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OZET

SICAN KEMIK iLIGI MEZENKIMAL KOK HUCRELERININ INSAN AMNION
MEMBRANI iLE KORNEA YANIK TEDAVISINDE KULLANIMI

Dr. Ferda ALPASLAN PINARLI, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Mart-2009

Cesitli kok hiicre kaynaklarindan yapilan ¢alismalarda, eriskin kok hiicrelerin
hasarlanmis dokuda tedaviye yonelik olarak kullanimlarinda bir takim avantajlar
sagladig goriilmiistiir. Farkli nedenler sonucu ortaya ¢ikan agir kornea hasarinda hasta
gozde hem limbus hem de merkez epiteli kaybi ile birlikte inflamasyon,
neovaskiilarizasyon ve konjonktivalizasyon meydana gelir. Limbal kok hiicrelerin geri
doniigsliz olarak hasarlandigi durumlarda, limbal kok hiicre transplantasyonu ya da
baska bir kaynaktan elde edilen kok hiicrelerin limbal kok hiicrelere doniismesi kornea
hasarini tamire olanak saglayabilir. Bu arayista, mezenkimal kok hiicreler (MKH) kolay
izole edilmeleri ve epitel hiicrelerine farklilagsabilme ozellikleri nedeniyle giindeme
gelmistir Bu calismada kornea hasar1 gergeklestirilen dort grup sigan kullanilmis; ¢
grup disi sicana amnion membrani (AM) iizerinde erkek sican kemik iliginden elde
edilen MKH’ler ve degisik kombinasyonlarda keratinosit biiylime faktorii-2 (KGF-2) ve
otolog serum (OS) uygulanmistir. Son grup sigana yalnizca amnion membrani
nakledilmistir. Bu uygulamay1 segmekteki amacimiz tam kornea hasari olusturulduktan
sonra MKH’lerin limbal kok hiicrelere doniisiim siirecini arastirmak, KGF-2 ve OS’nin
bu siirece etkisini belirlemektir. Calismanin sonuclar1 degerlendirildiginde, grup II
(AM+MKH+KGF-2) ve grup III (AM+MKH+KGF-2+0S) sicanlarda kontrol grubu
olarak kullanilan grup IV (AM) sicanlara gore iyilesmenin anlamli derecede fazla
oldugu bulundu. Grup I (AM +MKH) si¢anlarda grup IV’e gore kornea berrakligi ve
neovaskiilarizasyon acisindan karsilastirildiginda anlamli fark bulunamadi. MKH’lerin
limbal kok hiicrelerin tam hasarlanmasi durumunda kornea epitel tamirinde uygun bir
hiicre/doku tipi olabilecegi ve KGF-2nin otokrin ve/ve ya parakrin etki ile bu onarim
slirecini, hiicre cogalmasini etkileyerek ya da MKH’nin limbal koék hiicrelere doniisiim
asamasinda yonlenmeye yardimci olarak etkiledigi soylenebilir. KGF-2’nin MKH ve
kornea epiteline etkilerinin buna yonelik farkli calismalarla arastirilmasi gerekmektedir.
Bu sonuglar ileride yapilacak olan insan ¢alismalarina da model olusturabilmesi

baglaminda 6nemlidir.
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ABSTRACT

THE USE OF RAT BONE MARROW DERIVED MESENCHYMAL STEM
CELLS WITH HUMAN AMNION MEMBRANE IN THE TREATMENT OF
CORNEAL BURN INJURY

Dr. Ferda ALPASLAN PINARLI, Ph.D. Thesis

University of Ondokuz Mayis Samsun, March-2009

Various stem cell studies revealed that adult stem cells have numerous
advantages when used to repair the tissue injuries. In severe corneal damage there is
central epithelial loss with inflammation, neovascularisation and conjonctivalisation.
Corneal damage with irreversible loss of limbal stem cells can be cured with
transplantation of limbal stem cells or stem cells from other sources. Mesenchymal stem
cells (MSCs) are potential sources because they can easily be isolated and have the
potential to differentiate to epithelial cells. In this study, mesenchymal stem cells were
transplanted with amnion membrane (AM) to four groups of rats with corneal damage.
Keratinocyte growth factor-2 (KGF-2) and autologous serum (OS) were added in
various combinations in groups 1-3 and the last group were used as controls. The aim of
this study is to investigate the diferentiation of MSCs to limbal stem cells along with the
effect of the KGF-2 and OS to this process. The results of the study revealed that the
corneal healing in the group II (AM+MSCs+KGF-2) and in the group III
(AM+MSCs+KGF-2+0S) rats was significantly better than that in group IV (AM) rats.
No statistically significant difference was present between the corneal healing of the
group I and group IV rats. Mesenchymal stem cells can be an appropriate source of
tissue type for corneal repair in the case of complete damage of the limbal stem cells.
The effect of KGF-2 in corneal healing may be via autocrine and paracrine means or it
may aid the mesenchymal stem cells to differentiate into the limbal stem cells. This
effect of KGF-2 must be clarified by appropriate studies. These results may also be

helpful in creating a model for future human studies.



SIMGELER VE KISALTMALAR

AM: Amnion membrani

BMP-4: Kemik morfojenik proteini-4
CFU-F: Koloni olusturan birim - fibroblast
DAB: 3,3’-diamino benzidin

DMEM-LG: “Dulbecco’s modified Eagle’s medium - low glucose”
DMSO: Dimetil sulfoksit

EB: Embryoid cisimcik

EGF: Epidermal biiyiime faktorii

EGFR: Epidermal bityiime faktorii reseptorii
EMKH: Embriyonik kok hiicre

ERKH: Eriskin kok hiicre

FBS: Fetal bovin serum

FGF: Fibroblast biiyiime faktorii

FISH: Fluoresan in situ hibridizasyon
FITC: Fluoresein izotiosiyonat

G-CSF: Graniilosit koloni uyarici faktor
GFP: Yesil fluoresan protein

GM-CSF:  Graniilosit monosit koloni uyarici faktor
GSK-3: Glikojen sentetaz kinaz-3

GVHH: Greft versus host hastalhig:

H&E: Hematoksilen eozin

HCAM-1: Homing assosiye hiicre adezyon molekiilii

HGF: Hepatosit biiyiime faktorii

HKH: Hematopoetik kok hiicre

hTERT: Ters transkriptaz telomeraz proteini
hTR: Telomeraz RNA

ICAM: interselliiler hiicre adezyon molekiilii
ICM: I¢ hiicre Kiitlesi

IVF: In vitro fertilizasyon

JAK: Janus kinaz
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K14:
K19:
KGF:
KGF-2:
LIF:
LRP:
MAPC:
M-CSF:
MEF:
MKH:
NGF:
NV:

OS:
PBS:
PCR:
PDFGR:
PE:
PPARA:
RunX2:
STAT3:
TBE:
TCFs:
TGF-p:
UV:
VCAM-1:
VLA:

Sitokeratin 14

Sitokeratin 19

Keratinosit biiyiime faktorii

Keratinosit biiyiime faktorii-2 (Fibroblast biiyiime faktorii-10)
Losemi inhibitor faktor

Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii ile iliskili proteinler
Multipotent eriskin progenitor hiicreler

Makrofaj koloni uyaric faktor

Fare embriyonik fibroblasti

Mezenkimal kok hiicre

Sinir biiyiime faktorii

Neovaskiilarizasyon

Otolog serum

Fosfat tamponlu salin

Polimeraz zincir reaksiyonu

Platelet tiirevli biiyiime faktorii reseptorii

Fikoeritrin

“Peroxisome proliferation activated receptor antigen”
“Runt homology domain transcription factor”

Sinyal iletimi ve transkripsiyon aktivatorii

Tris-borik asit EDTA

T hiicre ozgiin faktor

Transforme edici biiyiime faktorii-p

Ultraviole

Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii

“Very late activation”
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l. GIRIS

Bugiin i¢in tedavisi olanaksiz hastaliklarin birgogunda mortalite ve morbiditeyi
etkileyen en Onemli neden bazi hiicre, doku ve organlarin geri doniissiiz sekilde
hasarlanmasidir. Bu tip hastaliklarin kesin tedavisini saglamak ancak hasar goren hiicre,
doku ya da organlarin biyolojik islevlerini yerine koymak ya da onarmak ile miimkiin
olabilir. Bir hedef doku ya da organa, o organin islevlerini eski haline getirmeye yetecek
kadar say1 ve kalitede 6zellikleri belirlenmis olan hiicrelerin nakledilmesi ile bu amaca
ulagilabilir (Gage, 1998; Bayik, 2004).

Son yillarda viicudun kendi dokularini yenileyebilme yetenegi ile ilgili temel
arastirmalar, kok hiicrelerin varligina ve bu hiicrelerin diger hiicre tiplerine
farklilagsabilme potansiyellerine 151k tutmustur. Kok hiicreler bu amaca hizmet
edebilecek ve hiicre tabanli tedavide kullanilabilecek baglica kaynak olarak
goriilmektedir. Bu temelde kimi arastirmalarda hayvan ya da insan kaynakli farkli
dokular kok hiicreler ile ilgili arastirmalarda kullanilmistir (Gage, 1998; Karaéz ve
Ovali, 2004; Miiller ve ark., 2006; Caplan, 2008). Cesitli kok hiicre kaynaklarindan
yapilan ¢aligmalarda, erigkin kok hiicrelerin hasarlanmis dokuda tedaviye yonelik olarak
kullanimlarinda bir takim avantajlar sagladigir goriilmiistiir. Bir erigskinden aliman kdk
hiicreleri kullanmanin avantaji hastanin kendi hiicrelerinin kiiltiirde ¢ogaltilabilmesi ve
daha sonra immun red olay1 ile karsilasiimadan tekrar kendisine verilebilmesidir (Omay
ve Sahin, 2004; Ugkan, 2007).

Degisik nedenlerle olusan kornea epitel hasarinda ya da limbal kok hiicrelerin
tamamen ve geri donlissiiz zarar gormesi sonucu meydana gelen okiiler yiizey
lezyonlarinda limbal kok hiicre transplantasyonu ya da bagka bir kaynaktan elde edilen
kok hiicrelerin limbal kok hiicrelere doniismesi kornea hasarinin onarimina olanak
saglayabilir (Charukamnoetkanok, 2006). Farkli hiicre kaynagi arayisinda, erigkin kok
hiicre tiplerinden biri olan mezenkimal kok hiicre (MKH)’ler kolay izole edilmeleri ve
epitel hiicrelerine farklilagabilme 6zellikleri nedeniyle giindeme gelmistir (Ma ve ark.,
2006; Pittenger ve ark., 1999; Barry ve Murphy, 2004; Ye ve ark., 2006; Castanheira ve
ark., 2008). Biz de calismamizda tam kornea epitel hasar1 olusturduktan sonra amnion
membran (AM)’1 lizerinde MKH’leri naklederken keratinosit biiytime faktorii-2 (KGF-
2) ve otolog serum (OS)’u kullanarak MKH’nin limbal koék hiicrelere farklilasma

stirecini ve KGF-2 ile OS’nin bu siirece etkisini belirlemeyi amagladik.



Il. GENEL BILGILER

I.A. KOK HUCRE NEDIR?

Organizmada fonksiyonlarin diizenli stirdiiriilebilmesi, ¢ok iyi diizenlenmis ve
kontrol edilmis ¢ogalma, go¢ etme, farklilasma ve olgunlasma etkinliklerinin
korunmasina ve birlikteligine baglidir. Bunun saglanmasi ancak organ ve dokulardaki
hiicrelerin iiretilmesi ve bu iiretimin devamli olmasi ile miimkiindiir. Organizmadaki bu
sistemin basinda kok hiicreler bulunur (Minguell ve ark., 2001).

Bir canlinin viicudunda farklilagmadan ¢ok uzun bir silire bolinmeye devam
ederek kendini yenileyebilen, gereginde farklilasarak baska hiicre tiplerine doniisebilme
potansiyeline sahip olan hiicrelere kok hiicre denir. Embriyolojik gelisimini tamamlamis
hiicreler (karaciger, cilt, kas vb. hiicreler) boliindiikleri zaman yine kendileri gibi bir
hiicre olustururlar. Kok hiicrelerin ise belirlenmis bir iglevi yoktur ve aldiklar1 sinyallere
gore cesitli hiicre tiplerine doniisebilirler (Sahin ve ark., 2005).

K&k hiicre calismalarinin baslangicin1 kemik iligi nakilleri olusturur. ilk kez
1963°de baslayan kemik iligi nakillerinden sonra 1981 yilinda iki farkli aragtirma
grubunun fare embriyosundan embriyonik kok hiicre (EMKH) elde etmesi ve bunu
takip eden caligmalarda 1998 yilinda ilk insan embriyo kok hiicre serilerine ulagilmasi
kok hiicre c¢alismalarimin kilometre taslaridir (Evans ve ark.,1981; Thompson ve
ark.,1998; Cetiner, 2006 ).

