onarımında MKH‟nin kullanıldığına iliĢkin raporlar 

yayınlanmaktadır.Multipotent MKH‟nin kültür ortamlarında kolayca çoğaltılabilmeleri ve çok 

sayıda dokuserisine farklanabilmeleri, bu hücrelerin özellikle doku onarımı veya gen 

tedavileri gibi klinik baĢlatabilecek ve sürdürebilecek moleküler mekanizmaları 

uyarabilmeleri kontrollü olarak sınanmalıdır. Invitro ortamlardaki farklanmanın moleküler 
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mekanizmaları bile henüz yeni anlaĢılır hale gelmiĢtir.
(55)

 MKH‟nin niĢ adı verilen 

yerleĢkelerinden çıkarak farklanma uyarısı almaları karĢısındaki davranıĢlarına iliĢkin kabul 

gören modellerden birisi de Baksh ve arkadaĢlarının önerdiği modeldir (ġekil 2). 
(56)

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2. Baksh ve ark‟nın önerdiği modele göre mezankimal kök hücrelerin 

(MKH)farklanması kök hücre kompartmanında baĢlar. Burası niĢ bölgesi olarak bilinen 

embriyonelveya eriĢkin dokularını oluĢturur. Belli uyaranlar altında multipotent MKH‟ler ilk 

asimetrik(A) bölünmesiyle (siyah oklar) önce kendisini yedekler; bunu yaparken 

kendisinebenzemeyen prekürsörleri üretir ki, bu hücreler simetrik (S) sitokinezle 

tripotent/bipotentprekürsörlere dönüĢür. Bu aĢamadan sonraki olaylar kararlanmıĢ hücre 

kompartmanı olarakadlandırılan doku bölgesinde gerçekleĢir. Mezenkimal seri hücreler örnek 

alındığında bundansonraki bölünmeler tipik farklanma sürecini oluĢturur, yani ileri doğru 

farklanan hücreler busürecin sonunda olgun birer adiposit veya kondrosit haline gelirler. 

Yapılan çalıĢmalar tüm busürecin geriye doğru da gidebildiğini göstermiĢtir 

(dediferansiyasyon) (açık oklar).  
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Gen transkripsiyonukök hücrenin çoğalma süreçlerinde giderek artar. Bunun yanı sıra 

fenotipik değiĢimi hemenhemen sabit kalır. Ancak farklanmanın son aĢamasında fenotip 

değiĢimi çok dramatiktir vegen aktivasyonu çoktan aktive olmuĢ hücrelerde büyük değiĢimler 

gözlenir. 

 

2.2.3. Mezankimal Kök Hücrelerin Klinik Kullanımları 

 

MKH ve MKH-benzeri hücrelerin multipotent olmaları ve kültür koĢullarında 

kolaycaçoğaltılabilmelerinedeniyle özellikle doku onarımlarındaki ve gen 

tedavilerindekipotansiyelleri göz önüne alınarak önemleri artmıĢtır. O nedenle, Ģu aralar, 

birçok kliniktarafından bir dizi hastalıkta denenmektedirler. Özellikle, osteogenezis 

imperfecta,metakromatik lökodistrofi ve Hurler Sendromlu hastalardaklinik uygulamada ümit 

veren sonuçlar ortaya çıkmıĢtır. 
(57)

 Son yıllarda, allojenik MKH infüzyonları ve alıcı 

uyumluluğu çok tartıĢılır olmuĢtur. MKH‟nin en belirgin özelliklerinden birisi, alıcıda 

inflamasyonu ve immünolojik yanıtları baskılamasıdır. İn vitro testlerde MKH‟nin karıĢık 

lenfosit tepkime testlerinde allojenik yanıt göstermediği ve sitotoksik T-hücreleri ve doğal 

öldürücü hücreler tarafından ortadan kaldırılmadığı saptanmıĢtır. MKH‟nin bu bağıĢıklık 

düzenleyici özellikleri bu hücrelerin HLA tip-II reseptörleri olmamasıyla ve sitokin 

salgılaması olmamasıyla açıklanabilir.
(58)

Buna karĢın, allojenik transplante edilen MKH‟nin 

farklandıktan sonra in vivo koĢullarda varlıklarını sürdürebilmeleri konusundaki bilgiler henüz 

yeterli değildir. Bugün en çok çalıĢılan alanlardan birisi de budur. Öyle gözükmektedir ki, 

yetiĢkin kök hücreler, özellikle insan kaynaklı MKH, onarımsal tıpta ve gen tedavilerinde 

giderek daha önemli hale gelecektir. Ġlginç olan birçok hücresel ve moleküler mekanizma 

ortaya kondukça MKH‟nin klinik kullanımları daha yaygın ve daha güvenli hale gelecektir. 
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3.MATERYAL- METOD 

 

Korneal hasar modelinin oluĢturulması, kök hücretransplantasyonu, sakrifikasyon ve 

enükleasyon iĢlemleri Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel Tıbbi AraĢtırma 

Birimi‟nde yapılmıĢtır. Ġmmunohistokimyasal ve immunfloresan görüntüleme iĢlemleri 

Kocaeli Üniversitesi Kök Hücre ve Gen Tedavileri AraĢtırma ve Uygulama Merkezi,  

histopatolojik preparat oluĢturma ve inceleme iĢlemleri Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Patoloji Anabilim Dalında gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢma Helsinki Bildirgesinde (2008) 

deneysel araĢtırmalarda belirtilmiĢ olan esaslara uygun olarak yürütülmüĢtür. Kocaeli 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu tarafından onaylanmıĢtır. (HAEK-2010-08) 

 

3.1. Deneysel korneal hasar modeli oluĢturulması: 

 

ÇalıĢmada toplam 40 adet eriĢkin diĢi Wistar albino türü sıçan kullanıldı. Sıçanlara 

ketamin hidroklorid (25 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (10 mg/kg) intraperitoneal yolla 

verildi ve %0,4 proparakain hidroklorid ile topikal anestezi uygulandı. Korneal hasar 

oluĢturmak üzere daha önce tanımlanmıĢ deneysel model uygulandı.
(59) 

Tüm hayvanlara 

mikroskop altında (Topcon OMS 75) kornea üst parasantralinde korneal tünel bıçağı (Beaver-

Visitec International) kullanılarak 2 mm. lik tam kat insizyon yapıldı ve 1 adet 10.0 naylon 

(US IOL Inc.) ile suture edildi. Her hayvanın bir gözüne iĢlem yapıldı, diğer gözlerine 

herhangi bir iĢlem uygulanmadı. Deneysel hasar modeli aynı cerrah tarafından 

gerçekleĢtirildi. OluĢturulan insizyon hattından ön kamaralarına 30 Gauge Hamilton enjektör 

ile 10 µl enjeksiyon yapıldı. Grup 1 (n=15) ön kamaralarına 2x10 
5 

/10 µl YeĢil Flouresans 

Protein (YFP) geni transfekte edilmiĢ kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre transplante 

edilen hayvanlar tarafından oluĢturuldu. (KĠ-MKH). Ġkinci grup (n=15) ön kamaralarına 2x10 

5 
/10 µl YFP geni transfekte edilmiĢ yağ doku kaynaklı mezenkimal kök hücre (YD-MKH) 

transplante edilen hayvanlarca oluĢturuldu. Üçüncü grubun (n=10) ön kamaralarına 10 µl 

dengeli tuz solüsyonu enjekte edildi (kontrol). Postoperatif dönemde 1 hafta siprofloksasin 

damla günde 3 kez kullanıldı. 

