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KISALTMALAR
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TNF: tumor nekrozis faktor



1.GIRIS

Epitel, stroma ve endotel tabakalarindan olusan kornea fonksiyonelligini devam
ettirebilmek i¢in saydam kalmak zorundadir. Korneal saydamligin kaybi durumunda standart
prosediir korneal greft konulmasidir. Greft saglanmasindaki yetersizlik ve greft reddi gibi

komplikasyonlar yeni arayiglar1 beraberinde getirmektedir.

Hicre temelli tedaviler bu konuda umut vadeden ve Keratoplastiye alternatif
saglayabilecegi diisiiniilen tedavi yaklasimlari arasindadir. Insan kornea epitelyal kok
hicreleri ve endotel hucreleri, hiicre kiiltiirii ortaminda basariyla ¢ogaltilip hayvan ve insan
konaklara transplante edilmistir.""® Son zamanlarda kornea epitel rekonstriiksiyonunda oral

mukoza epiteli basta olmak tizere non-okiiler hiicreler de kullamlmlstlr.(g‘n)

Korneal kalligin %90’ 1n1 olusturan stroma; korneanin immiin, enfeksiyoz, ektazik,
travmatik bir¢ok hastaligindan primer ya da sekonder olarak etkilenmektedir. Rejenerasyon
yeteneginden yoksun bu hiicrelerin etkilenmesi korneal skar gelisimi ve gérme kaybiyla

sonu¢lanmaktadir.

Korneal stromanin temel hiicreleri olan keratositler mezenkimal kokenli hiicrelerdir.
Eriskin dokuda keratositler, mitoz gdstermeyen, dendritik morfolojiye sahip, Aldehid
dehidrogenaz (ALDH) ve CD-34 bakimindan pozitif olan hiicrelerdir."® Keratositlerce
sentezlenen proteoglikan kompozisyonu korneal seffaflik i¢in Vazgegilmezdir.(l3) Keratocan,
keratositlerce sentezlenen bir keratan siilfat proteoglikandir ve keratosit spesifik marker
olarak kabul edilmektedir.*¥ Korneal yara iyilesmesi sirasinda keratositler aktive olurlar,
dendritik morfolojilerini kaybedip fibroblast ya da myofibroblastlara dénﬁsﬁrler.(ls’ls)SOr]ug

olarak ALDH ve keratan siilfat sentezi azalir korneal seffaflik kaybedilir.(17’18)

Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hucrelerin (MKH) adipojenik, osteojenik,
miyojenik ve kondrojenik hiicrelere diferansiye olma yeteneklerinin oldugu gésterilmistir.(lg)
Bu dokular da kornea stromasi gibi mezenkimden koken alan dokulardir. MKH kemik iligi
disinda yag dokuda, kas, periost ve sinoviyumda da bulunmaktadir.?*”Bu calismada skarla
iyilesmesi beklenen korneal penetran yaralanma sonrasinda kemik iligi ya da yag dokusu
kaynakli kok hiicrelerin korneal yara iyilesmesine katki saglayip saglamadigini ve bu agidan

bir farklilik gosterip gostermediklerini ortaya koymay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. KORNEA

Kornea embriyolojik olarak incelendiginde néroektoderm ve mezenkim olmak iizere
iki dokudan koken almistir . Ilk olarak intrauterin hayatin 8.haftasinda yiizeyel ektodermden
kornea epiteli ve desme zar1 gelismektedir . Hemen devaminda ndroektodermden endotel
olugmaktadir. Besinci ayda mezenkim dokunun gogiiyle kornea stromasi ve yiizey tabakada

bu hiicrelerin yogunlasmasiyla da Bowman kati gelismektedir.(21'22)

Kornea, makroskopik olarak baktigimizda skleranin devami olan 1/3 6n kisimda yer
alan saydam ve optik 6zelligi olan boliimdiir (@29 Kornea skleraya adeta saat cami gibi
yerlesmis ve 4045 Dioptri (D) kirma giicii olan konveks bir yiizeye sahiptir . Optik
gorevinden baska di s ortama kars1 koruyuculuk gorevini de tistlenmistir . Normal kalinligi
merkezde 520 pum, periferde 650 pum’dir. Eriskinde horizontal ¢ap1 12,6 mm, vertikal gap1

11,7 mm, 6n egrilik yarigap1 7,8 mm ve arka egrilik yarigap1 6,5 mm’ dir. #4?%

2.1.1 Kornea klasik olarak 5 anatomik tabakadan olusur.

-
1

Epitel tabakasi

N
)

Bowman tabakasi

. 3- Stroma

. 4- Desme membrani

(€]
1

Endotel tabakasi

Epitel tabakasi: Kornea epiteli 40-50 mikron kalinligindadir ve korneanin  1/10’unu

yapar. 5-7 tabaka hiicreden ibarettir.

Yiizeyel hiicreler, poligonal kanatsi hiicreler ve kolumnar bazal hiicreler olmak iizere

3 tip hiicre igerir:

Yiizeyel hiicreler elektron mikroskopik incelemede ¢ok sayida mikrovillus ve plika
icerir. Ayrica mikrokaliks ile yiizeyi ortiilmiistiir . Bu yapilari ile epitelin gozyasi filmine

yapismasini saglar . Hiicrelerarasi siki baglantilar ile hiicreler arasinda ana tomik bariyer



olusturulur. (25)

Kolumnar hiicreler, tek sira halinde bazal membran iizerinde dizilir. Bu hiicrelerin
mitotik aktivitesi vardir. Cogalip 6ne dogru ilerleyerek kanats1 hiicreleri olustururlar
Kolumnar hucrelerde aktin filamanlar ve tonofilamanlar bulunur . Tonofilamanlar ile hiicrenin
iskeleti korunur . Aktin filamanlar ise yara iyilesmesi sirasin da hicre goc¢inde rol
alir.®Hemidesmozomlar, epitel hiicrelerini birbirlerine ve bazal laminaya baglarlar . “Gap
junction” denilen sik1 baglanti noktalar1 ise sadece hiicreler arasindaki kii¢lik molekiillerin

aligverigine izin verir.

Epitel hiicreleri, korneada ¢cevreden merkeze dogru ilerler . Bazal ve kanats1 hiicreler ,
arkadan 6ne dogru ilerler ve dokiiliirler . Bu, X-Y-Z hipotezi olarak bilinmektedir.®®?") Kok
hiicreler limbusta yiizeyel olarak bulunurlar ve epitel yenilenmesinde yardimci olurlar
Kornea epiteli gozyas1, akdz himor ve limbal kapillerden beslenir. Yenilenme kabiliyeti ¢ok
yiiksektir. Oksijen ihtiyaci, atmosfer, konjonktiva, kapak damarlar1 ve akdzden temin edilir.
Glukoz ihtiyaci yine akdzden temin edilir. Laktik asit birikimi epitel hiicre membranini harap
ederek bazal hicreyi bazal membrana yapistirir ve kornea 6demine sebep olur ve kistik
degisiklikler, erozyon ve neovaskiilarizasyon olusur . Odem goérmeyi bozar , 1s1k yansimasi ve

diizensiz astigmatizmaya yol acar. Epitel tabakas1 olmadiginda stromal iyilesme gok gecikir.

Bowman tabakasi: 8 —14 num kalinliktadir.Kisa kollajen fibrillerden olusur. Travmaya
kars1 direnglidir. Mikroorganizma ve timdor hiicrelerinin korneaya invazyonuna karsi bariyer
olusturur. Yenilenme yetenegi yoktur . Travma sonucu ince tabaka olarak iyiles ir ama eski

haline geri donmez.®

Stroma: Fibroblastlara benzeyen keratositler, kollajen fibriller ve ekstraseliiler matriks
tarafindan olusturulur ve kornea kalimliginin % 90’11 meydana getirir. Yaklasik 500 p
kalinligindadir. Stroma %78 oraninda sivi igerir. Keratositler yassi ve uzun olup korneada
yaygin olarak bulunurlar. Kollajen ve mukoprotein sentezinden sorumludurlar.
Yaralanmalarda fibrositlere doniisiirler. Sitoplazmalarinda bulunan glikojen graniilleri
korneanin enerji deposunu olusturur. Stromayi olusturan kollajen lifler ¢ogunlugu tip 1
kollajen olmak tizere tip 3,5,6 yapidadir ve 1 um ¢apindadirlar. Tip 1 kollajen 25-35 nm ¢aply,
67 nm biyiikligiinde fibrillerden olusmustur. Bu fibriller diizglin bir sekilde birlesip
lamellalar1 olustururlar. Bu lamellalar korneal yiizeye paralel sekilde yerlesmislerdir ve ¢esitli

blyukllkte olabilirler. Stroma 6n ylzeyinde ki¢lk boyutlarda ( 0,5-30 pum eninde 0,2-1,2 um



kalinlikta) ve arka yiizeye yaklastik¢a daha biiyiik boyutlarda ( 100-200 um eninde 1-2,5 pum
kalinlikta) bulunmaktadirlar. Birbirlerine paralel, esit uzaklikta, diizenli bir yerlesim
gosterirler. Aralarindaki uzaklik 55-60 nm’dir. Ekstraselliler matrikse gomuli kafes
seklindeki dizilimi ile korneanin saydamligini saglarlar. Stromada sivi birikimi bu dizilimi
bozarak korneanin saydamligini bozar. Kornea saydamligimin devami i¢in g¢evre sivilarinin
osmotik basinglarinin en az interstisyel sivi basinci kadar olmasi gerekir. Kornea stromasinda
bulunan keratan sulfat, kondroitin silfat gibi glikoz amino glikanlarin etkisi ile su tutabilir.
Epitel tabakasinin saglam yapisi ve endotel pompa fonksiyonu korneal hidrasyonun
kontroliinden sorumludur. Korneanin yapitaslarindan biri de proteoglikan molekiilleridir.
Proteoglikanlar  hidrofilik =~ mukopolisakkarid  yapidadirlar ve  kovalent  bagh
glikozaminoglikanlarla birlesirler. Kollajen fibriller korneanin bu temel yapitaslari igine
gbmli olarak bulunurlar. Proteoglikanlar ihtiva ettikleri glikozaminoglikan grubuna gore ¢ok
cesitli olabilirler. Korneal stromadaki temel glikozaminoglikanlar keratan sulfat, dermatan
stilfat, kondrotin siilfat ve atipik olarak kovalent bagli olmayan hyaliironik asittir. Dermatan
stilfat ve keratan siilfat korneada en ¢ok bulunan glikozaminoglikanlardir. Bunlar kollajen
fibrillerle baglantili ve genelde fibrile dik olarak yerlesmiglerdir. Kondrotin silfat ve
hyaluronik asit ise daha az sayidadir, interfibriller bosluklarda bulunur ve fibrillerle baglantili
degildirler. Korneada glikozaminoglikanlarin temel gorevi interfibriller bosluklarin

korunmasidir. @

Desme membrani: Stromanin arka sinirt desme tabakasidir . Kalinligi yasla artar ve
elastik dzellige sahiptir. 10 um kalinhigindadir. i¢ kisimdaki endotelin ise bazal membranidir .
Bu yiizden korneanin endoteliyal hastaliklar1 onun yapisinda karakteristik degisikliklere yol

acar. Aciya 2 mm uzaklikta son bularak Schwalbe ¢izgisini yapar.(30)