Kok hiicre tanimi belirli Olgiitlere dayanilarak yapilmaktadir. Leipzig’de 2001
yilinda toplanan “Doku Kok Hiicreleri Calisma Grubu” kok hiicre tanimlamasini
yeniden gozden gecirmis ve asagidaki kriterler {izerinde anlasmaya varmistir (Loeffler
ve Roedeer, 2002; Verfaillie ve ark., 2002; Karaéz ve Ovali, 2004). Buna gore kok
hiicreler:

1. Islevsel olarak farklilasmamis ve potansiyel olarak heterojen bir topluluktur.
Uygun bir biliylime ortamina yerlesebilir (nich-mikrogevre).
(Cogalabilme yetenegine sahiptir.
Farklilagmis (diferansiyasyon) yeni hiicreler olusturabilir.
Kendini yenileme ve varligin stirdiirme yetenegine sahiptir.

Hasar sonrasinda islevsel doku olusturabilir.

A U R e

Bu 6zellikleri esnek ve geri doniistimlii olarak kullanir.



Kok hiicreler 6zellesmis islevleri yerine getirebilecek herhangi bir dokuya 6zgiin
yaptya sahip degildir. Ornegin kalp kasinda bulunan kok hiicreler miyositler gibi
kasilarak kani pompalama islevini yapamaz, ancak bu o6zellesmis hiicrelere kaynak
olabilir (Karadz ve Ovali, 2004). Heterojenite 6zelligi ise farkli alt gruplar1 barindirma
yetenegidir. Ornegin hematopoetik kok hiicrelerin heterojenitesi farkli belirtegler
(CD34, CD38, c-kit, Sca 1 v.b.) tasimalar ile gosterilmistir (Uchida ve ark., 1993).

Kok hiicrelerini destekleyen siirli fizyolojik mikrogevre olarak “nis kavrami”
ilk kez Schofield tarafindan ortaya atilmistir (Can, 2007). Giincel anlayis ¢ercevesinde
nis yalnizca kok hiicrenin yerlestigi bolge degil, ayn1 zamanda bu bdlgede yer alan
hiicreleri ve karsilikli iletim sinyallerini de kapsayan karmasik bir yapi olarak
tanimlanir. Kok hiicrelerin yakininda kaynak hiicrelerin varligina bagli olarak 2 tip nis
oldugu belirtilmistir (Can, 2007) (Sekil 1). Hasarli dokunun degisen mikrogevresinden
gelen uyaranlarla kok hiicrelerin hasarli dokuya goc¢li ve hareketliligi gergeklesir.
Mikrogevreden salinan suda ¢oOziinebilen faktorlerden olan Stromal kokenli faktor-1
(stromal derived factor, SDF-1) ve C3’lin bu mekanizmada etkin oldugu bazi
caligsmalarla gosterilmistir (Wynn ve ark., 2004; Uckan, 2007).

A. Cok Hiicreli Nis B. Aselliiler Nig

Partner hilcre

Partrier ;
hilcre ‘

Sekil 1. Kok hiicrelerin yakininda kaynak (partner) hiicrelerin varhgina bagh
olarak tamimlanan nis tipleri. A. Cok Hiicreli Nig: Tipik olarak birbirleri ve kok
hiicreler ile iliskili iki ya da daha fazla tipte kaynak hiicresinden olusur.
B. Aselliiler (ekstraselliiler matriks) Nig: Karakteristik ozelligi kok hiicre yiizeyinde
ozgiil ekstraselliiler matriks proteinler ile etkilesen hiicre adezyon molekiillerinin
ifadelenmesidir (Can’dan, 2007).

Kok hiicrelerin ana islevlerinden biri de kendini yedekleme ve g¢ogalmadir.
Cogalma, yedekleme islemi gerceklestikten sonra meydana gelir. Kok hiicreler cogalma
ozelliklerini durdurup sessiz hale gelebilirler (potansiyel kok hiicre, sessiz kok hiicre )
ve yeniden dongliye girip ¢ogalabilirler (ger¢ek kok hiicre) (Sekil 2). Kok hiicreler de

sonsuz ¢ogalma yetenegine sahip degildir. Hiicrelerin boliinme yetenegini ve dolayisi



ile 6mriinii belirleyen etkenlerden en 6nemlisi dogrusal kromozomlarin ucunda yer alan
ve “telomer” adi1 verilen kisa DNA tekrar dizileri (insanda TTTAGG) ile beraberindeki
protein yapilardir. Telomerin ana islevi kromozom uglarmmin pargalanmasini,
dagilmasimi ya da diger kromozom uglar1 ile birlesmesini engelleyerek kromozomu
genetik degisikliklere karst korumaktir. Telomerin bir diger gorevi de mayozda ve
cekirdek igerisinde kromozomlarin organize olmalarinda rol almaktir. Cevresel
faktorler, hiicre dongiisii ve oksidatif DNA hasar1 gibi nedenlerden dolay1 telomerik
DNA her dongiide yaklasik 35 baz cifti kadar kisalir. Bu nedenle telomer kisalmasi
hiicre boliinmesini sayan bir saat gibidir. Bu kisalmay1 engellemek i¢in telomer
bolgesinde ters transkriptaz telomeraz proteini (hTERT) ve telomeraz RNA (hTR)
bolgelerini igeren bir riboniikleoprotein olan telomeraz enzimi bulunur. Her replikasyon
sonras1 telomer kisalmasini engelleyebilmek i¢in telomeraz enzimi telomerik tekrar
dizilerini kromozomun 3’ ucuna takarak kromozom kisalmasini engellemeye calisir.
Somatik hiicrelerin ¢ogunda (yogun rejenerasyon yetenegi gosteren hiicreler haric)
telomeraz etkin degildir. Bu nedenle bir¢ok boliinmeden sonra telomerik bolgede ciddi
kayiplar olur ve hiicre boliinme kapasitesini kaybeder (Nussbaum ve ark., 2007).
Telomer kisalmasinin uzun yasayan memelilerde eriskin kok hiicrelerinin ve
lenfositlerin siirekli ¢ogalmalarin1 denetleyen bir kontrol noktast mekanizmasi oldugu
diistiniilmektedir. Uzun yasayan tiirlerde telomer kontrol noktalar: timdr baskilayic bir
mekanizma olarak da caligmaktadir. Somatik hiicrelerde durum bdoyle iken, insan germ,
tiimor ve kok hiicre serilerinde telomeraz etkinligi ¢ok yiiksektir. Bu nedenle telomeraz
etkinligi kok hiicrelerin bir belirtegidir ve telomeraz aktivitesinin yiiksekligi
cogalabilme ve kendini yenileyebilme yetenegini saglar (Verfaillie ve ark., 2002; Bayik,
2004; Karatz ve Ovali, 2004; Nussbaum ve ark., 2007; Alberts ve ark., 2008).

Kok hiicre belirteclerinden bir digeri ise C-kit (CD117)’dir. Kok hiicre faktor
reseptorii olan C-kit dokuya 6zgii bircok kok hiicre ¢esidinde ifadelenen (eksprese
edilen) bir reseptor tirozin kinazdir. Fertilizasyon, hematopoez, melanogenez gibi
bir¢ok gelisimsel donemde gereklidir. C-kit’e baglanan kok hiicre faktorii ise Trombosit
Tiirevli Biiylime Faktorii (Platelet Derived Growth Factor-PDGF) ailesinin bir liyesidir
ve fibroblast, 16kosit, epitel hiicresi gibi bir¢ok dokudan salgilanmaktadir (Karadz ve

Ovali, 2004).
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Sekil 2. Tipik kok hiicre tiirevli hiicre serisi. Ger¢cek kok hiicre hem kendini
yeniler, hem de boliinerek transit hiicre toplulugunu olusturur (Potten ve
Wilson’dan, 2006).

Bir kok hiicrenin  Ozelliklerinden olan farklilasma (diferansiyasyon),
Ozellesmemis hiicrelerin 6zellesmis hiicrelere kaynaklik etmesidir. Bu kavramin
icerisinde totipotent, pluripotent ve multipotent kok hiicre kavramlari yer alir (Sekil 3).
Totipotent bir hiicre tam bir bireyi olusturabilecek kok hiicre kavramidir. Viicuttaki
tim hiicrelere doniisebilme potansiyeline sahip, siirsiz farklilasabilen bu hiicreler
erken embriyonik donemin ilk 8 hiicresidir (blastomerler). Erken embriyonik donemin
yaklasik 5. giiniinde blastomerler blastokist denilen i¢i bosluklu hiicre topluluklarma
dontsiirler. Blastokist, trofoblast denilen dis tabaka, blastos6l denilen i¢ bosluk ve
embriyoblast adi1 verilen i¢ hiicre kiitlesiden [inner cell mass-(ICM)] olusur. ICM’den
olusan hiicreler viicudun her {i¢ embriyonik germ tabakasindan (endoderm, ektoderm ve
mezoderm) kdken alan pek ¢ok hiicre ¢esidine (yaklasik 270 farkl tiir hiicre) kaynaklik
edebilir. Bu hiicreler pluripotent hiicreler olarak adlandirilir. Pluripotent hiicreler
gebeligi destekleyen plasenta ve benzeri hiicrelere de kaynaklik ederler ancak
kendilerinden yeni bir birey meydana gelmez. Gelisimin ilerleyen donemlerinde biraz
daha 6zel gorevlere sahip kok hiicre tipleri olusur. Biraz daha 6zellesmis olan bu kok
hiicrelere multipotent kok hiicre adi verilir. Bu hiicreler tipik olarak yer aldiklar
dokunun hiicre tiplerini iiretirler. Bunlara 6rnek olarak hematopoetik kok hiicre ve

mezenkimal kok hiicre verilebilir (Bongso ve Lee, 2005; Cavaleri ve Schoéller, 2006).
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Sekil 3. Kok Hiicre Hiyerarsisi (SoRelle’den, 2008).

Farklilasma kavraminin igerisinde plastisite (doniisiim yetenegi) olgusu da yer
alir. Plastisite, bir hiicrenin koken aldigi dokularin disindaki dokulara farklilasma
0zelligi olarak tamimlanir. Herhangi bir dokudaki kok hiicrelerin farkli doku veya
organlardaki 6zellesmis hiicrelere doniigsebilmeleri ya bu hiicrelerin ihtiyag durumunda
degisik islevler gorebilecek in-vivo programlanma yetisine sahip hiicreler olmalar1 ya
da aynmi oOzelliklere sahip fakli bolgelerdeki multipotent hiicreler olmalart ve
gerektiginde kullanilacak rezerv olmalari ile agiklanabilir (Slayton ve Spangrude, 2004)
(Sekil 4).

Kok hiicre plastisitesinin olasi olusum mekanizmalari sdyle siniflandirilabilir:

a) Tim dokularda farkli 6zelliklere sahip kok hiicreler birlikte bulunmaktadir: Bu
goriisii destekleyen en onemli bulgu hematopoetik kok hiicrelerin kanla tiim dokulara
ulasabilmeleri ve yerlestikleri dokularda ihtiya¢ duyulana kadar sessiz hiicreler olarak

beklemeleridir (Bayik, 2004).
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Sekil 4. Mezenkimal Kok Hiicrenin Farklilasma Potansiyeli (Minguell ve ark.’dan,
2001)

b) Pluripotent ve multipotent hiicreler dogumdan sonra da dokularda hig
farklilagsmadan kalmakta gerekli oldugunda ilgili dokuya doniisebilmektedir (plastisite):
Bu hipoteze 6rnek olarak ¢ok farkli hiicrelere déniisebilen Multipotent Erigkin Onciil
(Progenitor) Hiicreler (MAPC) gosterilebilir. Bu hiicreler kiiltir ortaminda
farklilasmadan ve yaglanmadan g¢ogalip fenotipik, morfolojik ve fonksiyonel olarak
endoderm, mezoderm ve ektodermdeki hiicrelere farklilasabilirler (Cavaleri ve Schéller,
2006).

c) Dediferansiyasyon-rediferansiyasyon, transdiferansiyasyon, transdeterminasyon
kavramlarinin varligr: Faklilasmis bir hiicre diger bir farklilagmig hiicrenin fenotipini
alirsa buna transdiferansiyasyon denir. Bir yonde programlanarak belli bir grup hiicre
olusturan kok hiicrelerin farkli yonde programlanmis kok hiicrelere doniiserek onun
olusturdugu hiicreleri yapabilmesine ise transdeterminasyon adi verilir.
Dediferansiyasyon-rediferansiyasyon kavrami ise bu iki kavrami da i¢ine alir. Buna
dizin (lineage) kaymasi da denir. Dediferansiye olan hiicre farklilasmis bir hiicre veya
bir hiicre grubunu olusturmak iizere planlanmis bir hiicre olabilir. Béyle bir hiicrenin
tamamen farkli bir germ tabakasindan hiicreler olusturmasma (farli bir dizine
kaymasina) dediferansiyasyon adi verilir (Loeffler ve Roeder, 2002; Cavaleri ve

Scholler, 2006).



d) Hiicre flizyonu: Bu hipoteze gore plastisite, verici hiicrelerin alict dokudaki diger
hiicrelerle flizyonu sonucu olugmaktadir. Hiicre fiizyonu hibrid tetraploidlerin (4n)
olugmasi sonucunda her iki hiicrenin de ¢esitli belirteclerinin ayn1 hiicrede goriilmesini
saglar. Bir hiicre bir baska hiicre ile flizyona wugradiginda diger hiicrenin
sitoplazmasindaki faktorler tarafindan yeniden programlanir ve bu hiicrenin 6zelliklerini
alir. Fiizyon hipotezi tiim viicut hiicreleri i¢in gegerli olmay1p sadece tetraploidiyi tolere
eden dokular i¢in uygun olabilir. Bu dokulara 6rnek olarak kas, hepatosit, purkinje
hiicreleri verilebilir (Wurmser ve Gage, 2002).