 

 

 

 

 



 15 

 

3.2.Mezenkimal kök hücre hazırlanıĢı:  

 

3.2.1. Yağ Doku kökenli Mezenkimal kök hücrelerin (YD-MKH’lerin) izolasyonu ve kültüre 

hazırlanması: 

Wistar albino cinsi 8 haftalık erkek sıçanlar genel anestezi altında iken, göbek altı 

insizyonu ile omentektomi ve perigenital ve mesane önünden yaklaĢık 2.5 gr civarında adipoz 

doku elde edildi. Elde edilen adipoz dokular, içerisinde %5 oranında Penicilline-

Streptomycine ilave edilen kalsiyum magnezyum içermeyen Hank‟s balanced salt solusyonu 

(HBSS; Gibco-BRL) bulunan steril kaplara kondu. Sıçan adipoz dokusundan MKH‟lerin 

izolasyonu için; laboratuara gelen adipoz doku %1 oranında penisilin-streptomisin içeren 

HBSS ile birkaç kez yıkama iĢleminden geçirilerek makasla 1cm
3
‟lük küçük parçalara ayrıldı. 

Yıkama iĢleminden sonra dokular makas yardımıyla mins edildi ve üzerine Ca ve Mg 

içermeyen HBSS ile hazırlanmıĢ %0.075‟lik tip 1 kollajenaz solüsyonundan 5 ml koyularak 

doku örnekleri 37
o
C çalkalamalı su banyosunda 60 dk bekletildi ve takip eden santrifüj 

sonrasında süpernatant atılıp pelet 5 ml HBSS ile sulandırılarak hücre süzgeci ile süzüldü ve 

tekrar santrifüj edildi. Pelet üzerine 5 ml lysing solüsyon eklenip oda ısında 5 dk bekletildi. 

Süre sonunda 5 ml HBSS eklenerek 1800 rpm‟de 10 dk santrifüj edildi. Bu iĢlem iki kez 

tekrarlanıp süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra oluĢan pelet üzerine %15 oranında FBS ve %1 

oranında penisilin-streptomisin içeren α-MEM kültür besiyerinden 1 ml eklenip pipetaj 

yapılarak 25 cm
2
„lik kültür kabına ekim yapıldı. Gerekli miktarda kültür besiyeri konduktan 

sonra 37
0
C, %5 CO2 ve nemli ortamda kültüre edildi. 48 saat sonra besiyeri değiĢtirilerek 

yüzen tüm hücreler uzaklaĢtırıldı. Haftada iki kez besiyeri değiĢimi tekrarlandı. Flaskın tabanı 

yaklaĢık %80 oranında hücreler ile kaplanınca (konfluent) tripsinizasyon iĢlemiyle yapıĢan 

hücreler kaldırılıp yeniden kültüre edildiler ve bu ilk pasaj (sub-kültür) olarak değerlendirildi. 

Bu iĢlemler üçüncü pasaja kadar tekrarlandı ve 3. pasajın sonunda elde edilen hücrelerin 

karakterizasyon çalıĢmasına baĢlandı. 

 

3.2.2. Kemik İliği Kökenli Mezenkimal kök hücrelerin (Kİ-MKH) izolasyonu ve kültüre 

hazırlanması: 

 

Sıçan kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinin izolasyonu için sıçanlar servikal 

dislokasyon yöntemiyle öldürüldü, sıçanların femurları uygun steril Ģartlarda çıkartıldı. 



 16 

Femurun etrafındaki yumuĢak dokular çıkartıldıktan sonra hava akımlı steril kabinde uygun 

kesiler yapılarak kemik iliği içerikleri L-DMEM (Dulbecco‟s modified Eagle‟s medium-low 

glucose) medyum içeren petri tabaklarında toplandı. Toplanan kemik iliği içerikleri santrifüj 

edildikten sonra iki kez daha yıkama iĢleminden geçirildi ve sonra %10 FBS, %1 penisilin-

streptomisin içeren L-DMEM‟de T75 flasklarında kültüre edildi (yaklaĢık 1.2 X 10
8
 hücre). 

YetmiĢ iki saat sonra yüzen tüm hücreler atıldı ve yeni medyum ilavesi yapıldı. Haftada iki 

kez olmak üzere bu iĢlem tekrarlandı ve flaskın tabanı yaklaĢık %80 oranında hücreler ile 

kaplanınca (konfluent) tripsinizasyon iĢlemiyle yapıĢan hücreler kaldırılıp yeniden kültüre 

edildi (yaklaĢık olarak 14-25. günler arasında). Bu ilk pasaj (sub-kültür) olarak 

değerlendirildi. Bu iĢlemler üçüncü pasaja kadar tekrarlandı ve 3. pasajın sonunda elde edilen 

hücrelerin karakterizasyon çalıĢmasına baĢlandı.  

  

3.2.3. YD- ve Kİ-MKH’lerin Karakterizasyonu: 

 

Sıçan yağ dokusundan elde edilen MKH‟ler kültür kabına yapıĢma özellikleri 

sayesinde izole edildi ve yapıĢan hücrelerin morfolojik özellikleri çalıĢma süresince zıt faz 

mikroskobu ile incelendi. Ġmmunofenotipik özelliklerin belirlenmesi için akım sitometrik 

analiz ve immünsitokimyasal iĢaretleme (Ġmmunhistokimyasal ĠĢaretleme (ĠHK) ve 

Ġmmunfloresan ĠĢaretleme (ĠF) ) çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. Gen ekspresyonları RT-PCR ile 

belirlendi. YD-MKH‟ler in vitro diferansiasyon kapasitelerinin belirlenmesi için; adipojenik, 

osteojenik, kondrojenik nörojenik ve hepatojenik farklılaĢmaya alındı. 

 

İmmunfenotipleme: 

 

Akım sitometrik Analiz: 

Analizler, her alt-kültür iĢlemi sonrasında (P1‟den P3‟e kadar) ve FACS Calibur akım 

sitometri cihazı kullanılarak gerçekleĢtirildi. Hücreler tripsinizasyon iĢlemi ile kaldırılıp, 

hücre sayımı yapılarak hücre sayısı belirlendikten sonra (yaklaĢık olarak 8x10
6
 hücre) PBS 

içinde homojenize edilip belirlenen hücre yüzey iĢaretleyicilerine özel fluoresan 

izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)-konjuge monoklonal antikorlar (CD29, CD45, 

CD54, CD90, CD106) ve uygun izotip kontrollerinden 10µl eklenerek inkübe edildi (oda 

ısısında-karanlıkta-45 dk.). Ġnkübasyon sonrası yıkama solüsyonu (%0.1 sodyum azid içeren 
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PBS) eklenerek santrifüj edilerek (5dk. 1780rpm) 400µl hücre yıkama solüsyonu ile 

resüspanse edildi. Hazırlanan hücre süspansiyonu FACS Calibur akıĢ sitometri cihazında 

okutuldu ve analizi BD Cell Quest TM software programı ile gerçekleĢtirildi. 

3.2.4.Hücrelerin GFP (yeşil floresan protein) ile işaretlenmesi: 

Hücrelerin GFP (yeĢil floresan protein) ile iĢaretlenmesi Neon Transfection Sistemi 

(Kat. No. MPK5000, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ve 10 µl Neon Kiti (Kat. No. 