Endotel tabakasi: Endotel hiicreleri yaklasi k dogumda 3500 — 4000 hiicre/mm?,
eriskinlerde 2500-3000 hiicre/mm? dizeyindedir. Yaklastk 350 — 400 bin hiicre
bulunmaktadir. @ Akézle direkt temastadir. Korneanin beslenmesini iistlenmistir. Endotelde

aktif pompa mekanizmasi vardir. Bu pompa 1s1yla degisir. (30)

Endotelyal hiicre boliinmesi ¢ocuklarda mevcut iken yetigkinlerde nadirdir . Yasla,
hiicre sayisinda azalma ve biiyiikliigiinde artma olur . Hiicre sayis1 300—400/ mm? nin altinda
diiserse 6dem gelisir . Asiri stres ve travma sonucu endotel hiicreleri fibroblast benzeri
hiicrelere degisebilmektedir. Kornea endotel kayb1 oldugunda gogalamayan endotel hii creleri

kendilerini genisleterek kayip olan yerleri doldururlar. (31.32)



2.1.2. Kornea Innervasyonu

Kornea sinir yoniinden ¢ok zengindir. Bunlarin hepsi duyu sinirleridir. N.
Trigeminus’un oftalmik dalindan ( V1 ) gelen uzun arka siliyer sinirler, 6n ve arka dala
ayrilarak korneaya girmektedirler . Lifler korneaya ulastiklar1 noktadan itibaren miyelin
kiliflarini kaybederler .On kisima giden sinirler epitel bazal membrani ve bazal hiicreler

seviyesinde sonlanir. Buna karsilik endotel seviyesinde sinir lifi yoktur. e4)
2.1.3. Kornea Metabolizmasi

Korneanin saydamligi ve dehidratasyonunun devamliligi i¢in enerji gereksinimi

vardir. Kornea glukozu akdz hiimorden almaktadir. Gozyast ve limbal kapillerler yolu ile
glukoz kazanci daha diisiik diizeydedir . Korneada glukoz ‘‘Krebs siklusu’’ ile enerjiye
cevrilmektedir. Krebs siklusu da oksijene gereksinim gosterir . Kornea endoteli gerekli
oksijeni ak6z hiimoérden , epitel ve stroma ise limbal damarlardan ve gozyasinda ¢oziinmiis
oksijenden karsilar. Epitel dizeyinde glukoz, glikojen olarak depolanir. Epitel stromaya gore
cok daha yuksek oranlarda ATP , glikojen ve oksidatif enzimler icerir . Kornea endotelinin
Krebs siklusu yaninda, pentoz fosfat sant1 ile ¢alisabilecek 6zellikleri bulunmaktadir . Bu yol
ile kornea epiteli lipit sentezi yapabilir . Elektrolit diizeyleri karsilagtirildiginda ; kornea
stromas1 Na+, epitel ise K+ iyonu bakimimdan zengindir. lodoasetat gibi metabolik zehirler le
korneanin Krebs siklusu ( glukoz ) bloke edilirse korneada su tutulumu ve 6dem tablosu
gelisecektir. Epitel ve endotel metabolizmasi ATP yoklugundan bozulacak ve Na +-K+ ATP az

pompasi ¢alismadigindan korneada elektrolit ve su tutulumu géﬁjlecektir.(33)

2.1.4. Korneanin Islevleri

Kornea iizerinde ¢ok o&nemli ozellikleri barindirmaktadir. Ilk sirada gelenler ise
kiriciligi, saydamligi, dehidratasyonu ve ilag gecirgenligidir . Kornea saydamliginin ilk sarti
kollajen demetlerinin birbirlerine paralel ve duzgun dizilimidir . Fibrillerin birbirleri ile olan
uzakliklart aynidir . Eger aralarindaki mesafe farklilasirsa bu 151k dagilmasina ve korneada
bulanikliga sebep olur. Ancak siliphesiz kornea saydamligi sadece kollajen liflerin diizgiin ve
simetrik dizilimine bagl degildir . Kollajen demetlerin uzakligi 1s1k dalga boyundan k  1sa
oldugu siirece saydamlik devam eder . Korneada kan damarinin olmamas1  ,korneadaki
hiicrelerarasi vasatin ayn1 kiriciliga sahip olmasi ve korneanin su igerigi de saydam bir kornea
icin vazgecilmez unsurlardir . Ani g6z i¢i basinci artigi kornea saydamlig — 1n1 azaltir. Bunun

muhtemel sebebi; ani basing artisinin glikozaminoglikan yap1 iginde diizgiin dizilmis kollajen



demetlerinin dagilimini degistirmesi ve bu duruma bagli olarak bolgesel kiricilik indeksinin

2000 A ¢apinin degisiklige ugramasidir.

Kornea liyofilik kolloidal bir sistemdir . icerdigi su miktarin1 ayarlayan baslica faktor
kollajen ve glikozaminoglikanlardan olusan su emici bag dokusu yapisidir . Ayrica korneanin
saydam kalabilmesi i¢in, onu ¢evreleyen sivilarin ozmotik basinglarinin en az interstisyel sivi

basinci kadar olmasi gerekir.

Korneal dehidratasyon : Korneanin toplam agirhginin %75 — 80’i sudur . Izotonik
ortamda bekletildigi halde su tutabilir ve daha dnce belirtildigi gibi buradaki en 6nemli faktor

stromal glikozaminoglikan yapinin osmotik giictidiir. Korneanin su igerigi 5 faktore baghdir:

1- Endotel ve epitel tabakalarinin anatomik biitiinliigii gerek mekanik gerekse kimyasal
faktorlerle bozuldugunda korneada su tutulumu kaginilmazdir . Epitel hiicreleri gozyasina
karsi, endotel hiicreleri akoz hiimore karsi bariyer gérevi goriirken  , ayni zamanda endotel

hiicreleri aktif bir pompa gibi ¢alisarak dehidratasyona yardimei olur.

2- Kornea stromasi glikozaminoglikan yapi nedeniyle hidrofilik 6zelliktedir . Bu yuzden
stromaya dogru su akimi vardir . Endotel hiicreleri stromada tutulan su ve elektrolitleri akdz
hiimdre pompalamaktadir. Gozyas1 ve akdz hiimoriin osmotik ytikii kornea dehidratasyonuna

dogrudan etki eder.

3- Kornea metabolizmasinin bozulmasi aktif pompa fonksiyonunu bozacak ve korneada su

tutulumuna yol acacaktir.

4- GOz yuzeyinden buharlasma g6zyasinin osmolaritesini artirarak korneal dehidratasyona

yardimce1 olur. Hipertonik gozyasi korneadan su ¢ekecektir.

5- G0z igi basimcinin gok yiikselmesi kornea 6demine yol acar . Buradaki mekanizma hem
endotel fonksiyonlarinin bozulmus olm as1 hem de stromaya kars1 akoz hidrostatik basincinin

artmasidir.

Kornea gecirgenligi, islevleri arasindaki en 6nemlilerinden birisidir . Hem oksijen ve
glukoz gecisi hem de ilag gegirgenligi korneanin katlarina baglidir. Kornea epiteli lipid yapida
olup 6zellikle ilag i¢in 6nemli bir bariyer olusturur . Epitelin kaldirildigi durumlarda suda
eriyen maddelerin penetrasyonu logaritmik olarak artacaktir. Hidrofilik yapidaki stromadan

penetrasyon, suda eriyen maddeler icin daha kolay, lipofilik maddeler icin daha gictur .



Endotel diizeyinde lipofilik yap1 belirginlesir ve stromadan akoz hiimore diffiizyon , hidrofilik
maddeler i¢in daha giiglesir.

Kornea gegirgenliginde etkili mekanizmalar;
1- Maddenin kimyasal yapis1 ( hidrofilik — lipofilik ve diger )

2

Maddenin molekiil agirlig1 ve konsantrasyonu

3

PH diizeyi ve osmolaritesi
4- Yiizey gerilimi ve 1slanma agis1

Kornea, iizerine tiim bu 6zellikleri almis ve bu 6zelliklerden dolayr da ¢ok 6nemli
gorevler iistlenmis benzersiz bir dokudur . ilag tedavisi ile diizelemeyen sorunlar sonunda

dokunun ameliyatla daha saglikli baska bir doku ile degistirilmesine kadar gidebilir.

2.1.5. Korneal yara iyilesmesi

Korneal yaralanma prostaglandin, platelet aktive edici faktor, biyume faktorleri ve
sitokin salinimi ve takiben yara komsulugundaki keratositlerin apopitozisi ile sonuglanir.®?
Aktive olmus keratositler ig sekilli fibroblastlara déntiserek prolifere olur ve yara bdlgesine
go¢ eder ve apopitozise ugramus keratositlerin yerini alir.®>*® Fibroblastik hiicreler yara
yerine ulastiginda genis, blylk myofibroblastlara donlsiir. Myofibroblastlar sadece stromal
yaralanmada tespit edilebilen hiicrelerdir ve yara yerindeki cevresel faktorlerin myofibroblast
déniisiimiiniin belirleyicisi oldugu diisiiniilmektedir. ©¢"%®

Myofibroblastlar sonrasinda yara yeri invazyonuna devam eder ve tamamen yara
yerini doldurur. Birbiri igerisine gegen hiicreler seklinde dizenlenerek ekstrasellliler matrix
depo ederler ve bu sayede yara yerini gegebilecek kontraktil giic kazanirlar.®**? Mekanik
guc, ekstraselluler matriks kollajen ve fibronektine o2al ve a5al integrin reseptorleriyle
baglanan intraselliiler aSMA iceren aktin filamentlerince Uretilir. Miyofibroblastlar, ayrica
fagositoz, ECM yi ¢apraz baglayan transglutaminaz ve matriks metalloproteinaz ekspresyonu
ile yara yerinin yeniden sekillenmesinde gorev alir.®? Insizyonel yaralanmalarda, yara
iyilesme sureci ilerledikce ekstraselliiler matriks yara yerini tekrar bir araya getirmek Uzere

kontrakte olur ve bunu miyofibroblastlarin apopitozisle ortadan kaybolmasi takip eder. (42)



Stromal keratositlerin fibroblast ya da miyofibroblastlara yer degistirmesi korneal
seffafligin kayb1 ve bulaniklik geligsmesi ile sonuglan1r.<43) Stromal insizyonun, yaranin ya da
iilserin skar halini almasi molekiiler yapmin kalict degisikligi ve stromal ECM
organizasyonunun kaybedilmesinin sonucudur. Korneal opasite ayrica, yizeyel stromadaki

aktive olmus keratositlerden korneal kristallin ekspresyonunun azalmasi ile de iliskilidir.(M)