Bir hiicre toplulugunda plastisiteden bahsedebilmek icin ii¢ temel kosul vardir
(Wurmser ve Gage, 2002; Verfaillie ve ark., 2002; Karadz ve Ovali, 2004; Bayik,
2004; Sahin ve ark.,2005; Avcu, 2006; Verfaillie, 2006; Kansu, 2007):

1. Hiicre belirteglerinin degisen hiicrenin kokeni hakkinda bilgi vermesi gereklidir.

2. Farklilagan hiicre ilgili dokunun morfolojik 6zelliklerini gostermelidir.

3. Fonksiyonel olarak o dokunun tiim iglevlerini yerine getirmelidir.

Simdiye kadar bir¢ok calisma ile kok hiicre plastisitesi kavrami ispat edilmeye
calisilmigtir. Bu calismalarin tiimii kok hiicre plastisitesini gosteren dnemli verilerdir.
Plastisiteyi gostermeye yarayan yaklagimlar/metodlar kisaca soyle siniflandirilabilir
(Koton ve ark., 2001; Jiang ve ark., 2002; Rendon-Martin ve Watt, 2003; Karadz,
2004):

e Direk bolgesel nakillerde alic1 kokenli dokuda vericiye ait genotipin (Y+)
izlenmesi [polymerase chain reaction (PCR), fluoresan in situ hibridizasyon
(FISH), immunohistokimya].

o Kemik iligi, periferik kan, kordon kani kokenli kok hiicre nakillerinden sonra
yine verici kokenli hiicrelerin (Y+) ¢esitli dokularda kimerik olarak gozlenmesi.

e Bir hiicre isaretleyicisi olan Yesil Florosan Protein pozitif (GFP+) olarak
isaretlenen kok hiicrelerin direk organa ya da komsu alana nakilleri sonrasinda o
dokuyla ilgili farklilagmanin gdsterilmesi.

e YFP ve Lac Z genini tasiyan transgenik hayvanlardan elde edilen kok hiicrelerin
saglikli veya hasar olusturulmus dokulara nakli ve bu dokularda takibi.

e Kemik iligi orneginde oldugu gibi erigkin kok hiicrelerin mobilizasyonu
saglanarak farklt organ ya da dokulardaki plastisitesinin kimerizm ile

gbzlenmesi.



e Farkli hiicre isaretleyicilerini in vitro ortamda kullanarak isaretlenmis kok
hiicrelerin alict doku veya organda takibi.

Yukarida sayilan kok hiicre oOlgiitlerinin tlimiine herhangi bir zaman diliminde
sahip olan hiicrelere gercek kok hiicreler, tim Ozellikleri tasidigi halde belirli
durumlarda bu ozellikleri gostermeyen hiicrelere ise potansiyel kok hiicreler denir
(Loeffler ve Roeder, 2002; Bayik, 2004). Kok hiicreler bu ozellikleri sayesinde canli
organizmadaki sayilarin1 sabitleyip gerekli durumlarda farklilasarak ihtiya¢c duyulan
hiicrelerin ¢ogalmasini, gelismesini ve olgunlasmasini saglarlar. Sadece tanimlanan
belli bir veya iki hiicre tipine doniisebilen ve kendini yenileyemeyen hiicrelere ise
bagh-onciil (commited/progenitor/prekiirsor) hiicre denir. Kok hiicrelerde boliinme
oldugunda en az bir hiicre kaynak hiicre ile ayn1 6zellikleri tasir. Onciil hiicrelerde ise
bir kez boliinme oldugunda kaynak hiicrenin o6zelliklerinin ancak bir kismi diger
hiicrelerde gozlenir (Verfaillie, 2006).

Kok hiicrenin kendini yenileme (self-renewal), ¢ogalma (proliferasyon) ve
farklilagsma (diferansiyasyon) mekanizmalarini belirleyen siireclerin anlagilmasi temelde
kok hiicre biyolojisinin omurgasini olusturur. Herhangi bir kok hiicrenin izleyecegi
yolun belirlenmesini saglayan olaylar zinciri kisaca sdyle sematize edilebilir
(Quesenberry ve ark., 2002; Giines, 2005; Bongso ve Lee, 2005; Verfaillie, 2006):

1. 1lk Sinyal (Baslangi¢ Sinyali): Disaridan bir uyari ile (kemokin, sitokin ya da
adezyon reseptorleri) yazilim (transkripsiyon) faktorlerinin farklilagsmay1
baglatmasi.

2. Kromatinin Yeniden Yapilanmasi: Yazilim faktorlerinin etkisiyle ¢ekirdekte
yeniden diizenlenmenin olmasi.

3. Yazilimin Uyarilmasi: DNA’ya daha ¢ok yazilim faktoriiniin baglanmasi.

4. Yeni Gen ifadelenmesi: Cekirdek DNA’smin islevsel yapisinin tamamen
degismesi sonucunda farkli genlerin ifadelelenebilir hale gelmesi ve bunun
sonucunda kdk hiicreden faklilasan yeni hiicre tipinin olugsmasi.

Kok hiicrenin farklilasma-doniisiim yolu olarak bahsedilen olaylarin tiimii hiicre
dongiisii boyunca olmaktadir. Kok hiicre farklilasmasi hiicre dongiisiiniin degisik
donemlerinde ve bu doneme 6zgii sitokinler, adezyon reseptorleri gibi faktorlere bagh

olarak geligsmektedir.
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II. B. KOK HUCRE TiPLERI VE KAYNAKLARI
Kok hiicreler temelde iki kaynaktan elde edilirler (Cibelli ve ark., 2002; Karadz
ve Ovali, 2004; Bongso ve Lee, 2005):
A. Embriyonik kok hiicre kaynaklart:
a. Disiikle sonuglanmis fetal doku
b. In-Vitro Fertilizasyon (IVF) c¢alismalar1 sirasinda elde edilmis
embriyolar
c. Sadece kok hiicre elde etmek i¢in olusturulan embriyolar
B. Embriyonik olmayan kdk hiicre kaynaklari:
d. Dokulardan elde edilen kok hiicre —eriskin kok hiicre (dokuya 6zgli kok
hiicre: Tabloya ek olarak; Kalp, yag dokusu, dis kok hiicreleri )
e. Gobek kordonu ve plasental kok hiicre
f. Kadavra kokenli kok hiicre
g. Partenot hiicreleri (partenogenez-aseksiiel iireme: Ddllenmemis
yumurtalarin in vitro olarak blastosist asamasina kadar getirilerek
pluripotenet kok hiicre serilerinin olusturulmasi
h. Fetus Kok Hiicreleri

Insan kok hiicre kaynaklar1 Sekil 5°de gériilmektedir.

INSAN KOK HUCRELERI
Embriyonik Embriyonik olmayan
Blastosit Gonadal ridge Fetal Siit Cocugu Eriskin
(5-7 giin) (6 hafta) ‘
| ] . o Germ hiicre Somatik
Embriyonik Embriyonik Abortus Umbilikal Wharton jeli
kik hilereler  germ hiicreler  (Fetal dokular) kordon kam \
Fetal kdk hiicreler Umbilikal kordon Umbilikal kordon  Spermatogon  Qogon
kam kiik hiicreleri matriks kik hiicreleri
Hematopoetik Mezenkimal Karaciger Epidermal  Niironal Giiz Bagrsak Pankreas ?
(cilt, sag)
o Kemik iligi
Kemik iligi Periferik kan g 0000

Sekil 5. insan Kok Hiicre Kaynaklari (Bongso ve Lee’den, 2005)
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II. B.1. Embriyonik Kok Hiicre (EMKH)

Embriyonik kok hiicre embriyonun blastokist asamasinda ICM’den ayristirilan
ve in vitro sartlarda puliripotent 6zelligini yitirmeden sinirsiz sayida bdliinebilen
hiicredir. Embriyonik kok hiicreler ilk kez birbirinden bagimsiz ¢alisan iki arastirma
grubunun (Evans ve Kaufman, 1981; Martin, 1981) 1981 yilinda fare blastokistlerinin
ICM’den farklilagsmadan stirekli ¢gogalan hiicreleri elde etmesi ile tanimlanmistir. 1998
yilinda Thomson ve arkadaslar1 (Thomson ve ark., 1998) IVF yontemiyle elde edilen
embriyolardan ilk insan embriyonik kok hiicre serilerini elde etmislerdir. Kullandiklar1
yontem kisaca sdyledir: Immuno cerrahi (kompleman aracili) yoluyla 6 giinliik
blastokist evresindeki embriyonun dis trofoektoderminin uzaklastirilmasi ve hasarsiz bir
ICM’nin birakilmasi ile islem baglamis, bunu takiben ICM gama isinlarina maruz
birakilip ormitomicin-C ile muamele edildikten sonra fare embriyonik fibroblastlarina
(MEF) ekilmistir. Ekilen hiicreler yiiksek serum konsantrasyonlu besi yerlerinde kiiltiire

edilerek gilinler sonra EMKH kolonileri olusturulmustur (Sekil 6).

®
'@ Embriyonik Kok Hiicre Elde Edilmesi

@ Invitro dillenmis yamurta

@ Blastokist agamasi (5-7 giinliik)

@ ig hiicre kiitlesi

@ Kiiltiir edilen izellegmemis kik hiicreler
@ Ozellegmig hiicreler

a. Kan hiicreleri
b. Sinir hiicreleri
c. Kas hiicreleri

Sekil 6. Embriyonik Kok Hiicre Elde Edilmesi ve Farkhlasmasi1 (Palmer’dan,
2008).
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Thomson ve arkadaslarina géore EMKH lerin {ic 6nemli 6zelligi vardir:
1. Bu hiicreler preimplantasyon evresindeki embriyodan elde edilmelidirler.
2. Farklilagmadan ¢ogalabilme 6zelliklerini uzunca bir donem siirdiirebilmelidirler.
3. Cok uzun siireler kiiltiire edilmelerine ragmen ii¢ germ tabakasinin tiirevlerini de
olusturabilme potansiyellerini davam ettirebilmelidirler.

Insanlarda ve farelerde birbirine yakin ydntemler kullanilarak blastokistin
ICM’sinden elde edilen EMKH’ler arasinda bazi onemli farklar vardir. Fare i¢ hiicre
kiitlesi insandan farkli olarak embriyon dis1 endoderm, amniyon ve mezoderme de
kaynaklik eder. (Gardner, 2006; Karadz, 2006) Fare EMKH nin bir diger 6zelligi de
besleyici tabaka (feeder layer) olmaksizin ortama Interlokin-6 (IL-6) ailesinden bir
glikoprotein olan Losemi Inhibitér Faktér (LIF) isimli sitokinin eklenmesiyle
farklilasmadan ¢ogalabilmesidir. LIF fare EMKH’lerinin yiizeyinde bir reseptdr
kompleksine (LIF reseptdr, gp 130) baglanir. Bu komplekse LIF’in baglanmasi
sonucunda Janus Kinaz (JAK)/Signal Transducer and Activator of Transcription
(STAT3) yolag1 aktive olur (Sekil 7). Bu yolagin aktivasyonu ile fare EMKH’ler
kendini yeniler. LIF’in ortamdan uzaklastirildign durumlarda 4 giin sonra farklilasma
baslar LIF fare embriyonunda fizyolojik olarak embriyolojik gelisimin yavaslamasi
sirasinda ICM’yi yasayabilir kilmak i¢in gerekli olan bir sitokindir. Bu fizyolojik olay
sirasinda LIF’in ortamda olmamasi ICM’nin (pluripotent hiicreler) o6liimiine yol
agmaktadir. Primatlarda bu tiir bir fizyolojik olay olmadigi icin LIF’in pluripotent
hiicrelerin diizenlenmesi ile iliskisi tam olarak bilinmemektedir (Smith, 2001; Cheung

ve ark., 2003 ).
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Kendini Yenileme Farklilasma

Sekil 7. Embriyonal Kok Hiicrenin Kendini Yenileme ve Farklilasmasinda Sinyal
Ileti Yollar1 (Cavaleri ve Schoeller’den, 2006).

EMKH’in tiim hiicre tiplerine (pluripotensi) doniisebildigi ve islevsel oldugu
yalmzca farelerde kesin olarak gosterilmistir. insan EMKH calismalarinda birgok hiicre
tipinin olustugu gozlenmis ancak bunlarin islevselligi gosterilemedigi gibi halen
olusturulamayan hiicre tipleri de mevcuttur. Morfolojik olarak somatik hiicrelere gore
bazi farkliliklar goriilen insan EMKH’de cekirdek/sitoplazma orani yiiksek ve birden
fazla ¢ekirdekc¢ik bulunur (Smith, 2001).