MPK1096) kullanılarak gerçekleĢtirildi. EndoFree Plazmid Maxi Kiti (Kat. No. 12362, 

Qiagen, Valencia, CA, USA) kullanılarak saflaĢtırılmıĢ GFP genini ve hücre içi ekspresyonu 

için gerekli tüm yapısal öğeleri taĢıyan, yüksek kalitede, endotoksin içermeyen plazmid DNA 

„sı 5 µg/µl konsantrasyonunda deiyonize su içerisinde hazırlandı. Transfeksiyon baĢına 10
6
 

düĢecek kadar hücreler çoğaltıldı. Tripsin (0,25 %) yardımıyla hücreler kültür kabından 

kaldırıldı, Ca
2+

 ve Mg
2+

 içermeyen fosfat salin tamponunda (PBS)iki kez yıkandı ve 

"Resuspension Buffer R" tampon çözeltisi ile son hücre yoğunluğu 1 ml baĢına 10
7
 hücre 

olacak Ģekilde süspanse edildi. Transfeksiyon parametreleri daha önceden optimize edildiği 

değerlere ayarlandı. (yağ doku için 1200 V, 40 ms; kemik iliği için 990 V, 40 ms).Steril 1,5 

ml mikrosantrifüj tüpü içerisine transfeksiyon baĢına 2- 4 µg plazmid DNA „sı ve 

transfeksiyon baĢına 10 µl hücre karıĢtırıldı.Neon Transfer Pipeti ile yavaĢça tip içerisine 10 

µl DNA-hücre süspansiyonunun çekildi ve pipet istasyonu içerisine yerleĢtirildi. Belirtilen 

ayarlarda sistem elektrik akımını uygular. Gen aktarılmıĢ hücreler hemen önceden ısıtılmıĢ 

serum içeren besi ortamına aktarıldı. Kültür kabı hücrelerin eĢit dağılması için dairesel 

hareketlerle karıĢtırıldı. Hücreler standart koĢullarda çoğaltıldı. Transformasyon sonrasının 

3‟üncü gününde ortam değiĢtirilerek besi ortamı tazelendi. Ancak bu noktadan itibaren seçici 

antibiyotik (pGFP için G418, Kat. No. 11811-098) eklendi.Kalıcı olarak gen ekspresyonu 

isteniyorsa 2-3 ay (5-10 pasaj) boyunca hücreler antibiyotik direncine göre seçilir. 

3.3. Klinik değerlendirme: 

Tüm gruplara postoperatif 1.hafta, 4.hafta ve 8.haftada mikroskop altında ön segment 

muayenesi yapıldı ve fotoğraflandı. Korneal haze 0-4 arasında derecelendirildi.  

Derece 0: Ģeffaf kornea, derece 1: hafif bulanıklık, derece 2: orta derecede bulanıklık-

iris ayrıntıları seçilebiliyor, derece 3: ağır derecede bulanık-iris ayrıntıları seçilmiyor, derece 

4: total opasite olacak Ģekilde skorlama yapıldı.  
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KĠ-MKH grubunda 4 nolu denekte katarakt ve ön segment inflamasyonu geliĢmesi, 

YD-MKH grubunda 3 nolu denekte fitizis geliĢmesi üzerine deney kapsamı dıĢına alınıp 

sakrifiye edildiler.  

3.4.Ġn vivo Konfokal Görüntüleme:  

Postoperatif 8. haftada sakrifikasyon öncesi genel anestezi altında in vivo konfokal 

kornea görüntülemesi yapıldı. Bu iĢlem için Heidelberg Retinal Tomograph- HRT-3 Rostock 

Kornea Modül (HRT3- Heidelberg Engineering Inc., Germany) kullanıldı.Objektif baĢlığı 

üzerine immersiyon amaçlı Viscotears jel (Novartis Sağlık, Gıda, Tarım ürünleri A.ġ) 

damlatıldı. Topikal anestezi sonrası deneklerin korneal konfokal görüntülemesi yapıldı. 

Epitelden baĢlanarak endotele kadar görüntü serileri alındı. Anterior ve posterior keratosit 

dansitesi (hücre/mm²) ve stromal kalınlık (µ) ölçüldü. Stromal kalınlık ölçümü, bazal epitel 

tabakasından endotele kadar olan mesafenin 3 farklı alandan yapılan ölçümünün ortalaması 

alınarak yapıldı. Anterior keratosit dansitesi (AKD) ölçümü için bazal epitelden sonra 

keratositlerin en net seçildiği kesit alınarak keratositler manual olarak sayıldı ve cihazın 

donanımında bulunan program sayesinde otomatik olarak mm² baĢına düĢecek hücre Ģeklinde 

hesaplandı. Posterior keratosit dansitesi (PKD), endotelden önce keratositlerin en net seçildiği 

kesit alınarak AKD de anlatıldığı gibi ölçüldü. 

3.5. Sakrifikasyon ve doku temini: 

Sekiz haftalık deney süresi sonunda denekler eter inhalasyonu ile sakrifiye edildi. 

Globlar enüklee edildi ve korneaları diseke edildi. KĠ-MKH grubundan rastlantısal seçilen 4 

kornea, YD-MKH grubundan rastgele seçilen 4 kornea ve kontrol grubundan rastgele seçilen 

4 kornea, RNA analizi için PBS içerisine alındı. Kalan kornealar % 4'lük paraformaldehit 

içinde tespit edildi. Vertikal kesitler alınarak formalin, alkol ve ksilenden geçirilerek parafine 

gömüldü ve 5 mikron kalınlığında kesitler alındı. 
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3.6. Histopatolojik değerlendirme: 

Hematoksilen-Eozin ile boyanarak mikroskop altında inceleme gerçekleĢtirildi. Her 

bir preparat inflamasyon Ģiddeti ve fibroblastik aktivite yönünden değerlendirildi. 

Ġnflamasyon Ģiddeti 0-3 arasında derecelendirildi. 0: inflamasyon yok, 1: zayıf ve fokal 

inflamatuar aktivite, 2: kuvvetli ancak fokal inflamatuar yanıt 3: yaygın ve kuvvetli 

inflamasyon olarak skorlandı. Fibroblastik aktivite 0-3 arasında derecelendirildi. 0: normal, 1: 

hafif fibroblast artıĢı ve polarite kaybı yok, 2: orta derecede fibroblast artıĢı ve polaritede hafif 

kayıp, 3: belirgin ve yaygın fibroblast artıĢı ve belirgin polarite kaybı olarak skorlandı. 

3.7. Ġmmunohistokimyasal çalıĢmalar: 

Ġmmunofloresan çalıĢmalarda, parafin kesitler deparafinizasyon iĢleminden sonra 

düdüklü tencerede antijen retrieval iĢlemi için 30-45 dk citrate buffer içerisinde kaynatıldı. 

Parafin kesitlerde antijen retrievaldan sonra blok serumlarla 30 dk inkübe edildi, daha sonra 

uygun dilüsyonlarda hazırlanan primer antikorlarla +4 de bir gece bekletilen parafin kesitler 

yine uygun dilüsyonlarda hazırlanan FITC ve TR iĢaretli sekonder antikorlarla 1 saat inkübe 

edildi. Ġnkübasyondan sonar paraffin kesitler UltraCruz™ Mounting Medium (sc-249414),6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile kapatılıp Leica DMI 4000 Microsystems floresan 

mikroskobunda analiz edilip görüntülendi (Negatif kontroller için, aynı yöntem uygulanmıĢ 

fakat primer antikor yerine PBS kullanılmıĢtır). 

3.8. Parafin kesitlerde Keratocan- ALDH ve CD 34 ekspresyonu: 

Ġmmunofloresan çalıĢmalarla Keratocan (sc-33244), ALDH (sc-166302) ve CD34 (sc-

7045) primer antikorlarıyla ve bu antikorlara uygun floresan iĢaretli sekonder antikorlar ile 

deney ve kontrol grupları boyanarak Keratocan, ALDH ve CD34 pozitif hücre tesbiti yapıldı. 

GFP pozitif hücrelerin gözlemlenebilmesi için GFP antikoru (sc-9996) ile de ikili boyamalar 

yapılarak hem Keratocan, ALDH, CD34 hem de GFP pozitif hücreler tespit edildi. 

3.9. Gen ekspresyon çalıĢmaları (Real Time PCR): 

Doku düzeyinde inflamasyon değiĢimlerinin gen düzeyindeki analizi için gerçek 

zamanlı-PCR yöntemi kullanıldı. TGFB1, IL12B, IL-6R ve TNF genlerinin ekpresyon 

düzeylerindeki değiĢimler incelendi. Bu amaçla, kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı kök 

hücre verilen gruplar ile kontrol gruplarından alınan kornea dokularından total RNA 

izolasyonları RNA Ġzolasyon Kiti (High Pure RNA Isolation Kit; Roche, 
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Mannheim,Germany) ile gerçekleĢtirildi. Ġzolasyondan sonra RNA konsantrasyonu picodrop 

spektrofotometre ile ölçülerek ve 0,5 µg total RNA olacak Ģekilde cDNA‟ya (Transcriptor 

High Fidelity cDNA Synthesis Kit; Roche, Mannheim, Germany) çevrim gerçekleĢtirildi. 