2.2 KOK HUCRE

Kok hcreler ile ilgili calismalar yaklasik 60 yil 6nce baslamistir. 1945°de Hirosima
veNagasaki’ye atom bombasi atilmasi sonrasinda daha disuk dozda ve uzun silrede
radyasyonamaruz kalarak olen kisilerin hematopoetik sistemlerinin zayifladigi ve yeterli kan
hlcresituretemedikleri gorilmustiir. Deneysel ¢alismalarda; tiim viicut irradiasyonu yapilan
fareleriniki hafta icinde hematopoetik yetersizlik nedeniyle oldiikleri, kemik iliginden
hazirlananhiicre  siispansiyonlarinin ~ verilmesi ile de hematopoetik yetmezliklerinin

diizeldigigdsterilmistir. >4

2.2.1. Giris ve Tammmlamalar

Kok hicreleri, uzun sureyle bolinebilme ve kendilerini  yenileyebilme
kapasitesinesahip, kendilerinden baska hiicrelere farklanabilen ve hasarli dokuya
transplanteedildiklerinde dokuda islevsellik kazanabilen hiicreler olarak tanimlanmislardir
(Sekil 1). Farkli smiflamalar olmakla birlikte kok hiicreleri, embriyon kok hiicreleri ve

embriyon disikok hiicreleri olmak iizere iki genel grupta irdelenir.“”



erken embriyo fotal dokular kemik iligi yetigkin dokular

Sekil 1. Kok hicreler dort ana kaynaktan koken alirlar; (i) erken embriyon
donemindekiblastosist, (ii) embriyonel yapraklar ve fotal dokular, (iii) kemik iligi, (iv) diger
yetiskindokular. Buradan koken alan kok hiicreler bulunduklar1 zaman ve mekan kosullar
icindedakikalar, giinler, aylar veya yillar i¢inde ¢ogalmaya ve daha sonra bir bagka hicreye
farklanmak  {izere  degisim sinyallerine  yanit  verirler. Sonugta  gesitli
diizenleyicimekanizmalarin etkisi altinda doku homeostazina yardimci olurlar.

Embriyon kok hucreleri, erken donemdeki (insanda 5-6 glnlik implantasyon
oncesiblastosist donemi) memeli embriyonu blastosistindeki i¢ hicre Kitlesinden elde edilen
kokhiicreleridir.  Bu  hiicrelerin =~ pluripotent ~ Ozelligi  farede  tam  olarak
gosterilmistir. “Embriyonkok hicreleri Oct-4, SSEA-1, TRA1-60, TRA1-81, telomeraz gibi

kok hiicrelerini tamimaktakullanilan bazi1 proteinleri eksprese ederler. Cesitli biylime



faktorlerinin etkisi bu hicrelerlizerinde denenmis, blyime faktorleriyle indiksiyon
yapildiginda ii¢ embriyonik germtabakasindan (ektoderm, mezoderm ve endoderm) koken
alan 11 farkli doku elde edilmis ve24 tir hiicrede 0zgiun belirteglerin varlig
izlenmistir.“Buytime faktorleri, etkilerine goremezodermal hiicrelere farklanmay: indiikte
eden faktorler (aktivin-A, TGFal); ektodermal vemezodermal indiiksiyon yapan faktorler
(retinoik asit, EGF, BMP-4, bFGF) ve tiim germtabakalarmma (NGF, HGF) indiiksiyon
saglayan faktorler olmak iizere {i¢ gruba ayrllmlstlr.(so) Embriyon kok hiicreleri, avantajlarina
karsin kullanimlan etik ¢ekinceler nedeniyle sinirlidir.Hatta bazi iilkelerdeki caligmalarin
sinirlart bizim tilkemizde de oldugu gibi yasalarlabelirlenmistir.

Embriyonun i¢ hiicre kitlesi disindaki kaynaklardan elde edilen kok hicreleri,
embriyonikolmayan kok hicreleri adini alir. Embriyon dis1 kok hiicreleri genel olarak erigkin
kokhcreleri veya dokuya 6zgu kok hiicreleriolarak adlandirilir. Bunlar yetiskinin farklanmis
dokularinda  bulunan farklanmamig kOk hicreleridir ve organizmanin  yasami
boyuncakendilerini kopyalayabilme 06zelliklerini sakli tutarlar. Embriyon kok hiicrelerin
aksine, eriskin kok hicreler enjekte edildiklerinde timoral olusumlara neden olmazlar, hazir
kokhiicre kaynagi olarak kabul edilirler, bireylerden dogrudan elde edilirler, daha az etik
probleme yol acarlar. Buna karsin ayristirilmalari, saflastirilmalart ve tanimlanmalari
dahazordur, sinirli biiylime kapasitesi nedeniyle biiylik miktarlarda elde edilmeleri zordur,
zamanlaozelliklerini kaybedebilirler, sadece belli hicre tipine doniisebilme yetenekleri vardir
vealicida daha yiiksek rejeksiyon tepkimesine yol agarlar.

Erigkin kok hiicrelerinden en yaygin c¢alisilanlart hematopoetik kok hacrelerive
nonhematopoetik kok hiicreleridir. Hematopoetik erigkin kok hucreleri, kemik iligi, kordon
kan1 veya periferik kandan elde edilmistir. Non hematopoetik kok hucreleri olarak
kategorizeedilebilecek hiicreler arasindaysa en ¢ok caligilani MKH’dir.Bunlar kemik iliginin
stromasi i¢inde yer alan uzantili fibroblast-benzeri hucrelerdir.Hematopoetik kok hicreler,
hematopoetik belirtecler olan CD34, CD14, CD45 ve CD133’licksprese ederler. Literatiirde
bu hiicrelerin karaciger, pankreas, cizgili iskelet kasi, kalp kasi,bobrek, akciger, merkez sinir
sistemi hiicrelerine farklandirildig: bildirilmistir.®?Farklanmanin saglanmas: in vitro kiiltir
ortamlarmin kimyasal kompozisyonlarinin degistirilmesiyle bagarilmis, in vivo hdcrelerin
kullanimiysa Ozellikle hematopoetik kanserlerin onarimindaki tedavilerinde mumkun
olmustur. Sinir hiicresi, kalp kas1 ve karaciger hiicrelerinin in vivo islevlerinin gosterilmesiyle
ilgili bilgiler ise celiskilidir. Yapilan ¢alismalarda kordon kaninda,kemik iligine gore daha
yiksek oranda CD34+/CD38- hiicrelerin oldugu gosterilmis ve kordon kani hiicrelerinin

kemik iligindeki hiicrelere goredaha az farklanmis olabilecegi diisiincesi ortaya atilmustir.

10



Kordon kanindaki CD34+ hiicrelerin dendritik hiicrelereendotel progenitor hiicrelereve diger
hematopoetik hiicrelere farklandigi gésterilmistir.(51)

Mezankimal kok hucrelerin farklanma kapasitesinin oldugunun gosterilmesi biiyiik
ilgiyle karsilanmistir. Kemik 1iligi yerlesimli MKH ilk olarak 1980’lerde farelerde
calisgtlmistir. Bu hiicrelerin kendileri gibi mezoderm kokenli olan adiposit, osteoblast
vekondrosite  farklandigi gérﬁlmﬁstﬁr.(SZ)Ancak son yillardaki  yayinlarda  bu
hicrelerinndroektoderm ve endoderm kokenli hucrelere de farklanmasinin rapor edilmis
olmast bu hiicreleri multipotent kdk hiicresi sinifina sokmaktadir.®® Bu hiicrelerin embriyon
kok hicrelerine gore en buylk avantajlart daha kolay elde edilebilir olmalar1 ve teratom
benzeritimor gelisimi  gostermemeleridir. Ancak hematopoetik hiicrelerin  farklanmasi
sirasindaortaya ¢ikan hiicresel belirtegler, MKH de bu denli iyi ifade edilememistir. Buna
ragmen,CD73 (SH3, SH4), CD54, CD105 (SH2), CD39, CD49¢ gibi belirteglerin MKH’nde
eksprese edildigi bildirilmistir. Bu belirteglerden bazilar1 hiicre-hiicre adezyonunda gorev

alanproteinlerdir (CD54= ICAM-1, CD 49e= a5-integrin vb.).
2.2.2. Mezankimal Kok Hiuicrelerin (MKH) In vitro Farklanma Olgtleri

1970’lerde  Friedenstein’mn  Onciiliigiindeki  ¢alismalarla MKH’nin ex vivo
olarakbiiyiitiilebildigi ve in vivo implantasyondan sonra farklanma oOzelliklerini
koruduklarigdsterilmisti. Irradiasyonda tutulan farelere yapilan MKH implantasyonundan
sonra,hiicrelerin kemik, kikirdak ve akcigerlerdeki varligi gosterilerek bu hiicrelerin
fibroblastlariveya  fibroblast-benzeri  hiicreleri {rettigi  gosterilmistir.  Farklanan  bu
fibroblastlar daha sonraakciger, kikirdak, uzun kemikler, kuyruk ve deriden tekrar izole
edilmislerdir. Insan kaynaklitMKH’nin koyun uterusuna transplante edilerek yerlestigi bolgeye
gore kondrosit, adiposit,miyosit, kardiyomiyosit ve kemik iligi stroma hiicrelerinin olusumuna
katkida bulundugugésterilmistir.*”Insan hiicrelerinin koyundaki immiinolojik tepkiye karsin
bircok dokuda 13 ay gibi bir siire boyunca varligini siirdiirdiigii gériilmiistir. Boylece ilk kez
insan kaynakli MKH’nin farkli hiicrelere doniisebilme yeteneklerinin yaninda 06zgiin
immiinolojikdzelliklerinin olabilecegi savi ortaya atilmistir. Her gecen giin daha fazla sayida
ve farklidokunun onariminda MKH’nin kullanildigina iligkin raporlar
yayinlanmaktadir.Multipotent MKH nin kiiltiir ortamlarinda kolayca ¢ogaltilabilmeleri ve ¢cok
saylda dokuserisine farklanabilmeleri, bu hiicrelerin 6zellikle doku onarimi veya gen
tedavileri gibi Kklinik baslatabilecek ve siirdiirebilecek molekiiler mekanizmalari

uyarabilmeleri kontrollii olarak sinanmalidir. Invitro ortamlardaki farklanmanin molekiiler
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mekanizmalar1 bile heniiz yeni anlasilir hale gelmistir.(ss) MKH’nin nis adi verilen
yerleskelerinden ¢ikarak farklanma uyarisi almalari karsisindaki davraniglarina iligkin kabul

goéren modellerden birisi de Baksh ve arkadaslarimin énerdigi modeldir (Sekil 2). ©®

Kok Hicre Kompartmani Kararlanmig Huicre Kompartmani

—
MKH @ & Osteoblast
(mu ltipotent) —

Prekrsér

Trlpotent) S
P’Pdeklemp @ | @ A
(:  e—
MKH o — m |
fru |I1|nnh=nﬂ @ — . Kondrosit
~— ~ \/