Hiicrenin gelisimi sirasinda 6zgiin gen ifadesinin programi yazilim faktorleri ile
belirlenir. Oct—4 (Oct-4/Oct-3/POUSF1) yazilim faktoriiniin varlig1 farklilagmamis bir
pluripotent hiicrenin énemli belirteglerinden biridir. Oct—4 yazilim faktoriiniin goreceli
miktar1 hiicre farklilasmasi ve embriyolojik gelisim siirecinde 6nemli olan 7 farkli hedef
genin (PDGFa, OPN, afHCG, ©INF, Rexl, Foxal.a2, Sox?2) etkinliginde diizenleyici rol
oynar (Cavaleri ve Scholler, 2006) (Sekil 8). Pluripotent hiicrelerin diger belirtecleri
arasinda yazilim faktorlerinden Nanog (yazilim faktorii iceren bir homeobox), Sox2
(SRY baglantili HMG box’a sahip bir yazilim faktorii), Rex-1 (¢inko parmak-zinc
finger yazilim faktorii, FoxD3, biiylime faktorlerinden GDF-3), FGF-4, teratokarsinom

tirevli biiyiime faktorii-1 (teratocarcinoma derived growth factor-1/TDGF-1), hiicre
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ylizey polilaktozamin glikokonjugatlar1 ve alkalen fosfataz tlirevleri sayilabilir (Hyslop

ve ark., 2005; Stewart ve ark., 2006).

A

Gireceli Octd miktan

| 1 | b
'

Farkhilasma Farkhlasma

+LIF

l B
-ﬁ Kendini =3

Cherd e, Oed,

yenileme
\ Farkhlasma
LIF
< . implantasyon
! SONrast
- v Y Erken Geg yumurta

Goreceli Nanog miktart morula hlastosit hlastosit silendiri

Sekil 8. A) Degisik Konsantrasyonlardaki Oct—4, Nanog ve LIF’in EMKH’nin
Ozellesmesine Etkisi. B) Oct—4, Nanog, Sox2 ve FoxD3’iin fare gelisiminin erken
evrelerine —totipotent, pluripotent ve multipotent kok hiicrelere etkisi (Cavaleri ve
Scholler’den, 2006).

EMKH’in farklilasmadan g¢ogalabilmelerinde rol alan farki hiicresel yolaklar
tanimlanmistir. Bunlardan en iyi bilineni Wnt/ B -katenin yolagidir. Frizzled ailesinden
Lrp5/6 olarak bilinen Wnt reseptdriine Wnt’nin baglanmasi sonucu aktive olmasi ile
Glikojen sentetaz kinaz-3 (GSK-3) inhibe olur ve [ -Katenin cekirdekte birikir.
B-Katenin cekirdekte T-hiicre ozgiin faktorlerle (TCFs) birlikte Wnt hedef genlerinin
okunmasina, Notchl ve HoxB4 gibi genlerinin de islerligini kazanmalarina yardime1
olarak kok hiicrelerin farklilagmadan kendini yenilemelerini saglar. Yine bu donemde
Nanog, Oct3/4 ve RexI’in ifadeleri de devam eder (Baharvand, 2004; Reya ve Clevers,
2005).

EMKH’ler ile ilgili bilgilerimizin bircogu fare embriyo kiiltiirlerinin ¢alisilmast
ile edilmistir. Insan embriyo kiiltiirii ¢alismalar1 durdurulmadan &nce elde edilen 19 adet
normal hiicre serisi ile 18 adet preimplantasyon genetik incelemede mutant oldugu

belirlenmis embriyolardan elde edilen genetik bozukluga sahip (Fankoni anemisi, Frajil-
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X vb.) insan EMKH serilerinin (line) calisilmasi ile insan kaynakli veriler de elde
edilmistir (Turksen, 2005; Verlinsky ve ark., 2005).
Bu bilgilere gore EMKH’lerin ortak 6zellikleri sunlardir (Baharvand, 2004, Karaoz,

2006):
1.

2
3.
4

10.

11.

12.

ICM’nin epiblastlarindan koken alir.

. Farklilagma ya da 6liimsiizlesme (immortalizasyon) olmaksizin ¢ogalir.

Cok yiiksek telomeraz etkinligi vardir.

. Cok yonde farklilasma ozelligi tasir: In vitro olarak fetal ve eriskin hiicre

tiplerine doniigebilir, farklilastirmadan organizmaya verildiginde teratom
olusturur.

Farklilasma gp130 sitokin ya da diger uyaranlar (LIF ) tarafindan disaridan
baskilanir.

Kendini yenileme kapasitesi ¢ok yiiksektir.

Klonalite (tek bir germ hiicreden ¢ogalma) 6zelligi vardir.

Oct 3/4 yazilim faktoriiniin araciligi ile pluripotent belirteclerin (SSEA-3,
SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, Nanog, Sox-2, Rex-1, FGF-4) ifadelenmesi
saglanir.

Alt kiiltiirler siiresince (pasajlama) karyotip sabit kalir.

Embriyonik gelisime katilir ve kimerada (viicut dokular1 farkli kromozomlar
gosteren iki ayri hiicreden gelisen canli-XX/XY) her 3 germ tabakasia katki
saglar.

Yasaminin biiyiik bir kismnda S fazinda kalir. G1 hiicre sikliis kontrol noktasi
yoktur.

X inaktivasyonu yoktur (Hoffman 2005): Inaktivasyon gelisimsel olarak
diizenlenmistir. Hiicresel farklilagmanin basinda fertilizasyondan sonraki 12.
giinde trofoblastlarda, 16.giinden itibaren ise embriyoda, embriyo yaklasik
olarak 5000 hiicre iken gerceklesir (Basaran, 2003).

Uygun kiiltiir ortaminda in-vitro EMKH’ler farklilagmadan c¢ogalabilirler.

Farklilasmanin saglanmasi i¢in bir dizi islem gerekir. Bunlardan en énemlisi embriyoid

cisimcikler (EB) olusturulmasidir. Bunun i¢in kiiltiir ortamin1 besleyici tabakadan

(feeder) uzaklastirmak ya da iginde LIF olmayan kiiltiir ortan hazirlamak sik kullanilir.

Hiicrelerin EB’ler olusturarak bir araya gelmeleri ani farklilasmaya yol acar. Farelerde
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EB olusturulmasi farklilasmanin uyarilmasinda en ¢ok kullanilan yontemdir. Tek
tabakali kiiltiirde ¢ogaltilan EB’lerden higbir ek uyaran olmadan, kendiliginden kardiak
miyositler, eritrositler, kondrositler, ndral hiicreler, melanositler gibi hiicre tiplerinin
farklilastig1 cesitli calismalarla gosterilmistir (Amit ve ark., 2000; Reubinoff ve ark.,
2001; Wang ve ark., 2005; Karaoz, 2006). EMKH’in bulundigu kiiltiir ortam1 Epidermal
Biiytime Faktorii (Epidermal Growth Factor-EGF), Fibroblast Biiytime Faktori
(Fibroblast Growth Factor-FGF), Retinoik Asit (RA), Kemik Morfojenik Proteini-4
(Bone Morphojenic Protein-4-BMP-4) ve Transforme Edici Biiylime Faktorii-f3
(Transforming Growth Factor-B-TGF-B) ile uyarilirsa hem ektodermal hem de
mezodermal belirteclerin ifadelendigi goriiliir. Yalnmizca aktivin-A ile uyarilma ise
mezodermal belirteclerin ifadesini saglar (Schuldiner ve ark., 2000; Tiirksen, 2005)
(Sekil 9).

)

Blastokist

Gastrula

Ektoderm Ilezodermn Endoderm CGrerrn hilcreler
(i tabalwa) (orta tahaka) ((19 tabalka)

1 1
1HMI%E---QMM[H

[Epiderm Moron p_mnt Kalp Iskelet Bobrek Eritrosit Duz Fankreas Tiroid Alweol Sperm  Cvam
as1 Jas1

Sekil 9. insan Dokularimin Farklilasmasi
(http://www.epigenetics.co.kr/epigenetics.htm’den, 2008)

Insan EMKH’in etik kaygilar nedeniyle in vivo olarak insan embriyosunda
cesitli dokulara faklilasmasini gozlemlemek miimkiin degildir. Bu nedenle insan
EMKH’nin bagisiklik yetmezligi olan bir hayvana verilerek farklilasma orgiilerinin
gozlendigi bir calisma yapilmis ve iyi huylu teratomlarin olustugu gozlenmistir

(Thomson ve ark., 1998). Teratomlar ii¢ germ tabakasindan da hiicreler iceren ancak
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organize olmamis, eksen ve viicut plani olusturamamas, i¢erisinde embriyonik karsinom
Ozelliklerini barindirmayan hiicreler toplulugudur. Bu ¢alismadan sonra farkli arastirma
modelleri de denenmis insan EMKH’nin belli bir yere kadar farklilagtirilarak
hayvanlara uygulandigi durumlarda organizmada teratomlarin olusmadan islevsel

hiicreleri olusturabildikleri gosterilmistir (Reubinoff ve ark. 2001).

Tablo I. Fare Embriyonik Kok Hiicrelerinden in Vitro Ortamda Farkhlastirilan
Hiicre Tipleri ve Ilgili Kaynak Calismalar (Karaoz ve Ovali’dan, 2004)

Hiicre Tipi Tlgili Kaynak Calisma
Primitif Hematopoetik Doetschman ve ark., 1985; Nakano ve ark., 1996
Definitif Hematopoetik Nakano ve ark., 1996; Nishikawa ve ark., 1998
Lenfoid Onciiller Potocnik ve ark., 1994
Mast Hiicresi Tsai M. ve ark., 2000; Garrington ve ark., 2000
Dendritik Hiicre Fairchild ve ark., 2000
Endotel Hiicresi Risau ve ark., 1988; Mc Closkey ve ark., 2003
Kardiyomiyosit Doetschman ve ark., 1985; Maltsev ve ark., 1993
Cizgili Kas Rohwedel ve ark., 1994
Diiz Kas Yamashita ve ark., 2000
Adiposit Dani ve ark., 1998
Osteoblast Buttery ve ark., 2001; Nieden ve ark., 2003
Kondrosit Kramer ve ark., 2000
Keratinosit Yamashita ve ark., 2000; Bagutti ve ark., 1996
Noron Bain ve ark., 1995; Fraichart ve ark., 1995
Oligodendrosit Brustle ve ark., 1999;

McDonald ve ark., 2002
Insiilin Salgilayan Hiicreler Lee ve ark., 2000
Glial Onciil Hiicreler Brustle ve ark., 1999
Hepatosit Hamazaki ve ark., 2001
Melanosit Yamane ve ark., 1999
Retina ~ Pigment  Epitelyum Haruta ve ark., 2004
Hiicresi
Sperm Hiicresi Toyooka ve ark., 2003

Oogonium,  Follikiil  benzeri Hiibner ve ark., 2003
yapilar
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Insan EMKH’lerle yapilan farklilasma ile ilgili ¢alismalarin potansiyel sonuglar
sOyle siralanabilir (Baharvand, 2004; Karadz ve Ovali, 2004; Bongso ve Lee, 2005):

1. Kanser hiicrelerine olan benzerlikleri nedeniyle kanser  olusum
mekanizmalarindaki bosluklarin doldurulmasi1 ve gelecekte hedefe yonelik
tedavide kullanilabilecek bilgilerin elde edilmesi.

2. Gen miihendisligi ve gen tedavilerinde kullanilmalar1 (aktarilmak istenen genin
siirekli kendini yenileyen ve cogalan bir hiicre toplulugu ile verilmesinin
avantajlari).

3. Infertilite ve dogumsal defektlerin olusum mekanizmalarina 151k tutmast.

4. Insan gelisimi ve biyolojisi hakkinda daha ayrintili bilgi edinilmesi.

5. Yeni ilaglarin gelisiminde, hedef genlerin tanimlanmasinda ve test edilmesinde
kullanilmas.

6. Hiicre temelli tedavilerde sinirsiz kaynak olusturabilmesi.

Bunun yami sira EMKH’lerle ilgili potansiyel beklentilerin gerceklesmesinde

asilmasi1 gereken bazi problemler de vardir (Tiirksen, 2005):

1. Belirlenen hiicre serilerine ulasabilmek i¢in standart kiiltiir kosullarinin tam
olarak olusturulamamis olmasi.

2. Etkinligi ¢ok yiikksek olan farklilagtirilmamis EMKH’lerin teratom yapici
etkisinin heniiz ¢6ziimlenmemis olmasi.

3. Immun tolerans sorununun halen devam ediyor olmasi.

I1.B.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler
I1.B.2.1. Eriskin Kok Hiicreler

Bir doku ya da organda bulunan farklilasmamis, kendisini yenileyebilen, i¢inde
bulundugu doku veya organin 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasan hiicrelere erigkin
kok hiicreler (ERKH) adi wverilir. Bu hiicrelerin gercekte gorevleri dokunun
devamliligin1 saglamak ve hasarlanma durumunda dokuyu tamir etmektir. Somatik kok
hiicre terimi de ERKH yerine kullanilabilmektedir. Organizmada kok ve Onciil
hiicrelerin sayist yas ile ters orantilidir (Caplan, 2008). Bu nedenle viicudun yenilenme
yetenegi yas ilerledikce erigskin kok hiicrelerin sayisi ile orantili olarak azalir (Sekil 10).
Viicutta dokularin yerine konulmasi ve yenilenmesinde iki temel mekanizma vardir.