Hedef genlerin amplifikasyonunu UPL (Universal Probe Library) taqman hidroliz probların 

kullanımıyla LightCycler 480-II (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland) gerçek-zamanlı 

kantitatif PCR cihazında eĢit miktarda cDNA kullanılarak gerçekleĢtirildi. Hedef gen ve ona 

uygun seçilmiĢ olan referans genler aynı kuyucuklarda çoğaltıldı. Primer ve problar üretici 

firmanın önerdiği Ģekilde daha önceden standardize edildiği gibi kullanıldı. PCR koĢulları; 

95°C‟de 10 dakika inkübasyon,  takibinde 45 siklus 95°C‟de 10 saniye, 60°C‟de 30 saniye ve 

72°C‟de 1 saniye Ģeklinde uygulanmıĢtır. Sonuçlar Light Cycler yazılımıyla (version 4) seri 

dilüsyonla, bilinen konsantrasyonlarda hazırlanmıĢ standartlara ve (PCR etkinliği 1.85 - 2.0 

arasındaki değerler kullanılarak) ACTB ile GAPD referans genlerine göre normalize edildi. 

Grafiklerde relatif mRNA ekspresyonları referans genlere göre hazırlanmıĢ ve 

değerlendirmeler kontrol gruba göre yapılmıĢtır. 

 

3.10. Ġstatistiksel analiz: 

 

Klinik ve patolojik verilerin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA) programı ile yapılmıĢtır. Analizler Kruskal-Wallis yöntemiyle gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġn 

vivo konfokal mikroskopik veriler bağımsız T testi ile değerlendirilmiĢtir. 

Ġmmünohistokimyasal veriler eĢli t-testi ve çoklu analizler için Newman–Keuls metodu ile 

test edilmiĢlerdir. Her deney en az üç kez tekrar edilmiĢtir. Deney ve kontrol grupları 

arasındaki fark p<0,05 olduğunda anlamlı ve p<0,01 olduğunda oldukça anlamlı olarak ifade 

edilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 21 

 

4. SONUÇLAR 

 

4.1.YD- ve KĠ-MKH’lerin Karakterizasyonu 

4.1.1. Akım sitometrik Analiz 

Akım sitometri aygıtında pasaj 3‟deki KĠ- ve YD-MKHlerinin karakterizasyon 

çalıĢmalarında hücrelerin MKH‟lere özgün CD29, CD54, CD90 ve MHC class 1 belirteçlerini 

eksprese ederken hematopoetik hücrelere ait CD45 ve MHC class 2 belirteçlerini eksprese 

etmedikleri saptanmıĢtır (ġekil 3). 

 

 

ġekil 3: Sıçan yağ ve kemik iliği dokularından elde edilen MKH‟lerin immunofenotipik 

özelliklerinin belirlenmesi için akım sitometrik analiz çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. MKH‟lere 

özgü belirteçlerin (CD29, CD54, CD90 ve MHC sınıf I) yüksek oranda eksprese olduğu 

belirlendi. Hematopoetik hücrelere özgü belirteçlerin ise yok denecek kadar az ekspresyonu 

olduğu gözlendi (CD45, MHC  sınıf II). 

 



 22 

 

 

4.2.  Klinik değerlendirme: 

 

  KĠ-MKH grubunda 4 nolu gözde katarakt ve ön segment inflamasyonu geliĢtiği için 

çalıĢma kapsamı dıĢında bırakıldı, 14 denek çalıĢmayı tamamladı. Postoperatif 1. haftada 

yapılan ön segment muayenesinde dokuz gözde kornea opasite derecesi 2, beĢ gözde ise 3 

olarak değerlendirildi. Postoperatif 4.haftada deneklerden ikisinde ilk muayeneye göre 

korneal opasitenin azaldığı, birinde ise artıĢ olduğu görüldü. Yapılan skorlamada iki gözde 

opasite derecesi 1, yedi gözde 2, beĢ gözde ise 3 olduğu görüldü. Postoperatif 8.haftada 

sakrifikasyon öncesi yapılan korneal opasite skorlamasının 4.hafta muayenesiyle aynı olduğu 

görüldü.  

  YD-MKH grubunda 3 nolu gözde fitizis geliĢmesi üzerine deney kapsamı dıĢında 

bırakıldıve 14 denek çalıĢmayı tamamladı. Postoperatif 1. hafta yapılan muayenede on gözde 

korneal opasite derecesi 2, dört gözde ise 3 olarak derecelendirildi. Dördüncü haftada yapılan 

muayenede, 4 denekte korneal opasitede azalma olduğu görüldü. Dört gözde 1 derece opasite, 

yedi gözde 2 derece opasite, üç gözde ise 3 derece opasite saptandı. Sekizinci haftada yapılan 

muayenede, korneal opasitede, dördüncü haftaya göre herhangi bir değiĢiklik izlenmedi 

(Grafik 1). 

  Kontrol grubunda 10 denek çalıĢmayı tamamladı. Postoperatif 1. haftada yapılan 

korneal opasite derecelemesi dokuz denekte derece 2, bir denekte derece 3 olarak 

değerlendirildi ve takip süresince 2 denekte opasite skoru artarken, 1 denekte azalma olduğu 

saptandı (Grafik 1). 
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Grafik 1. Korneal opasite skorlaması ( y ekseni denek sayısını göstermektedir.) 

 

  Korneal opasite bakımından gruplar birbirleriyle karĢılaĢtırıldığında aralarında anlamlı 

bir farklılık saptanmadı (p=0.49). Ancak, birinci, dördüncü ve sekizinci haftada yapılan 

muayenelerde korneal opasite skorlamasında kontrol grubunda 1 gözde azalma olurken, KĠ-

MKH grubunda 2 gözde, YD-MKH grubunda ise 4 gözde 4. haftada yapılan muayenede 1. 

haftaya göre korneal opasite derecesinde azalma olduğu tespit edilmiĢtir. Ġstatistiksel olarak 

değerlendirildiğinde 1.hafta ve 4. haftadaki korneal opasite derecesindeki değiĢiklik tüm 

gruplarda anlamlı olarak bulunmuĢtur. (p=0.00) (Resim 1) 
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Resim 1.  Deneklerin cerrahi iĢlemden 1 ve 8 hafta sonraki dijital fotoğraf makinesi ile 

alınmıĢ ön segment fotoğrafları izlenmektedir. YD-MKH (A), KĠ-MKH (C) ve kontrol (E) 

gruplarından alınmıĢ postoperatif 1.hafta görüntüler izlenmektedir. YD-MKH (B), KĠ-MKH 

(D) ve  kontrol (F) grubundan alınmıĢ postoperatif 8. hafta fotoğrafları gözlenmektedir. 

 

4.3. Ġn vivo Konfokal Görüntüleme: 

 

  KĠ-MKH grubunda tespit edilen ortalama stromal kalınlık 130.1µ ölçülmüĢtür.Ön 

stromada daha fazla, posterior stromada daha seyrek olmak üzere inflamatuar hücrelerin 

yerleĢim gösterdiği saptanmıĢtır. AKD 135,5 ± 8 hücre/ mm², PKD 117±14 hücre/ mm² 

ölçüldü. (Grafik 2) Hem AKD hem PKD ölçümü kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak oldukça anlamlı derecede yükseklik gösterdiği görüldü. (p=0.000 ve 

p=0.002) 

  YD-MKH grubunda ortalama stromal kalınlık 139.3µ ölçülmüĢtür. Ġnflamatuar hücre 

yoğunluğu ve stromal hücre paterninin KĠ-MKH ile benzer özellikte olduğu, endotel 

tabakasının normal olduğu görülmüĢtür. AKD 135 ± 15 hücre/ mm² , PKD 139± 11 hücre/ 
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mm² ölçüldü. (Grafik 2) Kontrol grubu ile karĢılaĢtrıldığında keratosit dansitesinin hem 

anterior stroma hem posterior stromada istatistiksel olarak oldukça anlamlı düzeyde yüksek 

olduğu ölçüldü. (p=0.000 ve p=0.000) 

  Kontrol grubunda ortalama stromal kalınlık 128.1 µ saptanmıĢtır. Ön stromada 

yerleĢim gösteren inflamatuar hücrelerin kontrol grubunda daha yoğun bulunduğu 

gözlenmiĢtir (Resim 2,3,4). AKD 85,7 ± 23 hücre/ mm² , PKD 89,6± 14 hücre/ mm² ölçüldü. 