Huipoton c @ pmd % .
Myosit
(Multipotent) @ —

Prekorsor - Fibroblast
(Bipotent) @ e

Progenltor
(Unipotent) Farklanmig Hucreler
Transkripsiyonel degdisim Fenotipik degisim

Sekil 2. Baksh ve ark’min Onerdigi modele gb6re mezankimal kok hucrelerin
(MKH)farklanmasi: kok hiicre kompartmaninda baglar. Burasi nis bolgesi olarak bilinen
embriyonelveya eriskin dokularini olusturur. Belli uyaranlar altinda multipotent MKH’ler ilk
asimetrik(A) boélinmesiyle (siyah oklar) ©6nce kendisini yedekler; bunu yaparken
kendisinebenzemeyen prekirsorleri  Gretir ki, bu hucreler simetrik (S) sitokinezle
tripotent/bipotentprekiirsorlere donisur. Bu asamadan sonraki olaylar kararlanmis hiicre
kompartmani olarakadlandirilan doku bolgesinde gergeklesir. Mezenkimal seri hicreler 6rnek
alindiginda bundansonraki boliinmeler tipik farklanma siirecini olusturur, yani ileri dogru
farklanan hicreler bustrecin sonunda olgun birer adiposit veya kondrosit haline gelirler.
Yapilan ¢alismalar tim buslrecin geriye dogru da gidebildigini  gostermistir

(dediferansiyasyon) (ag¢ik oklar).
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Gen transkripsiyonukok hiicrenin ¢ogalma siireglerinde giderek artar. Bunun yani sira
fenotipik degisimi hemenhemen sabit kalir. Ancak farklanmanin son asamasinda fenotip
degisimi ¢ok dramatiktir vegen aktivasyonu ¢oktan aktive olmus hiicrelerde biiyiik degisimler

gozlenir.
2.2.3. Mezankimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanimlari

MKH ve MKH-benzeri hiicrelerin multipotent olmalar1 ve kiiltiir kosullarinda
kolaycagogaltilabilmelerinedeniyle ozellikle doku onarimlarindaki ve gen
tedavilerindekipotansiyelleri goz oniine alinarak 6nemleri artmistir. O nedenle, su aralar,
bircok kliniktarafindan bir dizi hastalikta denenmektedirler. Ozellikle, osteogenezis
imperfecta,metakromatik I6kodistrofi ve Hurler Sendromlu hastalardaklinik uygulamada Gmit
veren sonuglar ortaya cikmigtir. G7 Son yillarda, allojenik MKH inflizyonlar1 ve alici
uyumlulugu cok tartisilir olmustur. MKH’nin en belirgin 6zelliklerinden birisi, alicida
inflamasyonu ve immiinolojik yanitlar1 baskilamasidir. /n vitro testlerde MKH nin karisik
lenfosit tepkime testlerinde allojenik yanit gdstermedigi ve sitotoksik T-hiicreleri ve dogal
oldiirtici hiicreler tarafindan ortadan kaldirilmadigr saptanmistir. MKH’nin bu bagisiklik
diizenleyici Ozellikleri bu htcrelerin HLA tip-II reseptorleri olmamasiyla ve sitokin
salgilamasi olmamasiyla aglklanabilir.(58)Buna karsin, allojenik transplante edilen MKH’nin
farklandiktan sonra in vivo kosullarda varliklarini siirdiirebilmeleri konusundaki bilgiler heniiz
yeterli degildir. Bugiin en ¢ok calisilan alanlardan birisi de budur. Oyle gdziikmektedir ki,
yetiskin kok hiicreler, 6zellikle insan kaynaklt MKH, onarimsal tipta ve gen tedavilerinde
giderek daha dnemli hale gelecektir. Ilging olan birgok hiicresel ve molekiiler mekanizma

ortaya konduk¢ga MKH’nin klinik kullanimlar1 daha yaygin ve daha giivenli hale gelecektir.
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3.MATERYAL- METOD

Korneal hasar modelinin olusturulmasi, kok hiicretransplantasyonu, sakrifikasyon ve
eniikleasyon islemleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma
Birimi’nde yapilmistir. Immunohistokimyasal ve immunfloresan goriintiileme islemleri
Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi,
histopatolojik preparat olusturma ve inceleme islemleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir. Calisma Helsinki Bildirgesinde (2008)
deneysel arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak yiiritilmistir. Kocaeli

Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. (HAEK-2010-08)
3.1. Deneysel korneal hasar modeli olusturulmasi:

Calismada toplam 40 adet eriskin disi Wistar albino tiirii sican kullanildi. Siganlara
ketamin hidroklorid (25 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (10 mg/kg) intraperitoneal yolla
verildi ve %0,4 proparakain hidroklorid ile topikal anestezi uygulandi. Korneal hasar
olusturmak {tizere daha Once tanimlanmis deneysel model uygulandl.(sg) Tum hayvanlara
mikroskop altinda (Topcon OMS 75) kornea ust parasantralinde korneal tiinel bigagi (Beaver-
Visitec International) kullanilarak 2 mm. lik tam kat insizyon yapildi ve 1 adet 10.0 naylon
(US IOL Inc.) ile suture edildi. Her hayvanin bir goziine islem yapildi, diger gozlerine
herhangi bir islem uygulanmadi. Deneysel hasar modeli ayni cerrah tarafindan
gergeklestirildi. Olusturulan insizyon hattindan 6n kamaralarina 30 Gauge Hamilton enjektor
ile 10 pl enjeksiyon yapildi. Grup 1 (n=15) 6n kamaralarina 2x10 >/10 pl Yesil Flouresans
Protein (YFP) geni transfekte edilmis kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre transplante
edilen hayvanlar tarafindan olusturuldu. (Ki-MKH). ikinci grup (n=15) én kamaralarma 2x10
>/10 pl YFP geni transfekte edilmis yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicre (YD-MKH)
transplante edilen hayvanlarca olusturuldu. Ugiincii grubun (n=10) 6n kamaralarma 10 pl
dengeli tuz sollisyonu enjekte edildi (kontrol). Postoperatif donemde 1 hafta siprofloksasin

damla giinde 3 kez kullanildi.
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3.2.Mezenkimal kok hiicre hazirlanis::

3.2.1. Yag Doku kékenli Mezenkimal kok hicrelerin (YD-MKH ’lerin) izolasyonu ve kiiltiire

hazirlanmasi:

Wistar albino cinsi 8 haftalik erkek sicanlar genel anestezi altinda iken, gobek alti
insizyonu ile omentektomi ve perigenital ve mesane Oniinden yaklagik 2.5 gr civarinda adipoz
doku elde edildi. Elde edilen adipoz dokular, igerisinde %35 oraninda Penicilline-
Streptomycine ilave edilen kalsiyum magnezyum igermeyen Hank’s balanced salt solusyonu
(HBSS; Gibco-BRL) bulunan steril kaplara kondu. Sigan adipoz dokusundan MKH’lerin
izolasyonu igin; laboratuara gelen adipoz doku %1 oraninda penisilin-Streptomisin igeren
HBSS ile birka¢ kez yikama isleminden gegirilerek makasla lem®lik kiigiik pargalara ayrildi.
Yikama isleminden sonra dokular makas yardimiyla mins edildi ve iizerine Ca ve Mg
icermeyen HBSS ile hazirlanmis %0.075’1lik tip 1 kollajenaz soliisyonundan 5 ml koyularak
doku oOrnekleri 37°C galkalamali su banyosunda 60 dk bekletildi ve takip eden santrifiij
sonrasinda siipernatant atilip pelet 5 ml HBSS ile sulandirilarak hiicre siizgeci ile siiziildii ve
tekrar santrifiij edildi. Pelet lizerine 5 ml lysing soliisyon eklenip oda 1sinda 5 dk bekletildi.
Siire sonunda 5 ml HBSS eklenerek 1800 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Bu islem iki kez
tekrarlanip siipernatant uzaklastirildiktan sonra olusan pelet iizerine %15 oraninda FBS ve %1
oraninda penisilin-streptomisin iceren a-MEM kiltur besiyerinden 1 ml eklenip pipetaj
yapilarak 25 cm®lik kiiltiir kabina ekim yapildi. Gerekli miktarda kiiltiir besiyeri konduktan
sonra 37°C, %5 CO, ve nemli ortamda kiiltiire edildi. 48 saat sonra besiyeri degistirilerek
yiizen tiim hiicreler uzaklastirildi. Haftada iki kez besiyeri degisimi tekrarlandi. Flaskin tabani
yaklagik %80 oraninda hiicreler ile kaplaninca (konfluent) tripsinizasyon islemiyle yapisan
hiicreler kaldirtlip yeniden kiiltiire edildiler ve bu ilk pasaj (sub-kiiltiir) olarak degerlendirildi.
Bu islemler iiglincli pasaja kadar tekrarlandi ve 3. pasajin sonunda elde edilen hiicrelerin

karakterizasyon ¢aligmasina baglandi.

3.2.2. Kemik Iligi Kokenli Mezenkimal kok hiicrelerin (KI-MKH) izolasyonu ve kiltiire

hazirlanmasi:

Sican kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin izolasyonu i¢in siganlar servikal

dislokasyon yontemiyle oldiiriildii, siganlarin femurlar1 uygun steril sartlarda cikartildi.
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Femurun etrafindaki yumusak dokular ¢ikartildiktan sonra hava akimli steril kabinde uygun
kesiler yapilarak kemik iligi icerikleri L-DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low
glucose) medyum igeren petri tabaklarinda toplandi. Toplanan kemik iligi icerikleri santrifiij
edildikten sonra iki kez daha yikama isleminden gecirildi ve sonra %10 FBS, %1 penisilin-
streptomisin iceren L-DMEM’de T75 flasklarinda kiiltiire edildi (yaklasik 1.2 X 10° hiicre).
Yetmis iki saat sonra yilizen tiim hiicreler atild1 ve yeni medyum ilavesi yapildi. Haftada iki
kez olmak Uzere bu islem tekrarlandi ve flaskin tabani yaklasik %80 oraninda hiicreler ile
kaplaninca (konfluent) tripsinizasyon islemiyle yapisan hiicreler kaldirilip yeniden kiiltiire
edildi (yaklasik olarak 14-25. gilinler arasinda). Bu ilk pasaj (sub-kiltir) olarak
degerlendirildi. Bu iglemler {i¢iincii pasaja kadar tekrarland1 ve 3. pasajin sonunda elde edilen

hiicrelerin karakterizasyon ¢alismasina baglandi.

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

Sican yag dokusundan elde edilen MKH’ler kiiltiir kabina yapisma ozellikleri
sayesinde izole edildi ve yapisan hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ¢alisma siiresince zit faz
mikroskobu ile incelendi. Immunofenotipik &zelliklerin belirlenmesi igin akim sitometrik
analiz ve immiinsitokimyasal isaretleme (Immunhistokimyasal Isaretleme (IHK) ve
Immunfloresan Isaretleme (IF) ) ¢alismalar1 gerceklestirildi. Gen ekspresyonlar1 RT-PCR ile
belirlendi. YD-MKH’ler in vitro diferansiasyon kapasitelerinin belirlenmesi i¢in; adipojenik,

osteojenik, kondrojenik nérojenik ve hepatojenik farklilagmaya alindi.