Birincisi farklilagmis hiicrenin ¢ogalma kapasitesinin artmasidir. Buna Ornek olarak
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karaciger, iskelet kasi, damar endotel hiicreleri verilebilir. Diger mekanizma ise
farklilagsmamis hiicrelerin bir sistem dahilinde farklilagarak yenilenmeyi saglamasidir.

orneklerinden biri hematopoetik kok hiicredir. ERKH’ler

1yl

farklilasmadan once bagli-onciil hiicreler (committed progenitor cell) olarak kaldiklar

Bunun da en

donemde sinirli ¢cogalma ve sinirh fenotipik 6zelliklerinin imkan verdigi Olciide bir
isleme safhasindan gecerler. Olgun dokulardaki hiicrelerin bir kism1 ¢evrelerine uyum
saglamig, boliinmeden sessiz bekleyen, ¢esitli fenotipik ifade 6zellikleri gosteren bagh

oncil hiicrelerdir (Gage, 1998).

i Oratilat Koolord
: 10,000 Ougturan Birim
etk Fibroblast (CFU-F)
'“_Q' _ il ile
hiicresi } talusmstur
bagina |
diigen
hlbH
s iz 1
100,000 —= 1 1
1 o0 400000 2,000,000
—¢ — r
Temdofan  Geng 30 50 80
Yag [yillar)

Sekil 10. insan Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Yas ile Ters Orantih Olarak
Azalmasi (Caplan’dan, 2008).

Eriskin Kok Hiicre Kaynaklar ve Tipleri (Bongso ve Lee, 2005)
1. Germ Hiicre Kokenli
a. Spermatogonial kdk hiicre
b. Oogonial kok hiicre
2. Somatik Hiicre Kokenli
a. Hematopoetik kok hiicre
1. Kemik iligi kaynakli hematopoetik kok hiicre
ii. Periferik kan kaynakli hematopoetik kok hiicre
iii. Kordon kani kaynakli hematopoetik kok hiicre
b. Mezenkimal kok hiicre
1. Kemik iligi stroma kaynakli mezenkimal kok hiicre
ii. Diger tiim organ ve dokulardaki stroma kaynakli mezenkimal kok
hiicre
c. Karaciger kok hiicreleri
d. Noronal kok hiicreler
e. Epidermal kok hiicreler
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f. GO0z kok hiicreleri
i. Retinal kok hiicre
ii. Limbal kdk hiicre
iii. Konjonktival kok hiicre
g. Pankreas kok hiicreleri
h. Bagirsak kok hiicreleri
i.  Cesitli doku kok hiicreleri: Yag dokusu, kalp, dis kok hiicreleri gibi

I1.B.2.2. Hematopoetik Kok Hiicreler

Kemik iligi hematopoetik ve mezenkimal kokenli kok hiicreleri igerir.
Hematopoez kan kok hiicrelerinin {iretimi, ¢ogalmasi ve periferik kan hiicrelerine
farklilagsmasidir. Hematopoetik kok hiicre (HKH) erken embriyogenez sirasinda
mezodermden tlirer ve embriyoda kemik iligi, karaciger ve yolk sak gibi ¢cok 6zgiil
hematopoetik bolgelerde bulunur. Eriskinde kemik iliginden, periferik kandan, kordan
kanindan izole edilebilir ve monoklonal antikorlar kullanilarak saflastirilabilir. Son
zamanlarda ortak lenfoid Onciil ve myeloid-eritroid onciil hiicreler de izole edilmis ve
tanimlanmistir. Kemik iligi kok hiicreleri beklenenden daha esnek (plastisite) ve ¢ok
yonli olabilirler ¢iinkii multipotentdirler ve in vitro/in vivo birgok hiicre tiplerine
farklilagabilirler (Daley, 2006; Kansu, 2007; Zovein ve ark, 2008). insan kemik iligi
parankim ve stroma bilesenlerine ayrilmistir. Parankim ve stromayi olusturan bu
hiicreler yapisal ve islevsel olarak birbirine baglidir. Bu bilesenlerin arasindaki, temel
olarak endosteal (kemik trabekiiliine bitigik) ve wvaskiiler (kapillerlere bitisik) nis
kompartmanlar1 olarak degerlendirilen mikrogevre ortamima HKH nisi adi verilir.
HKH’nin tiim hematopoetik hiicrelere oran1 1:2000 iken, mezenkimal kok hiicrelerin
(MKH) stromal hiicrelere oran1 1:10.000 ile 1:100.000 arasindadir (Can, 2007; Caplan,
2008).

I1.B.2.3. Bagirsak Kok Hiicreleri
Gastrointestinal epitel hiicreleri yasam boyunca siirekli ve hizli olarak yenilenir.
Epitel yenilenmesi nigler tarafindan yonetilen, belirli anatomik bdolgelerde bulunan

multipotent kok hiicre topluluklar tarafindan siirdiiriiliir (Wright, 2000).

I1.B.2.4. Karaciger Kok Hiicreleri
Memelilerde karaciger dokusunun 2/3’i cerrahi olarak c¢ikarildiginda bile

rejenerasyon sayesinde yasam devam edebilir. Orijinal doku 2-3 hafta i¢inde yerine
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gelir, bu ozellik bobrek ya da pankreas gibi diger organlarda bulunmaz. Organ
yenilenmesinde, karaciger hasarmin tipine bagli olarak, farkli kok hiicre tipleri ve

mekanizmalar gorev yapar (Alison ve ark, 2004).

I1.B.2.5. Kemik ve Kikirdak Kok Hiicreleri

Kemik iliginde bulunan MKH’ler uygun kosullarin varliginda kemik ve
kikirdaga farklilasabilir. Kemik ya da kikirdak hasar gordiigiinde bu dokularda bulunan
kok hiicrelerin onarim siirecine katilip katilmadiklar1 agik degildir. Kemigin kendisinde
hem bagli olmayan (uncommitted) hem de bagli (committed) osteoprogenitor hiicreler
vardir (Nuttal ve ark., 1998). Kemik kiriklarinda agiga ¢ikan kemik iligi, kanama ve ilik
boslugunda hematom olusumu onarim i¢in iyi bir ortam saglar. In vivo, hasar
durumunda eklem kikirdagi ¢ok diisiik tamir kapasitesine sahiptir. Kikirdagin i¢inde
bagli- progenitor hiicre olup olmadigi bilinmemektedir. Kikirdak hasari durumunda kok
hiicreler onarim siirecine katilirlar ancak sayilar1 azdir ve diizenleyici etkenler sinirhidir
(Metsaranta ve ark., 1996). Bu hiicrelerin, ¢evredeki kas, kemik ya da diger kikirdak

dis1 hiicrelerden tiiredigi de one siiriilmiistiir (Shapiro ve ark., 1993).

Tablo II. insan Kemik iligi Parankim ve Stroma Hiicreleri (Can’dan, 2007).

Parankim
Lenfoid progenitdrler ve tiirev hiicreler
Myeloid progenitdrler ve tiirev hiicreler
Hematopoetik kok hiicreler
Stroma
Kan damarlar1 (arterioller, siniizoidal kapillerler, veniiller)
Endotelyal hiicreler
Arterioler miyositler
Perisitler
Adipositler (sayiya bagl olarak kirmiz1 ve sari ilik)
Stromal hiicreler (retikulum hiicreleri ve mezenkimal kok hiicreler)
Osteoblast ve osteoklastlar
Hiicreler arasi lifler
Retikulum lifleri
Tip I kollajen lifler
Tip II kollajen lifler
Ekstraselliiler matriks proteinleri
Fibronektin
Laminin
Proteoglikanlar
Hemonektin
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I1.B.2.6. Epidermal Kok Hiicreler

Insan derisi dista epidermis ve icte dermis tabakalaridan olusur. Kil ve sebase
glandlar da epidermisde bulunur. Epidermisdeki en 6nemli hiicre tipi bazal tabakada
bulunan ve boliinen bir epitel hiicresi olan keratinosittir. Epidermisde kil follikiillerinin
temelinde kok hiicreler bulunur ve bunlarin kendini yenileme 6zellikleri deri hiicreleri
ve killarin yeniden biiyiimesine olanak saglar. Eriskin yasam siiresince dokiilen deri
tabakasi ve killarin yerine yenilerinin gelmesi icin siirekli yeni keratinositler {iiretilir.
Kok hiicreler “gecici biiyliyen hiicre” adi verilen bir ara forma farklilasir ve bu da
keratinositler ve sebositler gibi daha farklilasmis hiicre tiplerini olusturur (Blanpain ve

ark., 2004; Christiano, 2004).

I1.B.2.7. Noronal Kok Hiicreler

Merkezi sinir sisteminin (MSS) bazi simirli bdlgelerinde siirekli bir nérojenik
dontisiim oldugu varsayilmaktadir. Noral kok hiicrelerin bu bdélgelerde bulundugu ve
devamli yeni ndronlar iirettigi diisliniilmektedir (Gage, 2000). Noral kok hiicreler daha
onceki bilgilerin aksine kendini yenileme kapasitesi bulunan multipotent progenitor

hiicrelerdir (Bongso ve Lee, 2005).

I1.B.2.8. Mezenkimal Kok Hiicreler

Kemik iligi ve diger stromal dokulardan koken alan, ¢esitli uyaranlarla
osteoblastik, adipositik ve kondrositik seriye doniisebilen fibroblastoid hiicrelere MKH
denir (Pittenger ve ark., 1999). Kemik iligi organizmanin en 6nemli kok hiicre
kaynaklarindan biridir ve mezodermden koken alan hematopoietik, endotel ve
MKH’leri igerir. Kemik iligi mikrogevresinin bilesenlerinden olan MKH’ler
hematopoezin gerceklestirilmesimde Onemli bir yere sahiptir. Stromal kdkenli
MKH’lerin HKH’lerin stromaya tutunmasi, salgiladiklar1 ¢esitli sekretuar faktorler ile
hematopoietik progenitdr hiicrenin olgun hiicreye farklilasmasi, yine bu salinan
faktorlerin inhibisyonu ile kok hiicrenin Gy fazinda kalarak kendi rezervini olusturmasi,
kendini yenilemesi, diger dokulara mobilizasyonu ve migrasyonu gibi farkli biyolojik
islevleri vardir (Avecilla, 2004; Wilson ve Trumpp, 2006; Uckan, 2007). Mezenkimal

kok hiicreler baslica iki kaynakta bulunur:
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1- Kemik iligi stromasi
2- Diger tiim organ ve dokulardaki stroma

Kemik iligi stromasi, retikiiler hiicreler, adipositler, osteojenik hiicreler, diiz kas
hiicreleri, endotelyal hiicreler ve makrofajlart da iceren heterojen bir hiicre
toplulugundan olusmustur. Kararli durumda ya da doku hasarina yanit olarak, stromal
dokunun “yikim-yapim”1 ya da onarimi stromal dokuda bulunan kok hiicre
topluluklarimin katilim ile gerceklesir (Bongso ve Lee, 2005). Kemik iligi stromasi
disinda, MKH’ler bir¢ok organ ve dokuda bulunur. Bu hiicreler konnektif doku
hiicrelerine doniiserek stromay1 olusturmakta, organ islevlerinin yiiriitiilmesinde dnemli
roller {istlenmektedirler. Dis pulpasi, kas, kemik, kordon kani, lipoaspirasyon
materyalleri, kordon stomasi, deri, amnion sivisi, periferik kan, siynoviyal siv1 gibi ¢cok
cesitli alanlardan izole edilebilirler. Bu dokulardan elde edilen MKH’lerin kokenleri ne
olursa olsun biyolojik ve fonksiyonel 6zellikleri ¢ok benzerdir (Minguell ve ark., 2001;
Ucgkan, 2007). MKH’ler multipotentdir, kikirdak, kemik, kas, tendon, ligament, adipoz
doku, sinir hiicreleri, pankreas B hiicreleri ve endotele farklilagabilir. MKH’nin in-vitro
ve in-vivo ¢aligmalarda yalnizca mezodermal degil, endodermal dokulara da kaynaklik
edebilen nadir pluripotent hiicreler (MAPC) oldugunu gosteren kanitlar vardir (Jiang ve
ark., 2002; Uckan, 2007).