(Grafik 2) 

  YD-MKH grubu ve KĠ-MKH grubu AKD açısından birbiriyle karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıĢtır (p= 0,936). PKD ölçümünde ise YD-MKH 

grubunun KĠ- MKH ye göre anlamlı derecede yükseklik gösterdiği görülmüĢtür (p=0,003) 

(Grafik 2).  

  Ortalama stromal kalınlık bakımından tüm gruplar karĢılaĢtırıldığındaistatistiksel 

anlamlı farklılık bulunmamıĢtır (p=0.8).  

 

 

Grafik 2. Anterior ve posterior stroma keratosit dansite değerleri 
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Resim 2. Anterior stromanın konfokal mikroskopi ile alınmıĢ görüntüleri, kırmızı oklar inflamatuar 

hücre infiltrasyonunu göstermektedir. (A) normal rat, (B) YD-MKH grubu, (C) KĠ-MKH grubu, (D) 

kontrol grubuna ait görüntüler izlenmektedir. 

 

Resim 3. Posterior stromanın konfokal mikroskopi ile alınmıĢ görüntüleri, kırmızı oklar inflamatuar 

hücre infiltrasyonunu göstermektedir.(A) normal rat, (B) YD-MKH grubu, (C) KĠ-MKH grubu, (D) 

kontrol grubuna ait görüntüler izlenmektedir. 
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Resim 4. Konfokal mikroskopi ile alınmıĢ endotel görüntüleri.(A) normal rat, (B) YD-MKH 

grubu, (C) KĠ-MKH grubu, (D) kontrol grubuna ait görüntüler izlenmektedir. 

 

4.4. Histopatolojik değerlendirme:  

 

  KĠ-MKH grubunda dört denekte derece 0, dört denekte derece 1, iki denekte derece 2 

inflamatuar aktivite görüldü. Ortalama inflamasyon skoru 0.8 idi. Dört denekte derece 1, altı 

denekte derece 2 fibroblastik aktivite saptandı. Ortalama fibroblastik aktivite skoru 1.6 idi. 

Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında inflamasyon Ģiddeti ve fibroblastik aktivite yönünden 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmamıĢtır ( p=0,93 ve p=0,80)(Resim 5)(Tablo 1). 

  YD- MKH grubunda inflamatuar aktivite iki denekte derece 0, altı denekte derece 1 ve 

iki denekte derece 2 ve ortalama 1 olarak saptandı. Fibroblastik aktivite dört denekte derece 0, 

beĢ denekte derece 1, bir denekte derece 2 ve ortalama olarak 0.7 saptandı.Kontrol grubuna 

göre istatistiksel anlamlı farklılık tespit edilmemiĢtir (p=0,33 ve p=0,62)(Resim 5)(Tablo 1). 

  Kontrol grubunda ise iki denekte inflamasyon derecesi 0, dört denekte derece 1 ve 

ortalama 0.6 idi.Fibroblastik aktivite ise üç denekte derece 0, üç denekte derece 1 ve ortalama 

0.5 bulundu (Resim 5)(Tablo 1). 
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Tablo 1. Histopatolojik kesitlerde inflamatuar aktivite ve fibroblastik aktivite skor 

ortalamaları 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 5. Histopatolojik kesit görüntüleri. Normal rat korneal kesiti, epitelyal yüz üsttedir (A), 

YD-MKH grubundan inflamasyon ve fibroblastik aktivite skoru 1 olan deneğe ait kesit (B), 

KĠ-MKH grubundan inflamasyon skoru 1, fibroblastik aktivite skoru 2 olan deneğe ait kesit 

(C), kontrol grubundan inflamasyon ve fibroblast aktivitesi 1 olarak skorlanan deneğe ait kesit 

(D) izlenmektedir. 

 

 

 

 KĠ-MKH YD-MKH KONTROL 

ĠNF. AKTĠVĠTE 0.8  (P:0.93) 1.0 (P:0.33) 0.6 

FĠBRO. AKTĠVĠTE 1.6 (P: 0.80) 0.7 (P:0.62) 0.5 
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4.5. Parafin kesitlerde GFP, Keratocan- ALDH ve CD 34 ekspresyonu: 

 

  YeĢil floresan ile iĢaretlenmiĢ kemik iliği ve yağ doku kaynaklı kök hücrelerin 

transplante edildiği KĠ-MKH ve YD-MKH gruplarının her ikisinde de mikroskopik 

incelemede iĢaretli hücrelerin stromada ayrıca epitel ve damar endotelinde de yerleĢtiği 

görüldü.KĠ-MKH ve YD-MKH grupları yerleĢen hücre sayıları bakımından 

karĢılaĢtırıldığında YD-MKH grubunda hücre sayısının daha fazla olduğu ancak farkın 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü (p=0.276) (Grafik 3). 

 

Grafik  3 : ALDH, Keratocan, CD34 ve GFP  eksprese eden hücre oranlarını gösteren grafik. 

KĠ-MKH ve YD-MKH gruplarında bu belirteçleri eksprese eden hücre oranları kontrol 

grubuna oranla belirgin Ģekilde artmıĢtır (* p<0.05 veya ** p<0.01). 

 

  Ġmmunohistokimyasal çalıĢmalarla değerlendirilen keratocan ekspresyonunun KĠ-

MKH ve YD-MKH grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derecede 

yükseklik gösterdiği ( p=0.02 ve p=0.035), ancak iki grup arasında anlamlı düzeyde farklılık 

olmadığı görüldü (p=0.7)  (Ģekil 4). 
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ġekil 4: Deney gruplarına ait parafin kesitlerde keratocan ekspresyonu izlenmektedir. YD-

MKH ve KĠ-MKH gruplarında ekspresyon düzeylerinin kontrol grubuna oranla belirgin 

Ģekilde artmıĢ olduğu gözlenmektedir (p<0,05). (mor oklar, stromadaki yerleĢimi; sarı 

oklar epiteldeki yerleĢimi göstermektedir.) 

 

  Benzer Ģekilde aldehid dehidrogenazın da kontrol grubuna göre KĠ-MKH ve YD-

MKH gruplarında yüksek düzeyde eksprese edildiği görüldü (p=0.005, p=0.012) ancak KĠ-

MKH ve YD-MKH grupları birbirleriyle karĢılaĢtırıldığında anlamlı farklılık saptanmadı 

(p=0.94) (Ģekil 5). 
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ġekil 5: Deney gruplarına ait parafin kesitlerde ALDH ekspresyonu izlenmektedir. YD-MKH 

(p<0,05) ve KĠ-MKH (p<0,01) nakledilen gruplarda ekspresyon düzeylerinin kontrol grubuna 

oranla belirgin Ģekilde artmıĢ olduğu gözlenmektedir. (mor oklar, stromadaki yerleĢimi; sarı 

oklar epiteldeki yerleĢimi, beyaz oklar damar endotelindeki yerleĢimi göstermektedir.) 

 

  Ayrıca iyi bilinen bir keratosit markerı olan CD 34 antikoru ile immun boyama 

yapıldı.
(60,61)

 Transplant gruplarında (KĠ-MKH ve YD-MKH)  kontrol grubuna gore anlamlı 

düzeyde pozitiflik saptanırken ( p=0.005 ve p= 0.029) iki grup arasında anlamlı farklılık 

görülmedi (p=0.84) (ġekil 6). 
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ġekil 6: Deney gruplarına ait parafin kesitlerde CD34 ekspresyonu izlenmektedir. YD 

(p<0,05) ve KĠ-MKH (p<0,01) nakledilen gruplarda ekspresyon düzeylerinin kontrol grubuna 

oranla belirgin Ģekilde artmıĢ olduğu gözlenmektedir. (mor oklar, stromadaki yerleĢimi 

göstermektedir.) 