Immunfenotipleme:

Akim sitometrik Analiz:

Analizler, her alt-kiiltiir islemi sonrasinda (P1’den P3’e kadar) ve FACS Calibur akim
sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilip,
hiicre sayim1 yapilarak hiicre sayisi belirlendikten sonra (yaklasik olarak 8x10° hiicre) PBS
icinde homojenize edilip belirlenen hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel fluoresan
izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)-konjuge monoklonal antikorlar (CD29, CD45,
CD54, CD90, CD106) ve uygun izotip kontrollerinden 10ul eklenerek inkiibe edildi (oda

1s1sinda-karanlikta-45 dk.). Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid igeren
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PBS) eklenerek santrifiij edilerek (5dk. 1780rpm) 400ul hiicre yikama soliisyonu ile
reslispanse edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akis sitometri cihazinda

okutuldu ve analizi BD Cell Quest TM software programi ile gergeklestirildi.
3.2.4.Hiicrelerin GFP (yesil floresan protein) ile isaretlenmesi.

Hiicrelerin GFP (yesil floresan protein) ile isaretlenmesi Neon Transfection Sistemi
(Kat. No. MPK5000, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ve 10 ul Neon Kiti (Kat. No.
MPK1096) kullanilarak gerceklestirildi. EndoFree Plazmid Maxi Kiti (Kat. No. 12362,
Qiagen, Valencia, CA, USA) kullanilarak saflastiriimis GFP genini ve hicre i¢i ekspresyonu
icin gerekli tiim yapisal 6geleri tasiyan, yiiksek kalitede, endotoksin icermeyen plazmid DNA
‘st 5 pg/ul konsantrasyonunda deiyonize su igerisinde hazirlandi. Transfeksiyon basina 10°
disecek kadar hiicreler ¢ogaltildi. Tripsin (0,25 %) yardimiyla hiicreler kiiltiir kabindan
kaldirild;, Ca** ve Mg®" icermeyen fosfat salin tamponunda (PBS)iki kez yikandi ve
"Resuspension Buffer R" tampon ¢ozeltisi ile son hiicre yogunlugu 1 ml basina 10" hiicre
olacak sekilde siispanse edildi. Transfeksiyon parametreleri daha 6nceden optimize edildigi
degerlere ayarlandi. (yag doku igin 1200 V, 40 ms; kemik iligi i¢in 990 V, 40 ms).Steril 1,5
ml mikrosantriflij tlpu igerisine transfeksiyon basina 2- 4 pg plazmid DNA ‘s1 ve
transfeksiyon basina 10 pl hiicre karistirildi.Neon Transfer Pipeti ile yavasca tip icerisine 10
pul DNA-hicre stspansiyonunun c¢ekildi ve pipet istasyonu icerisine yerlestirildi. Belirtilen
ayarlarda sistem elektrik akimini uygular. Gen aktarilmis hiicreler hemen 6nceden 1sitilmisg
serum iceren besi ortamina aktarildi. Kiiltiir kabi hiicrelerin esit dagilmasi i¢in dairesel
hareketlerle karistirildi. Hiicreler standart kosullarda ¢ogaltildi. Transformasyon sonrasinin
3’lincii giinlinde ortam degistirilerek besi ortami tazelendi. Ancak bu noktadan itibaren secici
antibiyotik (pGFP icin G418, Kat. No. 11811-098) eklendi.Kalic1 olarak gen ekspresyonu
isteniyorsa 2-3 ay (5-10 pasaj) boyunca hicreler antibiyotik direncine gore secilir.

3.3. Klinik degerlendirme:

Tiim gruplara postoperatif 1.hafta, 4.hafta ve 8.haftada mikroskop altinda 6n segment

muayenesi yapildi ve fotograflandi. Korneal haze 0-4 arasinda derecelendirildi.

Derece 0: seffaf kornea, derece 1: hafif bulaniklik, derece 2: orta derecede bulaniklik-
iris ayrintilar1 secilebiliyor, derece 3: agir derecede bulanik-iris ayrintilar1 se¢ilmiyor, derece

4: total opasite olacak sekilde skorlama yapildi.
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Ki-MKH grubunda 4 nolu denekte katarakt ve én segment inflamasyonu gelismesi,
YD-MKH grubunda 3 nolu denekte fitizis gelismesi {izerine deney kapsami digina alinip
sakrifiye edildiler.

3.4.In vivo Konfokal Goriintiileme:

Postoperatif 8. haftada sakrifikasyon 6ncesi genel anestezi altinda in vivo konfokal
kornea goriintiilemesi yapildi. Bu islem icin Heidelberg Retinal Tomograph- HRT-3 Rostock
Kornea Modil (HRT3- Heidelberg Engineering Inc., Germany) kullanildi.Objektif baslig
Uzerine immersiyon amach Viscotears jel (Novartis Saglik, Gida, Tarim diriinleri A.S)
damlatildi. Topikal anestezi sonrasi deneklerin korneal konfokal goriintiilemesi yapildi.
Epitelden baslanarak endotele kadar goriintii serileri alindi. Anterior ve posterior keratosit
dansitesi (hiicre/mm?2) ve stromal kalinlik (M) 6lgiildii. Stromal kalinlik 6lgiimii, bazal epitel
tabakasindan endotele kadar olan mesafenin 3 farkli alandan yapilan Sl¢limiiniin ortalamasi
alinarak yapildi. Anterior Keratosit dansitesi (AKD) o6l¢imi igin bazal epitelden sonra
keratositlerin en net se¢ildigi kesit alinarak keratositler manual olarak sayildi ve cihazin
donaniminda bulunan program sayesinde otomatik olarak mm? basina diisecek hiicre seklinde
hesaplandi. Posterior keratosit dansitesi (PKD), endotelden once keratositlerin en net secildigi

kesit alinarak AKD de anlatildig: gibi 6l¢iildii.
3.5. Sakrifikasyon ve doku temini:

Sekiz haftalik deney siiresi sonunda denekler eter inhalasyonu ile sakrifiye edildi.
Globlar eniiklee edildi ve kornealar1 diseke edildi. KI-MKH grubundan rastlantisal segilen 4
kornea, YD-MKH grubundan rastgele secilen 4 kornea ve kontrol grubundan rastgele secilen
4 kornea, RNA analizi i¢in PBS igerisine alindi. Kalan kornealar % 4'lik paraformaldehit
icinde tespit edildi. Vertikal kesitler alinarak formalin, alkol ve ksilenden gegirilerek parafine

gomiildii ve 5 mikron kalinliginda kesitler alindu.
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3.6. Histopatolojik degerlendirme:

Hematoksilen-Eozin ile boyanarak mikroskop altinda inceleme gerceklestirildi. Her
bir preparat inflamasyon siddeti ve fibroblastik aktivite yoniinden degerlendirildi.
Inflamasyon siddeti 0-3 arasinda derecelendirildi. 0: inflamasyon yok, 1: zayif ve fokal
inflamatuar aktivite, 2: kuvvetli ancak fokal inflamatuar yanit 3: yaygin ve kuvvetli
inflamasyon olarak skorlandi. Fibroblastik aktivite 0-3 arasinda derecelendirildi. 0: normal, 1:
hafif fibroblast artis1 ve polarite kaybi yok, 2: orta derecede fibroblast artisi ve polaritede hafif
kayip, 3: belirgin ve yaygin fibroblast artis1 ve belirgin polarite kaybi olarak skorlandi.

3.7. immunohistokimyasal calismalar:

Immunofloresan calismalarda, parafin kesitler deparafinizasyon isleminden sonra
diduklu tencerede antijen retrieval islemi icin 30-45 dk citrate buffer igerisinde kaynatildi.
Parafin kesitlerde antijen retrievaldan sonra blok serumlarla 30 dk inkiibe edildi, daha sonra
uygun diliisyonlarda hazirlanan primer antikorlarla +4 de bir gece bekletilen parafin kesitler
yine uygun diliisyonlarda hazirlanan FITC ve TR isaretli sekonder antikorlarla 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonar paraffin kesitler UltraCruz™ Mounting Medium (sc-249414),6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile kapatilip Leica DMI 4000 Microsystems floresan
mikroskobunda analiz edilip gorintulendi (Negatif kontroller igin, ayn1 yontem uygulanmis

fakat primer antikor yerine PBS kullanilmistir).

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

Immunofloresan ¢alismalarla Keratocan (sc-33244), ALDH (sc-166302) ve CD34 (sc-
7045) primer antikorlartyla ve bu antikorlara uygun floresan isaretli sekonder antikorlar ile
deney ve kontrol gruplar1 boyanarak Keratocan, ALDH ve CD34 pozitif hiicre tesbiti yapildi.
GFP pozitif hucrelerin gézlemlenebilmesi igin GFP antikoru (sc-9996) ile de ikili boyamalar
yapilarak hem Keratocan, ALDH, CD34 hem de GFP pozitif hiicreler tespit edildi.

3.9. Gen ekspresyon ¢alismalari (Real Time PCR):

Doku diizeyinde inflamasyon degisimlerinin gen diizeyindeki analizi igin gergek
zamanli-PCR yontemi kullanildi. TGFB1, IL12B, IL-6R ve TNF genlerinin ekpresyon
diizeylerindeki degisimler incelendi. Bu amagla, kemik iligi ve adipoz doku kaynakli kok
hiicre verilen gruplar ile kontrol gruplarindan aliman kornea dokularindan total RNA

izolasyonlar1 RNA Izolasyon Kiti (High Pure RNA Isolation Kit; Roche,
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Mannheim,Germany) ile gerceklestirildi. Izolasyondan sonra RNA konsantrasyonu picodrop
spektrofotometre ile Olcilerek ve 0,5 pg total RNA olacak sekilde cDNA’ya (Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthesis Kit; Roche, Mannheim, Germany) cevrim gerceklestirildi.
Hedef genlerin amplifikasyonunu UPL (Universal Probe Library) tagman hidroliz problarin
kullanimiyla LightCycler 480-11 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland) gercek-zamanli
kantitatif PCR cihazinda esit miktarda cDNA kullanilarak gergeklestirildi. Hedef gen ve ona
uygun secilmis olan referans genler ayn1 kuyucuklarda ¢ogaltildi. Primer ve problar Uretici
firmanin 6nerdigi sekilde daha 6nceden standardize edildigi gibi kullanildi. PCR kosullari;
95°C’de 10 dakika inkiibasyon, takibinde 45 siklus 95°C’de 10 saniye, 60°C’de 30 saniye ve
72°C’de 1 saniye seklinde uygulanmistir. Sonuglar Light Cycler yazilimiyla (version 4) seri
diliisyonla, bilinen konsantrasyonlarda hazirlanmis standartlara ve (PCR etkinligi 1.85 - 2.0
arasindaki degerler kullanilarak) ACTB ile GAPD referans genlerine gore normalize edildi.
Grafiklerde relatif mRNA ekspresyonlar1 referans genlere gore hazirlanmis ve

degerlendirmeler kontrol gruba gore yapilmstir.