Mezenkimal kok hiicreler ile ilgili ¢alismalarin ¢ogunda, elde edilmesinin
kolayligi, hematopoetik kok hiicreler ile yakin iligkisi, hematopoezde Onemli
fonksiyonlar1 olmasi ve hematopoetik kok hiicrelerin biyolojisi ve klinik sonuglart iyi
bilinen hiicreler olmasi nedeniyle kemik iligi kaynakli MKH’ler kullanilir. Kemik iligi
kokenli MKH iki farkli kok hiicre tipinde bulunurlar. Bunlar bagli olmayan- MKH,
bagli- MKH’dir. Bagli olmayan- MKH’ler koloni olugturma kapasitesi diisiik, graniilsiiz
hiicrelerle bir arada bulunan, geri doniisiim yapabilen ve bir hiicre dongiisli antijeni olan
Ki-67’ye karsi yanitsiz olan hiicrelerdir. Bagli- MKH’ler ise hizla ¢ogalan, koloni
olusturma kapasitesi yiiksek olan hiicrelerdir (Colter ve ark., 2000).

Mezenkimal kok hiicreler dokularda az sayida bulunduklari igin arastirma
amagcli bile olsa in-vitro ortamda ¢ogaltilmalar1 gerekir (Minguell ve ark., 2001; Adassi
ve Verfaillie, 2006; Ugkan, 2007). Kemik iligi aspirasyonunda MKH/mononiikler hiicre
oran1 2-5 /10° kadardir (Kog ve Lazarus, 2001). Kemik iliginin toplanmasinda kullanilan

yontem, vericinin yasi, i¢inde bulundugu sartlar ve alinan numunedeki Onciil
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hiicrelerin sayisi MKH’lerin alt kiiltiirleme (pasajlama) sonrasinda farkli ¢ogalma
kapasiteleri gdstermelerine neden olur. In-vitro ortamda c¢ogalan MKH’ler koloni
olusturan birim fibroblast (colony forming unit fibroblast-CFU-F) adli homojen
fibroblast benzeri hiicre topluluklari igerirler (Minguell ve ark.,2001; Sahin, 2006).
MKH’ler ile yapilan hiicre dongiisii ¢aligmalarinda hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun
G0/G1 fazinda bekledigini, %10’luk bir kismimin da S+G2+M fazinda oldugunu
gostermistir. GO/G1 fazinda bekleyen hiicrelerin ¢ogunlukta olmasi bu hiicrelerin
farklilagsma yeteneklerinin yiiksek olmasi ile iligkilendirilmistir (Minguell ve ark.,
2001). Jiang ve arkadaslariin (Jiang ve ark., 2002) yaptig1 bir ¢calismada MKH kavrami
icerisinde MAPC tanimlanmistir. Bu hiicreler 80 defadan fazla boéliinebilen ve
mezenkimal Onciillerin disinda endotel, endoderm ve ektoderme de doniisebilen (iig
germ tabakasi) multipotent hiicrelerdir. Arastirmacilar MAPC’yi bir blastokistin igine
enjekte ettiklerinde tiim somatik dokulara islevsel olarak katkida bulunduklarini, hasar
gormemis dokuda kuvvetli ve erken bir yerlesme gosterdiklerini ve in-vitro sarlarda ii¢
germ tabakasina da farklilastiklarini gostermislerdir. Bu ozellikleri ile EMKH gibi
goriinen bu hiicrelerin bir kissm EMKH belirteglerini de tasidiklart ancak EMKH’den
farklir olarak damar i¢i verildiklerinde tiimor olusturmadiklart gdsterilmistir. Tim bu
verilere dayanarak MAPC’leri mezengenezis (mezengenik islem hipotezi) semasinda en
iste koymak dogru olacaktir (Caplan, 1994).

In-vitro olarak ¢ogaltilan MKH’in 6zgiin yiizey belirtecleri yoktur. CD34,
CD45, CDI11b/c vb HKH belirtecleri negatif, CD105 (SH2-Endoglin), CD73
(SH3/SH4), CD44 (HCAM-1),CD90 (Thy-1), STRO-1 (fibroblast yiizey belirteci),
CD106 (VCAM-1) gibi belirtecler de pozitiftir (Tablo III).

Mezenkimal kok hiicreler bir¢ok biiytime faktoriinii (GM-CSF, G-CSF, M-CSF
gibi), reseptorlerini, ¢esitli interlokinleri (IL-6, IL-7, IL-8, v.b.), reseptorlerini, hiicre
dis1 matriks proteinleri (kollegen, fibronektin, laminin gibi) ve adezyon molekiillerini
sentezleme yetenegine sahiptirler (Minguell ve ark., 2001) (Tablo IV).

Tiim bu tiretim profili birlikte degerlendirildiginde kemik iligi kokenli MKH nin
kendi ¢ogalmalar1 ve farklanmalarinin disinda kendi mikrogevresindeki diger hiicreler
icin de diizenleyici bir rol oynadig1 goriilmektedir ( Avecilla, 2004;Wilson ve Trumpp

2006; Caplan, 2008) (Tablo V).
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Tablo III. Kiiltiirde ¢cogaltilan mezenkimal kok hiicrelerin immunofenotipik
ozellikleri (Minguell ve ark.’dan, 2001).

Antijen CD numarasi Ekspresyon
VLA-2 CD49% Pozitif
VLA-4 CD49d Negatif
VLA-5 CD49%e Pozitif
LFA-1 CDlla Negatif
E-selektin CD62E Negatif
P-selektin CD62P Negatif
L-selektin CD62L Negatif veya pozitif
PECAM CD31 Negatif
LFA-3 CD58 Negatif veya pozitif
ICAM-1 CD54 Pozitif
ICAM-2 CD102 Pozitif veya negatif
ICAM-3 CD50 Pozitif veya negatif
VCAM-1 CD106 Pozitif veya negatif
HCAM-1 CD44 Pozitif

CD34 Negatif

CD45 Negatif

CD14 Negatif

CD13 Pozitif
Transferrin reseptor CD71 Pozitif veya negatif
Thy-1 CD90 Pozitif
Endoglin, SH2 CD105 Pozitif
SH3 CD73 Pozitif
SH4 CD73 Pozitif
HLA ABC Negatif veya pozitif
HLA DR Negatif
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Tablo IV. Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin ana ozellikleri; 6zgiin
antijenlerin, sitokin reseptorlerinin, adezyon molekiillerinin ifadelenmesi ve

sitokinlerin - matriks proteinlerinin iiretimi (Minguell ve ark.’dan, 2001).

Belirteg tipi

Belirteci

Kaynak

Spesifik antijenler

Sitokinler ve biiylime
faktorleri

Sitokin ve biiyiime
faktorii reseptorleri

Adezyon molekiilleri

Hiicre dist matriks
proteinleri

SH2, SH3, SH4, STRO-1,
diiz kas a-aktin
MAB1740

Interlokinler: 1a, 6, 7, 8, 11,
12, 14 ve 15

LIF, SCF, Flt-3 ligand
GM-CSF, G-CSF, M-CSF

IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R,
IL-7R, LIFR, SCFR,
G-SCFR, IFNyR, TNFIR,
TNFIIR, TGFPIR, TGFBIIR,
BFGFR, PDGFR, EGFR

Integrinler: avp3, avps,
Integrin zincirleri: al, 02,
a3, a4, a5, av, B1, B3, B4,
ICAM-1, ICAM-2, VCAM-
1, ALCAM-1, LFA-3, L-
selektin

Endoglin, CD44

Tip I, 1L, IV, V ve VI
kollagen, fibronektin,
laminin, hyaliironan,
proteoglikanlar

Conget ve Minguell,
1999; Galmiche ve ark.
,1993;

Simmons ve Torok-
Storb, 1991;
Haynesworth ve ark.,
1992

Majumdar ve ark., 1998;
Haynesworth ve ark.,
1996

Conget ve Minguell,
1999;

Pittenger ve ark., 1999;
Gronthos ve Simmons.,
1995; Satomura ve ark.,
1998

Koton ve ark., 2001;
Conget ve Minguell,
1999;

Bruder ve ark., 1998
Bruder ve ark., 1997

Conget ve Minguell,
1999;
Prockop, 1997;
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Tablo V. Kemik iligi kokenli mezenkimal onciillerin in vitro farkhilasma
potansiyeli: Uyari, molekiiler ve hiicresel belirtecler (Minguell ve ark.’dan, 2001).

FARKLILASMA UYARI TERMINAL FENOTIP TANIMLAMA
BELIRTECLERI
MOLEKULER HUCRESEL
Adipositler Deksametazon PPARY2 Sitoplazmik lipid
+isobiitilmetilksantin C/EBPB damlacig1
(Nuttall ve ark., 1998) aP2 ( Hung ve ark., 2002)
Deksametazon Adiposin
+isobiitilmetilksantin Leptin
+indometasin+insiilin Lipoprotein Lipaz
(Pittenger ve ark., 1999) (Pittenger ve ark, 1999;
Deksametazon-+insiilin Gori ve ark., 1999;
(Muraglia ve ark., 2000) Tontonoz ve Spiegelman,
Deksametazon+indometasin =~ 1994)
(Hung ve ark., 2002)
Deksametazon-+indometasin
+eikosate+raynoik asit
Kondrositler TGFp3+askorbik asit Cbfa-1 Proteoglikanlar e Tip I1
(Pittenger ve ark., 1999) Tip II ve IX kollagen ve Tip IV kollagen
TGFp1+askorbik asit Agrekan (Ducy ve ark., yoniinden
(Satomura ve ark., 1998) 1997) zengislestirilmis matriks
TGFp1 (Hung ve ark., 2002;
ITS+Premix+ TGFB1 Pittenger ve ark., 1999;
(Hung ve ark., 2002) Muraglia ve ark., 2000)
Osteoblastlar Deksametazon+f3- Cbfa-1 Mineralize matriks
gliserofosfat+askorbik asit Kemik / karaciger / bobrek  formasyonu
(Hung ve ark., 2002; Bruder alkalen fosfataz (Hung ve ark., 2002;
ve ark., 1997) Kemik siyaloproteini Balk ve ark., 1997)
BMP-2 (Balk ve ark., 1997)  Osteopontin, Osteokalsin
Tip I kollagen
(Hung ve ark., 2002;
Pittenger ve ark., 1999;
Gori ve ark., 1999; Ducy
ve ark., 1997; Balk ve ark.,
1997)
Tenositler BMP-12 (Lou ve ark., Tip II kollagen, Implante edilen
1999) Proteoglikanlar tendonun gelisen
(Young ve ark., 1998) biyomekanik 6zellikleri
(Young ve ark., 1998)
Hematopoetik Hidrokortizon+at serumu - CD34+ hiicrelerin
destekleyici stroma  (Majumdar ve ark., 1998) hematopoetik

Iskelet kas
hiicreleri

Hematopoetik kok hiicre
(Mbalaviele ve ark., 1999)

S-azaktidin
(Wakitani ve ark.,, 1995;
Adassi ve Verfaillie, 2006)

MyoD, Myt 5 ve 6, MEF-
2, Miyogenin, MRF4,
Miyozin

(Adassi ve Verfaillie,
2006; Dominov ve ark.,
1998)

farklilagmasini destekler
ve devam ettirir
(Majumdar ve ark.,
1998)
Osteoklastogenezisi
destekler

(Mbalaviele ve ark.,
1999)

Cok gekirdekli
kasilabilir hiicreler
(Williams ve ark., 1999)
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Tablo V (devam). Kemik iligi kokenli mezenkimal onciillerin in vitro farkhilasma
potansiyeli: Uyari, molekiiler ve hiicresel belirtecler (Minguell ve ark.’dan, 2001).

Diiz kas hiicreleri

Kalp kasi hiicreleri

Astrositler

Oligodendrositler

Noronlar

Sinir hiicreleri

Sinir benzeri

hiicreler

Glia hiicreleri

Beta hiicreleri

Endotel hiicreleri

Epiteloid hiicreler
(+adiposit)

PDGF-BB (Adassi ve
Verfaillie, 2006)

bFGF (Adassi ve Verfaillie,
2006)

DMSO+Deksametazon,

FN+bFGF (Jiang ve ark.,
2002)

PDGF+ EGF+ linoleik asit
(Ducy ve ark., 1997)
FN+bFGF (Jiang ve ark.,
2002)

B-mercaptoetanol + retinoik
asit (Hung ve ark., 2002)

Retinoik asit
(Cheung ve ark., 2003)

Retinoik asit
(Cheung ve ark., 2003)

Retinoik asit
(Cheung ve ark., 2003)

Retinoik asit
(Cheung ve ark., 2003)

VEGF+Fibronektin
(Jiang ve ark., 2002)

FGF4+HGF
(Jiang ve ark., 2002)

ASMA, Metavinkiilin, -
Kalponin, h-

Kaldesmon, Diiz kas

aktin

(Adassi ve Verfaillie,

2006; Dominov ve ark.,

1998)

Desmin, B-miyozin agir -
zinciri, Fosfolamban

GATA 4 ve 6 Kardiyak

troponin 1 ve C

Sarkomerik-aktin

Yavas kasilan miyozin

ANP (Ducy ve ark.,

1997)

Glial fibriler asidik Neonatal beyinde
protein entegrasyon

Ara filaman ( Ducy ve (Jiang ve ark., 2002)
ark., 1997)

Galaktoserebrosit -

(Jiang ve ark., 2002)
Norofilaman, Tiibiilin B
111, Sinaptofizin

(Jiang ve ark., 2002;
Ducy ve ark., 1997)
Netsin, NeUN, Tuj-1
(Hung ve ark., 2002)

Insiilin -

CD31, FIK-1, vWf
(Jiang ve ark., 2002)

Endotelyal fenotip
(Jiang ve ark., 2002)

Sitokeratin 18 Epiteloid morfoloji
HNF-1 (Jiang ve ark., 2002)
Albumin

(Jiang ve ark., 2002)
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Mezenkimal kok hiicrelerin in vivo olarak degisik uyaranlarla gesitli hiicre

tiplerine farklilastig1 ve bu hiicrelerin islev gordiigli birgok ¢alisma ile gosterilmistir
(Galmiche ve ark., 1993; Bruder ve ark., 1998; Pittinger ve ark.,1999; Minguell ve ark.,
2001; Loeffler ve Roeder, 2002; in t Anker ve ark., 2003; Caplan, 2008; Zovein ve ark.