 

4.6. Gen ekspresyon çalıĢmaları (Real Time PCR): 

 

Tümör nekroz faktör (TNF): Ġnflamatuar etkinliği arttırıcı fonksiyonu en belirgin olan 

sitokindir.YD-MKH ve KĠ-MKH gruplarında TNF geninin ekspresyonunda kontrol gruplarına 

göre yaklaĢık iki kat düĢüĢ gözlenmiĢtir. (Grafik 4)  

Ġnterlökin 6 reseptörü (IL-6R): IL-6 baĢlıca T hücre ve makrofajlar tarafından salınan 

proinflamatuar bir sitokindir. Stromal meltinge sebep olabilen nötrofil infiltrasyonuna liderlik 

eder. 
(62)

 Etkisini membrana bağlanan (IL-6R) ve serbest tip (IL-6 soluble) olmak üzere iki 

tipte bulunan reseptörleri üzerinden göstermektedir. IL-6 düzeyi arttıkça, IL-6R düzeyi de 

artmaktadır. 

IL-6R gen ekspresyon düzeylerine bakıldığında KĠ-MKH grubunda yaklaĢık 4 kat, 

YD-MKH grubunda ise yaklaĢık 2 kat, kontrol grubuna göre azalma saptanmıĢtır.(Grafik 5) 
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Ġnterlökin 12b (IL-12b): T hücreleri ve natural killer (NK) hücreler üzerinde 

proinflamatuar etki göstermektedir. YD-MKH uygulanmıĢ dokuda ekspresyonu 8 kat azalma 

göstermiĢtir. KĠ-MKH grubunda da kontrol grubuna göre daha az eksprese edildiği 

saptanmıĢtır (Grafik 6). 

Transforming growth faktör beta (TGF-B1) : Ġmmunosupresyon etkinliği bilinen bir 

sitokindir. Stromal yara iyileĢmesinde miyofibroblast dönüĢümü ve skar geliĢimindeki rolü 

tanımlanmıĢtır. Kontrol grubuna göre, KĠ-MKH grubunda ekspresyonu fazla iken YD-MKH 

grubunda ekspresyonu azalmıĢtır. (Grafik 7). 

 

 

Grafik 4. TNF ekspresyon düzeyi 

 

 

Grafik 5. IL-6 reseptör ekspresyon düzeyi 
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Grafik 6. IL-12b ekspresyon düzeyi 

 

 

Grafik 7. TGF-B1 ekspresyon düzeyi  
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5. TARTIġMA: 

 

  Korneanın travma sonrası ya da enfeksiyon nedeniyle olan yara iyileĢmesi sırasında, 

mezenkimal kökenli stromal hücreler olan keratositler aktive olurlar, dendritik morfolojilerini 

kaybederek fibroblast ya da myofibroblastlara dönüĢürler.
(15,16) 

Sonuç olarak ALDH ve 

keratan sülfat sentezi azalır korneal Ģeffaflık kaybedilir.
(17,18) 

Korneal skar geliĢen durumlarda 

görme fonksiyonunun yeniden sağlanabilmesi için gereken iĢlem kornea naklidir. Hücre 

temelli tedaviler son yıllarda her alanda yoğun olarak çalıĢılan ve kornea nakline de alternatif 

sağlayabileceği düĢünülen tedavi yöntemleri arasındadır. 

  Literatürde korneal hasar modellerinde kök hücrelerin etkisi üzerindeki çalıĢmaların 

çoğunluğunu deneysel korneal alkali yanık ve limbal kök hücre yetmezliği modelleri 

oluĢturmaktadır. Sistemik ve ya subkonjonktival yolla verilen ya da amnion zarına ekilerek 

implante edilen mezenkimal kök hücrelerin epitel hücrelerine diferansiye olduğunu ve klinik 

olarak epitelizasyonu arttırdığını gösteren çalıĢmalar mevcuttur. 
(63-65)

 Ayrıca persistan epitel 

defekti olan bir hastada topikal kullanılan yağ doku kaynaklı MKH lerin epitelizasyonu 

sağladığı bir olgu rapor edilmiĢtir.
(66) 

  Kornea stromal hasar modeli olarak lumican gen defekti oluĢturularak korneal 

bulanıklık yaratılan fareler üzerinde kök hücre verilerek yapılmıĢ çalıĢmalar mevcuttur. Du ve 

arkadaĢları insan kornea stromal kök hücrelerini, Liu ve arkadaĢları ise umblikal kord 

kaynaklı kök hücreleri intrastromal enjeksiyon yöntemiyle transfer etmiĢler ve korneal 

opasitenin azaldığını bildirmiĢlerdir. 
(67-68)

Arnalich-Montiel ve arkadaĢları ise excimer laser 

ablasyon yöntemiyle korneal hasar oluĢturdukları tavĢan modelinde yağ doku kaynaklı kök 

hücreleri korneal flep altına transfer etmiĢler ve 8 haftalık takipte korneal hazede değiĢiklik 

saptanmadığını bildirmiĢlerdir. 
(69) 

  Bu çalıĢma, oluĢturulan hasar modeli ve kök hücre transferinde kullanılan ön kamara 

enjeksiyonu yöntemi açısından, literatürdeki kornea hasar modellerinde gerçekleĢtirilen kök 

hücre uygulamalarına iliĢkin ilk çalıĢmadır. Yaptığımız bu çalıĢmada postoperatif 1.haftada 

yapılan klinik muayene ile 4.hafta yapılan klinik muayene karĢılaĢtırıldığında YD- MKH 

grubunda 4 denekte, KĠ- MKH grubunda 2 denekte korneal opasite skorunda azalma tespit 

ettik. Buna karĢın kontrol grubunda 1 denekte korneal opasitede azalma görüldü.  

Mezenkimal kök hücre enjeksiyonu yapılan her iki grupta da kornea opasitede azalma 
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saptanan denek sayısı, kontrol grubundan fazla olarak tespit edildi. Kontrol grubunda 1 

denekte opasite artıĢı olmasına rağmen mezenkimal kök hücre enjeksiyonu yapılan gruplarda 

hiçbir denekte korneal opasite skorunda artıĢ görülmedi. Ancak gruplar arasında korneal 

opasite skorunda görülen bu farklılıklar istatistiksel olarak anlamlı saptanmadı. 

  Yapılan in vivo konfokal mikroskopi sonucunda kök hücre transplante edilen her iki 

grupta da hem anterior stromada hem posterior stromada keratosit sayılarının kontrol grubuna 

göre anlamlı derecede artmıĢ olduğu bulundu. Literatürdeki kornea modellerinde 

gerçekleĢtirilen kök hücre çalıĢmalarında in vivo konfokal mikroskopi ile stroma kalınlığının 

değerlendirildiği çalıĢmalar mevcuttur. Ancak keratosit sayısının değerlendirildiği çalıĢma 

mevcut değildir. Bu çalıĢma in vivo konfokal mikroskopi ile kök hücre transplante edilen 

gruplarda keratosit sayısının arttığının gösterildiği literatürdeki ilk çalıĢma olma özelliğini 

taĢımaktadır. 

  Yapılan immunflouresan mikroskopik incelemede, flouresan protein ile iĢaretlenmiĢ 

olarak ön kamaraya nakledilen kök hücrelerin hem KĠ- MKH grubunda, hem YD- MKH 

grubunda stroma içerisinde yerleĢmiĢ olduğu ve 8 hafta sonunda halen yaĢadığı gösterilmiĢtir. 