3.10. istatistiksel analiz:

Klinik ve patolojik verilerin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) programu ile yapilmistir. Analizler Kruskal-Wallis yontemiyle gerceklestirilmistir. in
vivo konfokal mikroskopik veriler bagimsiz T testi ile degerlendirilmistir.
Immiinohistokimyasal veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler icin Newman—Keuls metodu ile
test edilmislerdir. Her deney en az (¢ kez tekrar edilmistir. Deney ve kontrol gruplari
arasindaki fark p<0,05 oldugunda anlamli ve p<0,01 oldugunda olduk¢a anlamli olarak ifade

edilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1.YD- ve KI-MKH’lerin Karakterizasyonu

4.1.1. Akim sitometrik Analiz

Akim sitometri aygitinda pasaj 3’deki Ki- ve YD-MKHlIerinin karakterizasyon
calismalarinda hiicrelerin MKH’lere 6zgiin CD29, CD54, CD90 ve MHC class 1 belirteglerini

eksprese ederken hematopoetik hicrelere ait CD45 ve MHC class 2 belirteclerini eksprese

etmedikleri saptanmistir (Sekil 3).
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Sekil 3: Sigan yag ve kemik iligi dokularindan elde edilen MKH’lerin immunofenotipik
ozelliklerinin belirlenmesi icin akim sitometrik analiz ¢aligsmalar1 gergeklestirildi. MKH’lere
0zgu belirteclerin (CD29, CD54, CD90 ve MHC smif I) yiiksek oranda eksprese oldugu
belirlendi. Hematopoetik hiicrelere 6zgu belirteclerin ise yok denecek kadar az ekspresyonu
oldugu go6zlendi (CD45, MHC simf II).
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4.2. Klinik degerlendirme:

Ki-MKH grubunda 4 nolu gézde katarakt ve 6n segment inflamasyonu gelistigi i¢in
calisma kapsami disinda birakildi, 14 denek g¢alismayi tamamladi. Postoperatif 1. haftada
yapilan 6n segment muayenesinde dokuz gozde kornea opasite derecesi 2, bes gozde ise 3
olarak degerlendirildi. Postoperatif 4.haftada deneklerden ikisinde ilk muayeneye gore
korneal opasitenin azaldigi, birinde ise artis oldugu goriildii. Yapilan skorlamada iki gozde
opasite derecesi 1, yedi g0zde 2, bes gozde ise 3 oldugu goriildii. Postoperatif 8.haftada
sakrifikasyon oncesi yapilan korneal opasite skorlamasinin 4.hafta muayenesiyle ayni oldugu

goralda.

YD-MKH grubunda 3 nolu gbzde fitizis gelismesi {izerine deney kapsami disinda
birakildive 14 denek ¢aligmayi tamamladi. Postoperatif 1. hafta yapilan muayenede on gozde
korneal opasite derecesi 2, dort gozde ise 3 olarak derecelendirildi. Dordiincii haftada yapilan
muayenede, 4 denekte korneal opasitede azalma oldugu goriildii. Dort gozde 1 derece opasite,
yedi gozde 2 derece opasite, li¢ gdzde ise 3 derece opasite saptandi. Sekizinci haftada yapilan
muayenede, korneal opasitede, dordiincii haftaya gore herhangi bir degisiklik izlenmedi
(Grafik 1).

Kontrol grubunda 10 denek calismayi tamamladi. Postoperatif 1. haftada yapilan
korneal opasite derecelemesi dokuz denekte derece 2, bir denekte derece 3 olarak
degerlendirildi ve takip siiresince 2 denekte opasite skoru artarken, 1 denekte azalma oldugu

saptandi (Grafik 1).
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Grafik 1. Korneal opasite skorlamasi ( y ekseni denek sayisini gostermektedir.)

Korneal opasite bakimindan gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda aralarinda anlamli
bir farklilik saptanmadi (p=0.49). Ancak, birinci, dordiincii ve sekizinci haftada yapilan
muayenelerde korneal opasite skorlamasinda kontrol grubunda 1 gozde azalma olurken, Ki-
MKH grubunda 2 gdzde, YD-MKH grubunda ise 4 gézde 4. haftada yapilan muayenede 1.
haftaya gore korneal opasite derecesinde azalma oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde 1.hafta ve 4. haftadaki korneal opasite derecesindeki degisiklik tim
gruplarda anlamli olarak bulunmustur. (p=0.00) (Resim 1)
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Resim 1. Deneklerin cerrahi islemden 1 ve 8 hafta sonraki dijital fotograf makinesi ile
alinmis 6n segment fotograflari izlenmektedir. YD-MKH (A), Ki-MKH (C) ve kontrol (E)
gruplaridan alinmis postoperatif 1.hafta gortintiler izlenmektedir. YD-MKH (B), Ki-MKH
(D) ve kontrol (F) grubundan alinmis postoperatif 8. hafta fotograflari gozlenmektedir.

4.3. in vivo Konfokal Gériintiileme:

KI-MKH grubunda tespit edilen ortalama stromal kalmlik 130.1u 6lctlmiistiir.On
stromada daha fazla, posterior stromada daha seyrek olmak Ulzere inflamatuar htcrelerin
yerlesim gosterdigi saptanmistir. AKD 135,5 £ 8 hiicre/ mm?, PKD 117+14 hiicre/ mm?
Ol¢iildii. (Grafik 2) Hem AKD hem PKD 6l¢iimii kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak oldukca anlamli derecede yiikseklik gosterdigi goriildi. (p=0.000 ve
p=0.002)

YD-MKH grubunda ortalama stromal kalinlik 139.3p 6l¢ulmiistiir. inflamatuar hiicre
yogunlugu ve stromal hiicre paterninin Ki-MKH ile benzer 6zellikte oldugu, endotel
tabakasinin normal oldugu goriilmiistir. AKD 135 * 15 hicre/ mm?2 , PKD 139+ 11 hcre/
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mm? Olgiildii. (Grafik 2) Kontrol grubu ile karsilastrildiginda keratosit dansitesinin hem
anterior stroma hem posterior stromada istatistiksel olarak oldukga anlamli diizeyde yiiksek
oldugu dlgiildii. (p=0.000 ve p=0.000)

Kontrol grubunda ortalama stromal kalinhik 128.1 p saptanmistir. On stromada
yerlesim gosteren inflamatuar hiicrelerin  kontrol grubunda daha yogun bulundugu
gozlenmistir (Resim 2,3,4). AKD 85,7 + 23 hucre/ mm? , PKD 89,6+ 14 hiicre/ mm? 6lguldu.
(Grafik 2)

YD-MKH grubu ve KI-MKH grubu AKD agisindan birbiriyle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p= 0,936). PKD dl¢iimiinde ise YD-MKH
grubunun Ki- MKH ye gore anlamli derecede yiikseklik gosterdigi goriilmiistiir (p=0,003)
(Grafik 2).

Ortalama stromal kalinlik bakimindan tiim gruplar karsilastirildigindaistatistiksel

anlamli farklilik bulunmamuistir (p=0.8).
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Grafik 2. Anterior ve posterior stroma keratosit dansite degerleri
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Resim 2. Anterior stromanin konfokal mikroskopi ile alinmig goriintiileri, kirmizi oklar inflamatuar
hiicre infiltrasyonunu gostermektedir. (A) normal rat, (B) YD-MKH grubu, (C) Ki-MKH grubu, (D)
kontrol grubuna ait goruntiler izlenmektedir.

Resim 3. Posterior stromanin konfokal mikroskopi ile alinmig goriintiileri, kirmizi oklar inflamatuar
hiicre infiltrasyonunu géstermektedir.(A) normal rat, (B) YD-MKH grubu, (C) KI-MKH grubu, (D)
kontrol grubuna ait goruntler izlenmektedir.
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Resim 4. Konfokal mikroskopi ile alinmis endotel goruntileri.(A) normal rat, (B) YD-MKH
grubu, (C) Ki-MKH grubu, (D) kontrol grubuna ait goriintiiler izlenmektedir.

4.4. Histopatolojik degerlendirme:

Ki-MKH grubunda dért denekte derece 0, dort denekte derece 1, iki denekte derece 2
inflamatuar aktivite goriildii. Ortalama inflamasyon skoru 0.8 idi. Dort denekte derece 1, altt
denekte derece 2 fibroblastik aktivite saptandi. Ortalama fibroblastik aktivite skoru 1.6 idi.
Kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda inflamasyon siddeti ve fibroblastik aktivite yoniinden

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir ( p=0,93 ve p=0,80)(Resim 5)(Tablo 1).

YD- MKH grubunda inflamatuar aktivite iki denekte derece 0, alt1 denekte derece 1 ve
iki denekte derece 2 ve ortalama 1 olarak saptandi. Fibroblastik aktivite dort denekte derece 0,
bes denekte derece 1, bir denekte derece 2 ve ortalama olarak 0.7 saptandi.Kontrol grubuna

gore istatistiksel anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0,33 ve p=0,62)(Resim 5)(Tablo 1).

Kontrol grubunda ise iki denekte inflamasyon derecesi 0, dort denekte derece 1 ve
ortalama 0.6 idi.Fibroblastik aktivite ise i¢ denekte derece 0, U¢ 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

ortalamalari

Ki-MKH YD-MKH KONTROL
INF. AKTIVITE 0.8 (P:0.93) 1.0 (P:0.33) 0.6
FIBRO. AKTIVITE 1.6 (P: 0.80) 0.7 (P:0.62) 0.5

Resim 5. Histopatolojik kesit gorunttleri. Normal rat korneal kesiti, epitelyal yiz Usttedir (A),
YD-MKH grubundan inflamasyon ve fibroblastik aktivite skoru 1 olan denege ait kesit (B),
Ki-MKH grubundan inflamasyon skoru 1, fibroblastik aktivite skoru 2 olan denege ait kesit
(C), kontrol grubundan inflamasyon ve fibroblast aktivitesi 1 olarak skorlanan denege ait kesit
(D) izlenmektedir.
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4.5. Parafin kesitlerde GFP, Keratocan- ALDH ve CD 34 ekspresyonu:

Yesil floresan ile isaretlenmis kemik iligi ve yag doku kaynakli kdok hiicrelerin
transplante edildigi KI-MKH ve YD-MKH gruplarinin her ikisinde de mikroskopik
incelemede isaretli hiicrelerin stromada ayrica epitel ve damar endotelinde de yerlestigi
goriildi. KI-MKH ve YD-MKH gruplari  yerlesen hiicre sayilar1  bakimindan
karsilastirildiginda YD-MKH grubunda hiicre sayisinin daha fazla oldugu ancak farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p=0.276) (Grafik 3).
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Grafik 3 : ALDH, Keratocan, CD34 ve GFP eksprese eden hiicre oranlarini gosteren grafik.
Ki-MKH ve YD-MKH gruplarinda bu belirtegleri eksprese eden hiicre oranlar1 kontrol
grubuna oranla belirgin sekilde artmistir (* p<0.05 veya ** p<0.01).