2008) (Tablo VI).

Tablo VI. Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin in vivo farkhilasma
potansiyeli (Karaoz ve Ovali’dan, 2004)

FARKLILASMA

TERMINAL FENOTIP BELIRTECLERI

MOLEKULER

HUCRESEL

Tip I alveoler epitel
hiicresi

Astrositler

Iskelet kasi hiicreleri

Kalp kasi hiicreleri

Hepatosit

Ince bagirsak epitel
hiicreleri

Osteoblast

Tla (Koton ve ark., 2001)
Pan-CK'-CD45" (Jiang ve
ark., 2002)

Glial fibriler asidik protein
Ara filaman (Koton ve ark.,
2001)

Distorfin,
Distorfin+TO-PRO-3
(Jiang ve ark., 2002)

Kardiyak troponin-I-Cy3 +
TO-PRO-3 (Jiang ve ark.,
2002)

CK18", CD45", albumin”
(Jiang ve ark., 2002)

Pan-CK'-CD45
(Jiang ve ark., 2002)

BMP-2 (Balk ve ark., 1997)

Lac-Z eksprese eden
hiicreler

Tip I pnomosit
morfolojisi (Koton ve
ark., 2001)

Neonatal beyinde
entegrasyon (Koton ve
ark., 2001)

Lokalizasyon + Morfoloji

Artmis alkalen fosfataz
aktivitesi ve osteokalsin
iiretimi (Balk ve ark.,
1997)

Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagma ¢aligmalari arasinda en ¢ok osteojenik ve

adiposit hiicrelere farklilasma calisilmis bu ¢alismalarda BMP ve TGF ailesi, sinyal ileti

yollar1 analiz adilmistir. Low Density Lipoprotein Receptor Related Proteinler (LRP)’in



Wnt-Katenin yolagimi inhibe edici etkisi gosterilerek in-vitro MKH elde edilmesini
kolaylastirdigi saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda, Runx2 (Runt Homology Domain
transcription Factor)’nin etkinlestigi, PPARA (Peroxisome Proliferation-Activated
Receptor Antigen)’nin azaldigi durumlarda MKH’lerin osteojenik yonde farklilastigi,
tersi ortamda ise adipojenik farklilagmanin oldugu gosterilmistir. Osteojenik yonde
farklilagsmay1 artiran birbaska etken de Wnt/ B-katenin yolaginda Wnt ligandinin
reseptoriine baglanarak p-katenin’nin yikilmasin1 engelleyen yolagi ¢alistirmasi ve
ilgili genlerin ifadesini saglamasidir MKH’de osteojenik yonde farklilasmay1
engelleyerek ¢ogalmayi arttiran Dickkopf-1 (Dkk-1), adezyon, migrasyon, ¢ogalma ve
yasamin siirdiiriilmesinde etkin olan ise Sisteinden Zengin Protein (Cysteine Rich
Protein-CCN)’dir (Tontonoz ve ark., 1994; Balk ve ark., 1997; Lou ve ark., 1999; Reya
ve Clevers, 2005; Saydam, 2006; Park ve ark., 2008; Gnecchi ve ark., 2008) (Sekil 11 ).

Wnt @

LRP|+——=>LRP
Fiz o6 5/6
Dsh
—— Genler —»Kemik
(farklilasma)

—
@ P —» Parcalanma

Sekil 11. Wnt/Dkk-1 sisteminin kok hiicreler iizerindeki etkisi (Reya ve
Clevers’dan, 2005).

3

Mezenkimal kdk hiicrede immiinojeniteyi saglayan HLA-DR ve ko-stimiilator
molekiil ifadesi olmadig i¢in immiinojenite diisiiktiir. Immiinsiipresif etkiyi yapan ise T
lenfosit  aktivasyonu, alloreaktif reaksiyonlarin Onlenmesi, B lenfositlerin
inhibisyonu,diizenleyici T hiicrelerinin uyarilmasi ve ¢dziinebilen faktorlerin varligidir

(Ugkan, 2007; Caplan, 2008; Miiller ve ark. 2006).
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Mezenkimal kok hiicreler farklilasma potensiyelleri (multipotent olmalar1) ve

immunsupresif etkileri nedeniyle hiicresel tedavilerde diger kok hiicre tiirlerine gore

daha ¢ok tercih edilirler. Klinikte, hiicresel tedavilerde MKH tercih edilmesinin diger

nedenleri sunlardir:

1.

N kAW

Yiiksek farklilasma potansiyelleri: Mezodermal dokularin disinda diger germ
tabakalarina da farklilasma.

Stromal kaynakli olduklar1 i¢in tiim doku hiicrelerine destek hiicre olarak,
fonksiyon ve gelisimlerinde katkida bulunma.

Hasarli dokuya ulagmada migrasyon yeteneklerini kullanma.

Gen tedavisine uygun olma (transfer kolayligi, hizli ¢ogalma ve dayaniklilik).
Fiizyon yeteneginin olmasi.

Enzim defekti olan hastaliklarda enzim {ireten hiicre olma 6zelligi.
Immunsupresif ve immunojenitesinin  diisiik olmasi nedeniyle doku
uygunlugunun aranmamas.

Kemokinler, biiyiime faktorleri ve sitokinlerin salinimi ile hiicre ve /veya
dokuda destek hiicre olarak onarim yapabilme (Kog¢ ve ark., 2002; Barry ve
Murphy, 2004; Wynn ve ark., 2004; Kasem ve ark, 2004; Miiller ve ark, 2006;
Ringden ve ark, 2006; Uckan, 2007; Caplan, 2008; Ball ve ark. 2008).

Mezenkimal kok hiicreler klinik kullanimda bu avantajlart nedeniyle diger kok

hiicre ¢esitlerine gore avantajli goriinse de bazi teknik nedenler yiiziinden dezavantajli

taraflar1 da vardir:

l.
2.

Az sayida olduklari i¢in in-vitro ortamda ¢ogaltilmalar1 gerekir.

In-vitro kiiltiir ortaminda kullanilan malzemeler ve uzun siireli kiiltiir yapmanin
dezavantajlar1 vardir (mikroorganizma kontaminasyonu, sitogenetik instabilite).
Tekrarlayan transplantlarin gerekmesi, direk hasarli dokuya vermenin avantajli

oldugu durumlarda 6zel yontem gerektirmesi (Ucgkan, 2007; Caplan, 2008).

Mezenkimal kok hiicreler klinikte baslica su amaglar i¢in kullanilir:

1.

Organ ve doku tamiri: MKH’in hayvan calismalarinda kullanildig1 ¢ok cesitli
organ hasar1 ve hastalik modeli vardir (Orlic ve ark, 2001; Tomita ve ark., 2002;
Chen ve ark., 2003; Castenheira ve ark., 2008).

Organ ve doku nakli: Immunsupresif etkisi ve o6zellikle HKH nakillerinde

stromal destek saglamasi nedeniyle organ ve doku nakillerinde sikca
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kullanilmaya baglanmis, en ¢ok da allojenik transplantasyonlarda Graft Versus
Host Hastaligit (GVHH) inda iyi sonuglar alinmistir (Rybkave ark., 1995; Le
Blanc ve ark., 2004; Le Blanc ve Ringdén, 2005; Ugkan, 2007).

3. Otoimmiin hastaliklarin tadavisinde kullanim: immunsupresif etkisi nedeniyle
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (ishida ve ark, 1994; Marinova- Mutafchieva
ve ark., 2002).

4. Organ-doku nakilleri ve tamirinde birlikte kullanimi: Cesitli metabolik
hastaliklarda kemik iligi nakli ile birlikte MKH nakilleri denenmistir (Kog ve
ark., 2002; Uckan, 2007).

5. Cesitli tiimorlerin, kalitsal hastaliklarin  tedavisinde (6zellikle enzim
bozukluklarinda) ve yine bir tedavi yontemi olarak gen tedavisinde hedef hiicre
olarak kullanimi1: Deneysel Lokodistrofi tedavisinde basari saglanmistir (Kog ve

ark., 2002; Uckan, 2007; Kim ve ark., 2008; Biffi ve ark., 2008).

I1.B.2.9. Goz Kok Hiicreleri

Gozde su ana kadar ii¢ farkli kok hiicre tanimlanmistir. Bunlar; retinal kok
hiicre, limbal kok hiicre ve konjonktival kok hiicredir.

Kusursuz gorme i¢in hem optik odaklama sisteminin hem de retinadan
baslayarak optik yol ile devam eden ve gorme korteksinde sonlanan néral sistemin
saglam olmasi gereklidir. G6z kok hiicreleri aragtirmalart okiiler sisteminin iki bileseni
olan okiiler ylizey (kornea, limbus ve konjonktiva) ve retina iizerinde yogunlagsmistir

(Ang ve Tan, 2005).

I1.B.2.9.1. Retina Kok Hiicreleri

Retina gdziin en igteki noral tabakasidir ve bir i¢ nérosensoriyel katman ve bir
dis pigment katmanindan —retinal pigment epiteli- olusur. Eriskin memeli gozlerinde
silier cisim ve retinanin periferik sinirlarinda kok hiicre ozellikleri olan ve retinal
noronlara doniisen noral Onciiller bulundugu diisliniilmektedir. Erigkin retinal kok
hiicreler santral ya da periferal retinal pigmente epitelde degil, pigmenter silier sinirda
bulunur (Tropepe ve ark., 2000). Bu hiicreler multipotentdir ve kendini yenileme
ozelligine sahiptir. Noral hiicrelerin 6zellesmis ve farklilasmis oldugunun bilinmesine

karsin, bu insan néral kok hiicrelerinin, uygun uyar1 verildiginde, retina hiicrelerine
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farklilasma potansiyeline sahip oldugu da gosterilmistir (Reh ve Levine, 1998; Ahmad
ve ark., 1999).

I1.B.2.9.2. Okiiler Yiizey Kok Hiicreleri

Okiiler kok hiicre biyolojisi ve tedavisinde en 6nemli gelismeler okiiler ylizey
kok hiicreleri alaninda olmustur. Okiiler yiizey epiteli, kornea, limbus ve konjonktiva
epitelini igerir. Kornea gérme i¢in 6zellesmis berrak bir optik yiizeydir; kornea epiteli
katmanlasmis skuamdz, keratinize olmayan 5 tabaka kalinliginda epitelden olusur.
Limbus ise kornea ve bulbar konjonktiva arasinda bulunan, 1.5-2mm genisliginde ve 8-
10 tabaka kalinliginda epitelden olusan bir alandir. Konjonktiva korneal limbustan géz
kapagi sinirinda mukokiitandz bileskeye dek uzanir ve anatomik olarak tige ayrilir: 1)
Bulbar konjonktiva-limbusa kadar uzanir 2) forniseal konjonktiva- goz kiiresi ve goz
kapaklar1 arasindaki bileskede bulunur 3) Palpebral konjonktiva-gozkapaklarinin ig
kismin1 déser ve goz kapagi sinirinin mukokiitandz bileskesinde sona erer. Bu bolgeler
2-5 tabakali keratinize olmayan katmanlagsmis kolumnar epitel ile ddselidir
(Charukamnoetkanok, 2006).

Eriskin kornea ve konjonktiva kok hiicreleri homeostaz ve okiiler ylizey
rejenerasyonundan sorumlu en erken progenitor hiicrelerdir. Bircok intrinsik ve
ekstrinsik faktorler kok hiicrelerin proliferasyon ve diferansiyasyon hizini etkileyerek

okiiler ylizey hiicrelerin kararli bir durumda kalmasini saglar (Secker ve Daniels, 2008).