Bu sonuç kök hücrelerin ön kamaraya enjekte edilmesi yönteminin korneal yaralanmalarda 

korneaya kök hücre transferi için uygun bir yöntem olabileceğini göstermiĢtir. Kök hücrelerin 

klinik kullanımı yaygınlaĢtığında ön kamara enjeksiyonu yöntemiyle kök hücre transferinin 

kolay uygulanabilirliği ve komplikasyonunun çok nadir olması gibi sebeplerle tercih edilebilir 

olduğunu düĢünmekteyiz. 

  Hücre temelli tedavilerde verilen hücrelerin konak dokusu hücrelerine dönüĢümünü 

değerlendirmek önem arz etmektedir. Keratocan, keratositlerce sentezlenen bir keratan sülfat 

proteoglikandır ve keratosit spesifik marker olarak kabul edilmektedir.
(14)

 

Ġmmunohistokimyasal incelemede yerleĢen kök hücrelerin stromaya spesifik ekstrasellüler 

matriks protein olan keratocan eksprese ettiği hem KĠ- MKH grubunda, hem YD- MKH 

grubunda gösterildi. Kontrol grubu ile keratocan eksprese eden hücre sayıları 

karĢılaĢtırıldığında hem KĠ-MKH hem YD-MKH grubunda istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde artıĢ saptandı. KĠ- MKH ve YD- MKH gruplarının her ikisinde de keratosit spesifik 

belirteç olan ALDH ekspresyonu kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı derecede 

pozitif bulundu. Benzer Ģekilde keratosit belirteci olarak kullanılan CD 34 antikoru ile yapılan 

immun boyama sonucunda KĠ- MKH ve YD- MKH grubunda kontrol grubuna gore anlamlı 

derecede pozitif boyanma saptandı. Ġmmunohistokimyasal incelemelerle ortaya konan bu 
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veriler stromaya yerleĢen kök hücrelerin stroma hücrelerine spesifik kabul edilen bazı 

belirteçleri sentezleyebildiklerini göstererek, verilen bu hücrelerin konak dokusuna ait bazı 

özellikleri kazandığını bir anlamda fonksiyonel keratositlere dönüĢtüğünü göstermektedir. 

  Mezenkimal kök hücrelerin klinik yararı konusunda konak dokuya dönüĢebilme 

yeteneği dıĢında, ulaĢtığı dokudaki parakrin faktörlerin etkisiyle farklı moleküller sentez 

edebilme özelliği üzerinde durulmaktadır. Ġn vitro ortamda yağ doku kaynaklı kök hücrelerin 

keratocan ya da ALDH sentez etmedikleri görülmüĢtür. Bu proteinlerin ekspresyonu korneal 

stromal mikroçevrenin etkisi altında olmaktadır. Ayrıca Arnalich-Montiel ve arkadaĢlarının 

çalıĢmasında bu proteinlerin sağlam korneaya transfer edilen yağ doku kaynaklı MKH ler 

tarafından sentez edilmediğini, kornea ablasyon modelinde transfer edilen MKH lerin 

keratocan ve ALDH sentezleyebilme kapasitesi kazandığı gösterilmiĢtir. Bu sonuçlar, yara 

iyileĢme ve inflamasyon sürecinde ortamdan salınan çeĢitli faktörlerin kök hücrelerin hangi 

fonksiyonları üstleneceği konusunda belirleyici olduğunu düĢündürmektedir. 

  Kök hücrelerin inflamasyon üzerindeki etkileri değiĢkenlik göstermektedir. Nakledilen 

dokuda bu hücrelerin inflamasyonu arttırıcı ya da baskılayıcı yönde hareket etmesini 

belirleyen de yine mikroçevre ve parakrin etkilerdir. Yara iyileĢmesi için inflamasyonun 

baĢlaması ne kadar önemliyse mikroçevreden gelen sinyallerle inflamasyonun sonlandırılması 

da eĢit derecede önemlidir. UzamıĢ inflamasyon ve buna bağlı baĢlayan fibroblastik 

proliferasyon her doku için yara iyileĢmesinin skarla sonlanmasına neden olmaktadır. MKH 

lerin inflamasyon üzerindeki etkileri ortamdan ortama farklılık gösterir. Ortamda interferon-

gama (IFG) düĢük miktarda bulunuyorsa MKH ler proinflamatuar sitokin sentezini arttırırken, 

IFG yüksek miktarda bulunuyorsa anti-inflamatuar sitokin sentezini arttırırlar.
 (70) 

Keratoplasti 

yapılan ratlar üzerinde sistemik yolla verilen MKH lerin kornea greft reddine olan etkisinin 

değerlendirildiği bir çalıĢmada postoperatif verilen MKH lerin greft sağkalım süresini 

arttırdığı tespit edilmiĢtir. Preoperatif ya da rejeksiyon sonrası verildiğinde ise etkisinin 

olmadığı gösterilmiĢtir. 
(71)

 

  Bu çalıĢmada gerçek zamanlı PCR yöntemiyle değerlendirilen TNF, IL-6R, IL-12b 

gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun kök hücre nakli yapılan her iki grupta da 

kontrol grubuna göre azalmıĢ olduğunu tespit ettik. Bu sonuç, penetran kesi yapılan kornea 

modelinde transplante edilen YD- ve KĠ- MKH lerin anti-inflamatuar etkinliğe sahip 

olduğunu göstermektedir. Yine aynı yöntemle değerlendirilen TGF-beta nın stromal yara 

iyileĢmesindeki rolü belirgin olarak tanımlanmıĢtır. Stromal yara cevabı olarak ortaya çıkan 
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fibroblastların korneal skar geliĢiminden sorumlu myofibroblastlara dönüĢümü TGF- beta 

düzeyine bağımlıdır. TGF- beta düzeyinin artıĢı fibroblastların myofibroblastlara dönüĢümü 

ve skar geliĢimi ile sonuçlanırken TGF-beta nın azalması myofibroblastların apopitozisine 

neden olmaktadır.
(72-73)

YD-MKH grubunda TGF- beta ekspresyonunun KĠ-MKH ve kontrol 

grubuna göre azalmıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Bu veriler, klinik olarak opasite skorunun 

azaldığı en fazla denek sayısının YD-MKH grubunda olmasının TGF-beta iliĢkili 

olabileceğini düĢündürmektedir. Ancak bu iliĢkinin daha açık olarak ortaya konabilmesi için 

daha geniĢ denek grubuna ihtiyaç duyulmaktadır. 

  Bu çalıĢma, kornea üzerinde yapılan mezenkimal kök hücre çalıĢmaları konusunda iki 

farklı kökenli MKH lerin karĢılaĢtırıldığı literatürdeki ilk çalıĢmadır. ÇalıĢmamızda yağ doku 

ve ya kemik iliğinden elde edilen MKH ler arasında gerek klinik iyileĢme yönünden, gerek 

keratosit fonksiyonel belirteçlerini sentezleyebilme ve anti-inflamatuar etkinlik bakımından 

anlamlı farklılık saptanmamıĢtır. Etkinlik yönünden farkı görülmeyen bu iki dokudan elde 

edilme kolaylığı, miktar olarak fazla olması ve proliferasyon yeteneğinin daha iyi olması gibi 

sebeplerle yağ doku klinik araĢtırma ve uygulamalarda daha elveriĢli kök hücre kaynağı 

olabilir. 

  Her iki grupta da ön kamaraya nakledilen mezenkimal kök hücrelerin stromaya 

yerleĢtiği ve matür keratosit fonksiyonu kazandığı immun histokimyasal olarak gösterilmesine 

rağmen optik Ģeffaflık kazanılmasında yeterli katkı sağlamamıĢ olduğunu gördük. Arnalich-

Montiel ve arkadaĢlarının çalıĢmasında da bizim çalıĢmamıza benzer Ģekilde verilen kök 

hücrelerin stromada yerleĢtiği ve fonksiyonel keratosit özelliği kazandığı gösterilmesine 

rağmen korneal bulanıklık açısından kontrol grubuna göre farklılık saptanmadığı rapor 

edilmiĢtir. Biz bu sonuçla iliĢkili olarak ekstrasellüler matriksin organizasyonu ve kollajen 

matürasyonu için geçen sürenin yetersiz olabileceğini ve ya transfer edilen tek doz 

mezenkimal kök hücrenin stromanın yeniden Ģekillendirilmesinde yetersiz kalmıĢ 

olabileceğini düĢünmekteyiz. Ayrıca, korneal Ģeffaflık için gerekliliği kabul edilen keratocan, 

aldehid dehidrogenaz gibi markerlar transfer edilen tüm hücreler tarafından sentez edilmiyor 

olabilir, ya da bunlardan baĢka fonksiyonel markerlar mevcut olabilir. 