Immunohistokimyasal ¢alismalarla degerlendirilen keratocan ekspresyonunun Ki-
MKH ve YD-MKH grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiikseklik gosterdigi ( p=0.02 ve p=0.035), ancak iki grup arasinda anlamli diizeyde farklilik
olmadigi gorildi (p=0.7) (sekil 4).
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Sekil 4: Deney gruplarina ait parafin kesitlerde keratocan ekspresyonu izlenmektedir. YD-
MKH ve KI-MKH gruplarinda ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna oranla belirgin
sekilde artmis oldugu gozlenmektedir (p<0,05). (mor oklar, stromadaki yerlesimi; sar1

oklar epiteldeki yerlesimi gostermektedir.)

Benzer sekilde aldehid dehidrogenazin da kontrol grubuna gére Ki-MKH ve YD-
MKH gruplarinda yiiksek diizeyde eksprese edildigi goriildii (p=0.005, p=0.012) ancak Ki-
MKH ve YD-MKH gruplart birbirleriyle karsilastirildiginda anlamli farklilik saptanmadi
(p=0.94) (sekil 5).
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Sekil 5: Deney gruplarina ait parafin kesitlerde ALDH ekspresyonu izlenmektedir. YD-MKH
(p<0,05) ve KI-MKH (p<0,01) nakledilen gruplarda ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna
oranla belirgin sekilde artmis oldugu gozlenmektedir. (mor oklar, stromadaki yerlesimi; sari
oklar epiteldeki yerlesimi, beyaz oklar damar endotelindeki yerlesimi gostermektedir.)

Ayrica 1yi bilinen bir keratosit markerr olan CD 34 antikoru ile immun boyama
yap11d1.(60’61) Transplant gruplarmda (KI-MKH ve YD-MKH) kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde pozitiflik saptanirken ( p=0.005 ve p= 0.029) iki grup arasinda anlamli farklilik
gorilmedi (p=0.84) (Sekil 6).
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Sekil 6: Deney gruplarina ait parafin kesitlerde CD34 ekspresyonu izlenmektedir. YD
(p<0,05) ve Ki-MKH (p<0,01) nakledilen gruplarda ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna
oranla belirgin sekilde artmis oldugu goézlenmektedir. (mor oklar, stromadaki yerlesimi
gostermektedir.)

4.6. Gen ekspresyon ¢alismalar: (Real Time PCR):

Tiimér nekroz faktdr (TNF): Inflamatuar etkinligi arttiric fonksiyonu en belirgin olan
sitokindir.YD-MKH ve Ki-MKH gruplarinda TNF geninin ekspresyonunda kontrol gruplarina
gore yaklasik iki kat diisiis gozlenmistir. (Grafik 4)

Interlokin 6 reseptorii (IL-6R): 1L-6 baslica T hiicre ve makrofajlar tarafindan salman
proinflamatuar bir sitokindir. Stromal meltinge sebep olabilen nétrofil infiltrasyonuna liderlik
eder. ®? Etkisini membrana baglanan (IL-6R) ve serbest tip (IL-6 soluble) olmak iizere iki
tipte bulunan reseptorleri tzerinden gostermektedir. IL-6 diizeyi arttik¢a, IL-6R duzeyi de

artmaktadir.

IL-6R gen ekspresyon diizeylerine bakildiginda Ki-MKH grubunda yaklasik 4 kat,
YD-MKH grubunda ise yaklasik 2 kat, kontrol grubuna gore azalma saptanmistir.(Grafik 5)
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Interlokin 12b (IL-12b): T hicreleri ve natural killer (NK) hicreler (izerinde

proinflamatuar etki géstermektedir. YD-MKH uygulanmis dokuda ekspresyonu 8 kat azalma

gostermistir. Ki-MKH grubunda da kontrol grubuna gore daha az eksprese edildigi

saptanmistir (Grafik 6).

Transforming growth faktor beta (TGF-B1) : immunosupresyon etkinligi bilinen bir

sitokindir. Stromal yara iyilesmesinde miyofibroblast doniisimi ve skar gelisimindeki roli

tanimlanmistir. Kontrol grubuna gore, Ki-MKH grubunda ekspresyonu fazla iken YD-MKH

grubunda ekspresyonu azalmistir. (Grafik 7).
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Grafik 4. TNF ekspresyon diizeyi
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Grafik 5. IL-6 reseptor ekspresyon diizeyi
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Grafik 6. IL-12b ekspresyon diizeyi
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Grafik 7. TGF-B1 ekspresyon diizeyi
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5. TARTISMA:

Korneanin travma sonrasit ya da enfeksiyon nedeniyle olan yara iyilesmesi sirasinda,
mezenkimal kokenli stromal hiicreler olan keratositler aktive olurlar, dendritik morfolojilerini
kaybederek fibroblast ya da myofibroblastlara déniisiirler.*>'® Sonuc olarak ALDH ve
keratan siilfat sentezi azalir korneal seffaflik kaybedilir.(”’lg) Korneal skar gelisen durumlarda
gorme fonksiyonunun yeniden saglanabilmesi i¢in gereken islem kornea naklidir. Hiicre
temelli tedaviler son yillarda her alanda yogun olarak calisilan ve kornea nakline de alternatif

saglayabilecegi diisiiniilen tedavi yontemleri arasindadir.

Literatiirde korneal hasar modellerinde kok hiicrelerin etkisi lizerindeki ¢aligsmalarin
cogunlugunu deneysel korneal alkali yanik ve limbal kok hiicre yetmezligi modelleri
olusturmaktadir. Sistemik ve ya subkonjonktival yolla verilen ya da amnion zarina ekilerek
implante edilen mezenkimal kok hiicrelerin epitel hiicrelerine diferansiye oldugunu ve klinik
olarak epitelizasyonu arttirdigini gosteren calismalar meveuttur. ©% Ayrica persistan epitel
defekti olan bir hastada topikal kullanilan yag doku kaynakli MKH lerin epitelizasyonu

sagladig1 bir olgu rapor edilmistir.©®

Kornea stromal hasar modeli olarak lumican gen defekti olusturularak korneal
bulaniklik yaratilan fareler tizerinde kok hiicre verilerek yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Du ve
arkadagslar1 insan kornea stromal kok hiicrelerini, Liu ve arkadaslari ise umblikal kord
kaynakli kok hiicreleri intrastromal enjeksiyon yontemiyle transfer etmisler ve korneal
opasitenin azaldigini bildirmislerdir. 6768 Arnalich-Montiel ve arkadaslar1 ise excimer laser
ablasyon yontemiyle korneal hasar olusturduklar1 tavsan modelinde yag doku kaynakli kok
hiicreleri korneal flep altina transfer etmisler ve 8 haftalik takipte korneal hazede degisiklik

saptanmadigini bildirmislerdir. (9)

Bu ¢alisma, olusturulan hasar modeli ve kok hiicre transferinde kullanilan 6n kamara
enjeksiyonu yontemi agisindan, literatiirdeki kornea hasar modellerinde gergeklestirilen kok
hiicre uygulamalarma iligkin ilk ¢alismadir. Yaptigimiz bu ¢alismada postoperatif 1.haftada
yapilan klinik muayene ile 4.hafta yapilan klinik muayene karsilastirildiginda YD- MKH
grubunda 4 denekte, Ki- MKH grubunda 2 denekte korneal opasite skorunda azalma tespit
ettik. Buna karsin kontrol grubunda 1 denekte korneal opasitede azalma gorildii.

Mezenkimal kok hiicre enjeksiyonu yapilan her iki grupta da kornea opasitede azalma
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saptanan denek sayisi, kontrol grubundan fazla olarak tespit edildi. Kontrol grubunda 1
denekte opasite artis1 olmasina ragmen mezenkimal kok hiicre enjeksiyonu yapilan gruplarda
hicbir denekte korneal opasite skorunda artis goriilmedi. Ancak gruplar arasinda korneal

opasite skorunda gorulen bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli saptanmadi.

Yapilan in vivo konfokal mikroskopi sonucunda kok hiicre transplante edilen her iki
grupta da hem anterior stromada hem posterior stromada keratosit sayilarinin kontrol grubuna
gore anlamli derecede artmis oldugu bulundu. Literatiirdeki kornea modellerinde
gerceklestirilen kok hiicre caligmalarinda in vivo konfokal mikroskopi ile stroma kalinliginin
degerlendirildigi caligmalar mevcuttur. Ancak keratosit sayisinin degerlendirildigi calisma
mevcut degildir. Bu ¢alisma in vivo konfokal mikroskopi ile k6k hucre transplante edilen
gruplarda keratosit sayisinin arttiginin gosterildigi literatiirdeki ilk calisma olma &zelligini

tasimaktadir.

Yapilan immunflouresan mikroskopik incelemede, flouresan protein ile isaretlenmis
olarak &n kamaraya nakledilen kok hiicrelerin hem Ki- MKH grubunda, hem YD- MKH
grubunda stroma igerisinde yerlesmis oldugu ve 8 hafta sonunda halen yasadigi gosterilmistir.
Bu sonuc kok hicrelerin 6n kamaraya enjekte edilmesi yonteminin korneal yaralanmalarda
korneaya kok hiicre transferi i¢in uygun bir yontem olabilecegini gostermistir. Kok hiicrelerin
klinik kullanimi yayginlastiginda 6n kamara enjeksiyonu yontemiyle kok hiicre transferinin
kolay uygulanabilirligi ve komplikasyonunun ¢ok nadir olmasi gibi sebeplerle tercih edilebilir

oldugunu diistinmekteyiz.

Hiicre temelli tedavilerde verilen hiicrelerin konak dokusu hiicrelerine doniisiimiinii
degerlendirmek 6nem arz etmektedir. Keratocan, keratositlerce sentezlenen bir keratan stlfat
proteoglikandir  ve  keratosit  spesifik  marker olarak  kabul edilmektedir.*?
Immunohistokimyasal incelemede yerlesen kok hiicrelerin stromaya spesifik ekstraselliiler
matriks protein olan keratocan eksprese ettigi hem Ki- MKH grubunda, hem YD- MKH
grubunda gosterildi. Kontrol grubu ile keratocan eksprese eden hiicre sayilar
karsilastirildiginda hem KI-MKH hem YD-MKH grubunda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artis saptandi. Ki- MKH ve YD- MKH gruplarmin her ikisinde de keratosit spesifik
belirte¢ olan ALDH ekspresyonu kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede
pozitif bulundu. Benzer sekilde keratosit belirteci olarak kullanilan CD 34 antikoru ile yapilan
immun boyama sonucunda Ki- MKH ve YD- MKH grubunda kontrol grubuna gore anlamli

derecede pozitif boyanma saptandi. iImmunohistokimyasal incelemelerle ortaya konan bu
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veriler stromaya yerlesen kok hiicrelerin stroma hiicrelerine spesifik kabul edilen bazi
belirtecleri sentezleyebildiklerini gostererek, verilen bu hiicrelerin konak dokusuna ait bazi

ozellikleri kazandigini bir anlamda fonksiyonel keratositlere doniistiiglinii gdstermektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik yarart konusunda konak dokuya doniisebilme
yetenegi disinda, ulastigi dokudaki parakrin faktorlerin etkisiyle farkli molekiiller sentez
edebilme &zelligi {izerinde durulmaktadir. In vitro ortamda yag doku kaynakli kok hiicrelerin
keratocan ya da ALDH sentez etmedikleri goriilmiistiir. Bu proteinlerin ekspresyonu korneal
stromal mikrogevrenin etkisi altinda olmaktadir. Ayrica Arnalich-Montiel ve arkadaslarinin
calismasinda bu proteinlerin saglam korneaya transfer edilen yag doku kaynakli MKH ler
tarafindan sentez edilmedigini, kornea ablasyon modelinde transfer edilen MKH lerin
keratocan ve ALDH sentezleyebilme kapasitesi kazandigi gosterilmistir. Bu sonuglar, yara
iyilesme ve inflamasyon siirecinde ortamdan salinan ¢esitli faktdrlerin kok hiicrelerin hangi

fonksiyonlar {istlenecegi konusunda belirleyici oldugunu diisiindiirmektedir.

Kok hucrelerin inflamasyon uzerindeki etkileri degiskenlik gostermektedir. Nakledilen
dokuda bu hiicrelerin inflamasyonu arttirict ya da baskilayici yonde hareket etmesini
belirleyen de yine mikrogevre ve parakrin etkilerdir. Yara iyilesmesi i¢in inflamasyonun
baslamasi ne kadar 6nemliyse mikrogevreden gelen sinyallerle inflamasyonun sonlandirilmasi
da esit derecede Onemlidir. Uzamis inflamasyon ve buna bagli baslayan fibroblastik
proliferasyon her doku i¢in yara iyilesmesinin skarla sonlanmasina neden olmaktadir. MKH
lerin inflamasyon Uzerindeki etkileri ortamdan ortama farklilik gosterir. Ortamda interferon-
gama (IFG) diisiik miktarda bulunuyorsa MKH ler proinflamatuar sitokin sentezini arttirirken,
IFG yiiksek miktarda bulunuyorsa anti-inflamatuar sitokin sentezini arttirirlar. ' Keratoplasti
yapilan ratlar iizerinde sistemik yolla verilen MKH lerin kornea greft reddine olan etkisinin
degerlendirildigi bir ¢aligmada postoperatif verilen MKH lerin greft sagkalim siiresini
arttirdig1 tespit edilmistir. Preoperatif ya da rejeksiyon sonrasi verildiginde ise etkisinin

olmadig1 gosterilmistir. ()

Bu calismada gercek zamanli PCR yontemiyle degerlendirilen TNF, IL-6R, IL-12b
gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun kok hiicre nakli yapilan her iki grupta da
kontrol grubuna gore azalmis oldugunu tespit ettik. Bu sonug, penetran kesi yapilan kornea
modelinde transplante edilen YD- ve Ki- MKH lerin anti-inflamatuar etkinlige sahip
oldugunu gostermektedir. Yine ayni yontemle degerlendirilen TGF-beta nin stromal yara

iyilesmesindeki rolii belirgin olarak tanimlanmistir. Stromal yara cevabi olarak ortaya c¢ikan
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fibroblastlarin korneal skar gelisiminden sorumlu myofibroblastlara doniisimii TGF- beta
diizeyine bagimlidir. TGF- beta diizeyinin artis1 fibroblastlarin myofibroblastlara doniistimii
ve skar gelisimi ile sonuglanirken TGF-beta nin azalmasi myofibroblastlarin apopitozisine
neden olmaktadir."”>"?YD-MKH grubunda TGF- beta ekspresyonunun Ki-MKH ve kontrol
grubuna gore azalmis oldugu tespit edilmistir. Bu veriler, klinik olarak opasite skorunun
azaldigi en fazla denek sayisinin YD-MKH grubunda olmasinin TGF-beta iligkili
olabilecegini diisiindliirmektedir. Ancak bu iliskinin daha agik olarak ortaya konabilmesi i¢in

daha genis denek grubuna ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calisma, kornea iizerinde yapilan mezenkimal kok hiicre ¢alismalar1 konusunda iki
farkli kokenli MKH lerin karsilastirildig literatiirdeki ilk ¢aligmadir. Calismamizda yag doku
ve ya kemik iliginden elde edilen MKH ler arasinda gerek klinik iyilesme yoniinden, gerek
keratosit fonksiyonel belirteclerini sentezleyebilme ve anti-inflamatuar etkinlik bakimindan
anlamli farklilik saptanmamistir. Etkinlik yoniinden farki goriilmeyen bu iki dokudan elde
edilme kolaylig1, miktar olarak fazla olmasi ve proliferasyon yeteneginin daha iyi olmasi gibi
sebeplerle yag doku klinik arastirma ve uygulamalarda daha elverisli kok hiicre kaynagi

olabilir.

Her iki grupta da on kamaraya nakledilen mezenkimal kok hicrelerin stromaya
yerlestigi ve matiir keratosit fonksiyonu kazandigi immun histokimyasal olarak gosterilmesine
ragmen optik seffaflik kazanilmasinda yeterli katki saglamamis oldugunu gordiik. Arnalich-
Montiel ve arkadaslarimin ¢alismasinda da bizim calismamiza benzer sekilde verilen kok
hiicrelerin stromada yerlestigi ve fonksiyonel keratosit Ozelligi kazandigi gosterilmesine
ragmen korneal bulaniklik acisindan kontrol grubuna gore farklihik saptanmadigi rapor
edilmistir. Biz bu sonugla iliskili olarak ekstraselliiler matriksin organizasyonu ve kollajen
matiirasyonu i¢in gecen siirenin yetersiz olabilecegini ve ya transfer edilen tek doz
mezenkimal kok hiicrenin stromanin yeniden sekillendirilmesinde yetersiz kalmis
olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica, korneal seffaflik i¢in gerekliligi kabul edilen keratocan,
aldehid dehidrogenaz gibi markerlar transfer edilen tiim hiicreler tarafindan sentez edilmiyor

olabilir, ya da bunlardan baska fonksiyonel markerlar mevcut olabilir.

Sonug olarak, elde ettigimiz veriler 1s181nda, her ne kadar miikemmel optik seffafliga
ulasamamis olsak da, keratosit yerini alabilecek, elde edilmesi ve ¢ogaltilmasi kolay hiicre
kaynagi tespit ettigimizi diisliniiyoruz. Stromal incelmeyle seyreden dejeneratif hastaliklarda,

stroma kaybina yol acan travmalarda, enfeksiyon ya da immun yanita bagli stromal hasar olan
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durumlarda keratosit yerine gecebilecek bu hiicre kaynaklar1 c¢ok degerlidir. Ozellikle
antiinflamatuar 6zelliklerinin de katkisiyla enfektif-inflamatuar hasarla seyreden sureclerde
kullanim1 olduk¢a uygun goéziikmektedir. Yag doku ve kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin seffaf korneal yara iyilesmesinde katki saglayabilecegi ancak farkli doz rejimleri,
farkli uygulama siireleri, tekrarlayan enjeksiyonlarla yapilmis, daha uzun takip siireli

caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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OZET
DENEYSEL PENETRAN KORNEA YARALANMASI OLUSTURULAN
RATLARDA YAG DOKU VE KEMIK ILiGI KAYNAKLI KOK HUCRE
TRANSPLANTASYONUNUN STROMAL YARA IYILESMESINE
ETKISININ INCELENMESI

AMAC: Korneal stroma hasarinin skarla iyilesmesi beklenen dogal siireci lizerinde
kok hiicre naklinin etkilerini fonksiyonel ve yapisal parametreler kullanarak aragtirmak

YONTEM: Penetran kornea yaralanmasi olusturulan 40 adet Wistar rat 3 gruba
ayrilmistir. Grup 1 (n=15)’deki hayvanlarin 6n kamaralarina Yesil Flouresans Protein geni
transfekte edilmis kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre (2x10°/10 pl), grup 2
(n=15)deki deneklere adipoz doku kaynakli kok hiicre (2x10%/10 ul) ve son gruba (n=10) esit
hacimde dengeli tuz soliisyonu enjekte edildi. Post-op 1. haftada biyomikroskopik olarak
korneal haze derecelendirildi. Deney sonunda (8 hafta) biyomikroskobik muayene, konfokal
mikroskopi ve histopatolojik inceleme yapildi. Immunoflouresans boyanmis kesitlerde
nakledilen hiicrelerin dokuya yerlesimleri degerlendirildi. Keratocan, aldehid dehidrogenaz ve
CD 34 ekspresyon diizeyleri i¢in immun boyamalar yapildi. TNF, IL-6R, IL-12b, TGF beta
diizeylerine bakildi.

SONUCLAR: Immunoflouresans boyama ile YFP+ kok hiicrelerin  kornea
stromasinda yerlestikleri saptanmistir. Aldehid dehidrogenaz, keratocan ve CD 34
ekspresyonunun kok hiicre enjeksiyonu yapilan her iki grupta da sham enjeksiyon grubuna
gore anlamli derecede artmis oldugu ( p<0,05) ancak, grup 1 ve 2 arasinda anlamli farklilik
gostermedigi tespit edilmistir. Klinik degerlendirmede opasite skorunun azaldigi hayvan
sayisi transplant gruplarinda sham enjeksiyon grubuna gore daha fazla bulunmustur ancak
istatiksel olarak anlamli degildir. In vivo konfokal mikroskopi ile transplant gruplarinda
anterior ve posterior keratosit dansitesi anlamli derecede artmistir. TNF, IL-6R, IL-12b
diizeyleri transplant gruplarinda sham gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalmistir.

TARTISMA: immunohistokimyasal olarak allogreft enjeksiyon yontemiyle nakledilen
kok hucrelerin kornea stromasina yerlestigi ve fonksiyonel keratosit 6zelligi kazandigi
gosterilmistir. In vivo konfokal mikroskopi ile kok hiicre nakledilen gruplarda keratosit
dansitesinde artig oldugu gosterilmistir. Korneal opasite skorlarinda gruplar arasinda anlamli

farklilik bulunmamistir. Bu sonuglar, allojenik kaynakli kok hiicrelerin alic1 kornea stromal
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rejenerasyonun saglanmasinda katki saglayabilecegini ve fonksiyonel iyilesme i¢in ¢oklu doz

ve daha fazla sureye gereksinim olabilecegini diistindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: keratocan, kornea, mezenkimal kok hiicre, stromal yara iyilesmesi
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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°/10 pl) were injected into anterior chamber of subjects
in group 1 (n=15). Adipose tissue derived mesenchymal stem cells (2x10°/10 ul) were
injected in group 2 (n=15) and balanced salt solution in 10 pl 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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