  Sonuç olarak, elde ettiğimiz veriler ıĢığında, her ne kadar mükemmel optik Ģeffaflığa 

ulaĢamamıĢ olsak da, keratosit yerini alabilecek, elde edilmesi ve çoğaltılması kolay hücre 

kaynağı tespit ettiğimizi düĢünüyoruz. Stromal incelmeyle seyreden dejeneratif hastalıklarda, 

stroma kaybına yol açan travmalarda, enfeksiyon ya da immun yanıta bağlı stromal hasar olan 
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durumlarda keratosit yerine geçebilecek bu hücre kaynakları çok değerlidir. Özellikle 

antiinflamatuar özelliklerinin de katkısıyla enfektif-inflamatuar hasarla seyreden süreçlerde 

kullanımı oldukça uygun gözükmektedir. Yağ doku ve kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök 

hücrelerin Ģeffaf korneal yara iyileĢmesinde katkı sağlayabileceği ancak farklı doz rejimleri, 

farklı uygulama süreleri, tekrarlayan enjeksiyonlarla yapılmıĢ, daha uzun takip süreli 

çalıĢmalara ihtiyaç vardır. 
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                                                                         ÖZET 

DENEYSEL PENETRAN KORNEA YARALANMASI OLUġTURULAN 

RATLARDA   YAĞ DOKU VE KEMĠK ĠLĠĞĠ KAYNAKLI KÖK HÜCRE 

TRANSPLANTASYONUNUN  STROMAL YARA ĠYĠLEġMESĠNE 

ETKĠSĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

 

AMAÇ: Korneal stroma hasarının skarla iyileĢmesi beklenen doğal süreci üzerinde 

kök hücre naklinin etkilerini fonksiyonel ve yapısal parametreler kullanarak araĢtırmak 

YÖNTEM: Penetran kornea yaralanması oluĢturulan 40 adet Wistar rat 3 gruba 

ayrılmıĢtır. Grup 1 (n=15)‟deki hayvanların ön kamaralarına YeĢil Flouresans Protein geni 

transfekte edilmiĢ kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre (2x10
5
/10 µl), grup 2 

(n=15)‟deki deneklere adipoz doku kaynaklı kök hücre (2x10
5
/10 µl) ve son gruba (n=10) eĢit 

hacimde dengeli tuz solüsyonu enjekte edildi. Post-op 1. haftada biyomikroskopik olarak 

korneal haze derecelendirildi. Deney sonunda (8 hafta) biyomikroskobik muayene, konfokal 

mikroskopi ve histopatolojik inceleme yapıldı. Ġmmunoflouresans boyanmıĢ kesitlerde 

nakledilen hücrelerin dokuya yerleĢimleri değerlendirildi. Keratocan, aldehid dehidrogenaz ve 

CD 34 ekspresyon düzeyleri için immun boyamalar yapıldı. TNF, IL-6R, IL-12b, TGF beta 

düzeylerine bakıldı. 

SONUÇLAR: Ġmmunoflouresans boyama ile YFP+ kök hücrelerin kornea 

stromasında yerleĢtikleri saptanmıĢtır. Aldehid dehidrogenaz, keratocan ve CD 34 

ekspresyonunun kök hücre enjeksiyonu yapılan her iki grupta da sham enjeksiyon grubuna 

göre anlamlı derecede artmıĢ olduğu ( p<0,05) ancak, grup 1 ve 2 arasında anlamlı farklılık 

göstermediği tespit edilmiĢtir. Klinik değerlendirmede opasite skorunun azaldığı hayvan 

sayısı transplant gruplarında sham enjeksiyon grubuna göre daha fazla bulunmuĢtur ancak 

istatiksel olarak anlamlı değildir. Ġn vivo konfokal mikroskopi ile transplant gruplarında 

anterior ve posterior keratosit dansitesi anlamlı derecede artmıĢtır. TNF, IL-6R, IL-12b 

düzeyleri transplant gruplarında sham gruba göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

azalmıĢtır. 

TARTIġMA: Ġmmunohistokimyasal olarak allogreft enjeksiyon yöntemiyle nakledilen 

kök hücrelerin kornea stromasına yerleĢtiği ve fonksiyonel keratosit özelliği kazandığı 

gösterilmiĢtir. Ġn vivo konfokal mikroskopi ile kök hücre nakledilen gruplarda keratosit 

dansitesinde artıĢ olduğu gösterilmiĢtir. Korneal opasite skorlarında gruplar arasında anlamlı 

farklılık bulunmamıĢtır. Bu sonuçlar, allojenik kaynaklı kök hücrelerin alıcı kornea stromal 
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rejenerasyonun sağlanmasında katkı sağlayabileceğini ve fonksiyonel iyileĢme için çoklu doz 

ve daha fazla süreye gereksinim olabileceğini düĢündürmüĢtür. 

 

Anahtar Kelimeler: keratocan, kornea, mezenkimal kök hücre, stromal yara iyileĢmesi 
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                                                                   ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF BONE MARROW AND 

ADIPOSE TISSUE DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS ON 

STROMAL WOUND HEALING OF RATS THAT HAD BEEN 

CREATED EXPERIMENTAL CORNEAL PENETRATING INJURY 

 

PURPOSE:To investigate the efficacy of stem cell transplantation on corneal scarring 

that heals scarring naturally by using functional and structural parameters. 

METHOD:Penetrating injury had been created to right corneas of forty Wistar rats. 

Subjects were randomized into 3 groups. Green fluorescent protein transfected bone marrow 

derived mesenchymal stem cells (2x10
5
/10 µl) were injected into anterior chamber of subjects 

in group 1 (n=15). Adipose tissue derived mesenchymal stem cells (2x10
5
/10 µl) were 

injected in group 2 (n=15) and balanced salt solution in 10 µl was injected in group 3 (n=10) 

as a sham group. Corneal opacity was scored by using biomicroscop after 1 week 

postoperatively. Biomicroscopic examination, in vivo confocal microscopy and 

histopathological evalution were done at the end of the trial on 8th week. 

Immunofluorescencesections were evaluated to detect transplanted cells in tissue. Immun 

staining were done to measure level of keratocan, aldehide dehydrogenase and CD34 

expressions. Expressions of TNF, IL-6R, IL-12b, TGF beta were measured in each group by 

real time PCR analysis. 

  RESULTS:Establishment of GFP + stem cells on subjects corneas of transplanted 

groups were detected by immunofloresan staining. Expressions of Keratocan, aldehide 

dehydrogenase and CD34 were increased in transplanted groups when compared sham group 

( p<0,05). The number of subjects that had reduced corneal opacity score in transplanted 

groups were much than sham group. But that data was not significant istatistically. Anterior 

and posterior keratocyte density were increased significantly in both transplanted groups 

according to in vivo confocal microscopic datas. Expressions of TNF, IL-6R, IL-12b were 

decreased significantly in transplanted groups compared with sham group.                

            DISCUSSION:Establishment of  mesenchymal stem cells that injected into subjects 

eyes were detected on subjects corneas and functional keratocyte activities that belongs to 

transplanted cells were shown by immunohistochemistrical tests. Increment in keratocyte 

densities in transplanted groups were found. There was no significant difference in corneal 
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opacity scores among three groups. Based on our findings  we thought that allogenic stem 

cells provide benefits for regenaration of corneal stroma but functional healing requires 

multiple injections and long time. 

Key words: cornea, keratocan, mesenchymal stem cells, stromal wound healing 
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