I1.B.2.9.2.a. Konjonktiva Kok Hiicreleri

Konjonktiva ve kornea epitel hiicreleri iki ayri hiicre serisine aittir ve farkl kok
hiicre topluluklarindan olustuklarina inanilmaktadir (Wei ve ark., 1996). Konjonktiva
epiteli keratinositler ve goblet hiicrelerinden olusur. Konjonktiva epitelini olusturan
goblet dis1 epitel hiicrelerinin ve goblet hiicre topluluklarimin ortak bir bipotent
progenitor hiicreden meydana geldigi gosterilmistir (Wei ve ark., 1997). Okiiler yiizeyin
homeostazin1  siirdiirmekte  konjonktivanin  6neminin biiyilk olmasma karsin,
konjonktiva kok hiicrelerinin dogas1 ve yerlesimi hakkinda fazla bilgi yoktur. Forniks
konjonktivasinin kok hiicrelerden zengin oldugu tavsan ve fare modellerinde
gosterilmistir. Forniksde bulunan kok hiicrelerin varligi, iyi bilinen 6zellikleri olan

yavag sikluslar1 gosterilerek dogrulanmistir (Wei ve ark., 1995). Timor uyarist ve
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yaralanma ile forniks bazal hiicreleri, diger bolgelerdeki hiicrelere oranla, daha fazla ve
daha uzun siireli proliferatif yanit verirler. Konjonktiva forniksi en fazla miktarda kok
hiicre iceren yer olmakla birlikte, olasilikla tiim konjonktiva epiteli boyunca

konjonktival kdk hiicre topluluklar1 bulunmaktadir.

I1.B.2.9.2.b. Limbal Kok Hiicreler

Kornea epitelinde yilizeyde yerlesmis terminal farklilasmis (diferansiye)
hiicrelerin kayb1 ve bazal epitel hiicrelerin onlarin yerini almasiyla olusan siirekli bir
dongii vardir. Lavker ve Sun (Lavker ve Sun, 1998) kornea epiteli arasinda dereceli
gradiyent diferansiyasyonunu acgiklamak amaciyla kok hiicrelerin farklilasma akisini;
kok hiicre, gecici amplifiye hiicre, terminal farklilasmis hiicre olarak onerdiler. Korneal
epitel hiicrelerinin limbusun bazal tabakasinda yerlesen ve kornea epitelinin
yenilenmesi ve rejenerasyonundan sorumlu olan 6zgiil progenitor hiicrelerden meydana
geldigi bilinmektedir. (Takacs ve ark., 2009) (Sekil 12). Limbal kok hiicreler boliinerek
gecici amplifiye hiicreleri olusturur, bunlar da go¢ ederek ylizeyde limbusun suprabazal
yerlesimini iggal eder ve merkezde kornea epitelinin bazal tabakasini olustururlar. Bu
gecici genigleyen hiicreler “post-mitotik” hiicrelere, onlar da terminal farklilagsmig
hiicrelere diferansiye olur. Bu hiicreler yiizeysel olarak gé¢ eder ve dokunun son
fenotipik Ozelliklerini alirlar. Post-mitotik hiicreler ve terminal farklilasmis hiicreler
boliinme yetenegine sahip degildir (Dua 1995; Dua ve Blanco, 2000;
Charukamnoetkanok, 2006; Secker ve Daniels, 2008).

7 |Konjonktiva  Limbus Petiferik kotrea M erkez kotea

I Kan damar

<OI7  Terminal farkidagnug hitcre

Bazal membran
@ Gegici amplifiye hilcre
& Mlelanosit

| P 4 / Limbal fibroblast
Y @ Limbal epitelyal kik bitere

Sekil 12. insan kornea limbusunun kesitsel semasi (Secker ve Daniels’den, 2008).
Ep: Epitel tabaka; BL: Bowman tabakasi; St: Stroma
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Kornea epitel hiicrelerinin rejenerasyonunda limbus bazal epitel hiicrelerinin
roli oldugu kavrami kornea epitel defektlerinin iyilesme siirecinde epitel hiicre
serilerinin limbal bolgeden merkez korneaya gog¢ ettigini gosteren Davanger ve Evensen
tarafindan 1971 yilinda ortaya atilmigtir (Davanger ve Evensen, 1971). Limbal bazal
epitel hiicreleri kornea epitelinin en az farklilasmig hiicrelerini olusturur. Farklilagmig
kornea epitelinde ve limbusun suprabazal tabakasinda gosterilen K3 keratinin, limbal
bazal hiicrelerinde olmamasi limbal bazal hiicrelerin daha Onciil ve farklilasmamis
oldugunu disiindiiriir (Schermer ve ark, 1986). Kornea kok hiicrelerine 6zgiil bir
molekiiler belirte¢ tanimlanamamis, ancak kok hiicrelerin yavas dongii ozelligi
dolayisiyla dolayl bir isaretleme yontemi gelistirilmistir (Bickenbach ve Mackenzie,
1984). Devamli timidin inflizyonunun yavas boliinen kok hiicrelerde uzun siire
tutulmasina dayanan bu yontem limbusun, kornea kok hiicrelerinin yeri oldugunu
gostermistir. Dinlenme halinde diisiik dongii hizina sahip limbal bazal epitel hiicre
topluluklarinin, yaralanma ve timor uyarilma durumlarinda, periferal ve santral kornea
hiicrelerine gore daha yiiksek rezerv kapasitesi ve proliferatif yanit 6zelliklerine sahip
oldugu bilinmektedir (Costarelis ve ark,. 1989).

Kornea kok hiicrelerinin barinmasi ve korunmasi i¢in limbus 6zellikli bir yerdir.
Viicuttaki kok hiicreler genellikle derin doku tabakalarinda bulunur. Korneal epitel
cogunlukla 5 tabakadan olusurken, limbal epitel 8-10 tabaka kalinligindadir ve limbal
kok hiicreler de diger kok hiicreler gibi alt tabakalarda yer alir. Limbusun bir diger
ozelligi de pigmentasyonun fazla olmasidir, bu da bazal hiicreleri UV ve radyasyon
gibi karsinojenik etkilerden korur (Cotsarelis ve ark, 1989). Vogt palisadlar (Sekil 13)
limbusa lokalize papilla benzeri kolonlardan olusan karmasik bir yapidir, dalgali bir
epitel-stroma bileskesine sahiptir ve bu nedenle daha fazla adezyon 6zelligi saglayarak
epiteli yirtilmalara karsi direngli kilar. Ayn1 zamanda bu katlantilar bazal hiicrelerin
ylizey alanini da arttirir. Limbusun bu komponenti sinir acisindan da zengindir ve genis
bir vaskiiler yataga sahiptir. Tiim bu 6zellikler limbal kok hiicrelerin ¢esitli sitokin ve
noral aracili yolaklar ile gogalmasina olanak saglar. Vogt palisadlari limbal kok hiicreler
icin benzersiz koruyuculukta bir ortamdir. Bu ortam, kok hiicre aktivitesinin
diizenlenmesinde ¢ok 6nemli olan stromal mikrogcevreyi — kok hiicre nisi — olusturur

(Ang ve Tan, 2005, Charukamnoetkanok, 2006).
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Sekil 13. Kornea ve Limbus Anatomisi (Takacs ve ark.’dan, 2009)

Kok hiicre niginin diizenlenmesinde ve idamesinde hem intrinsik (hiicrenin
dogasinda var olan) hem de ekstrinsik (hiicrenin etrafindaki cevreye ait) faktorler
etkilidir (Zieske, 1994). Limbal bazal hiicrelerin epidermal biiylime faktorii reseptor
(epidermal growth factor receptor-EGFR) diizeyinin merkez korneanin bazal
hiicrelerine oranla daha fazla oldugu bilinmektedir. Daha olgun ve farklilagmis hiicreler
daha diisiik diizeyde reseptore sahiptir. Yiiksek diizeyde EGFR ifadesinin, gelisme ve
yara iyilesmesi sirasinda hiicrelerin biiyiime faktorleri tarafindan kolaylikla
uyarilmasina yol acarak biiylimeye yonlendirecegi ileri stirtilmiistiir (auf dem Keller ve
ark.,2004). Limbal bazal hiicrelerin intermediate filamanlar, sitokeratin 19 (K19),
vimentin, a6p4-integrin, metallothionein, AE1 ve transferrin reseptorii de ifade ettigi
gosterilmistir (Zieske ve Wasson, 1993; Kasper, 1992; Charukamnoetkanok, 2006).

Bu hiicrelerin benzersiz fenotipleri onlari ¢evrelerindeki bazal hiicrelerden ayirir.
Limbal epitelin bazal hiicrelerinde, merkez kornea epitelinden daha yiiksek oranda var
olan birgok protein bulunmustur (Dua ve Azuara-Blanco, 2000). Limbus bazal
membran1 da merkez kornea membranindan farklilik gosterir. Merkez kornea epiteli
bazal membran1 AE27 monoklonal antikoru tarafindan tanimlanan ve limbal bdlgede
diisiik diizeyde bulunan bir protein igerir (Kolega ve ark., 1989). Bunun aksine,
kollagen tip IV limbus bazal membraninda bol miktarda bulunurken, merkez korneada
yoktur. Kornea ve konjonktiva epitel bazal membran1 bu 6zellikleri ile ii¢ bdliime
ayrilabilir: Konjontival bazal membranda tip IV kollagen (+), AE27 zayif (+) ; limbal
bazal membranda tip IV kollagen (+), AE27 kuvvetli (+) ; ve kornea bazal membranda
tip IV kollagen (-), AE27 kuvvetli (+)’dir. Bazal membran heterojenitesi keratin

ifadesinin diizenlenmesinde ve kornea epitelinin farklilagmasinin diger yonlerinde rol
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oynar. Bu oOzellikler ve beraberindeki limbusun “anchor” fibrilleri, bazal hiicrelerin
altindaki stromaya adezyonunu arttirir (Ang ve Tan, 2005).

Okiiler yiizey epitel hiicrelerinin ¢ok sayida sitokin ifade ettigi gosterilmistir
(Wilson ve ark., 1994; Li ve Tseng, 1996; Wilson ve ark., 1999/b). Stroma-epitel
etkilesimleri normal kornea islevini desteklemekte son derece onemlidir. Ozellikle
erken gelisim, homeostaz ve yara iyilesmesi sirasinda korneada stromal ve epitelyal
hiicreler arasindaki iletisim koordinasyonunun iyi olmasi gereklidir. TGF-a platelet
kaynakli biliytime faktorii- f (PDGF-B) ve IL-1p gibi birgok biiyiime faktoriinlin epitel
hiicreleri tarafindan sentez edildigi ve reseptorlerinin de stroma fibroblastlar arasinda
bulundugu gosterilmistir (Li ve Tseng, 1996; Charukamnoetkanok, 2006).

Korneada en iyi tamimlanan stroma-epitel etkilesimi, hepatosit biiytime faktorii
(hepatocyte growth factor-HGF) ve keratinosit biiylime faktorii (keratinocyte growth
factor-KGF) araciligi ile gergeklesen parakrin etkilesimdir (Li ve Tseng, 1997). Limbal
fibroblastlarin ¢ogunlukla KGF transkript ve proteinlerini, kornea fibroblastlarinin ise
HBEF transkript ve proteinlerini ifade ettigi gosterilmistir (Wilson ve ark., 1994; Wilson
ve ark., 1999/a). Yara iyilesmesinde KGF’nin 6nemli rol oynadigi bilindigi i¢in,
KGF’nin yiiksek oranda ifadelenmesinin kok hiicrelerin proliferasyon, motilite ve
farklilagsmasinin diizenlenmesinde de gorev yaptigi distlniilmektedir. Keratinosit
biiyiime faktorii-2 (KGF-2) epitel dokusunun olusmasinda ve epitel dokusunun
hasarlanmas1 durumunda rejenerasyonda gorev alan biiyiime faktorlerinden biridir.
Kornea epitelinin hasarlanmasi durumunda ilgili genin ifadesinde artis oldugu ¢esitli
yayinlarla da gosterilmistir (Liu ve ark., 2008). Bu bulgular mikrogevrenin limbal kok
hiicreleri  diizenledigini, sitokinler 1ile biiylime faktorlerinin epitelyal-stromal
etkilesiminin kdk hiicre homeostazi ve diizenlemesinde gorev aldigi diisiincesini
desteklemektedir (Ang ve Tan, 2005).

Kornea epitelinin idamesinde X,Y,Z hipotezini ilk kez Thoft ve Friend ileri
stirmislerdir (Thoft ve Friend, 1983). Buna gore, kornea epitelinin varlig1 ii¢ ayr1 ve
bagimsiz mekanizma ile siirdiiriiliir. Bazal epitel hiicrelerinin proliferasyonu “X”,
perifer hiicrelerinin proliferasyonu ve sentripedal gocii “Y”, ylizeydeki epitel
hiicrelerinin kayb1 ise “Z” ile simgelenir. Kornea epitel idamesi bu siireclerin bir
dengesi olarak X+Y=Z denklemi ile tanimlanir (Thoft ve Friend, 1983) (Sekil 14).

Kornea epitelinin her 7-10 giinde bir yenilendigi diisliniilmektedir. Kornea hasar1 ve



38

sonucunda olusan epitel hiicre kaybi ile kornea epitel rejenerasyon mekanizmalari
harekete gecer ve hiicrelerin periferden merkeze dogru sentripedal hareketi baslar
(Buck, 1985). Kornea epitel defektleri, hasarin niteliginden bagimsiz olarak, oldukca
tutarli bir yeniden epitelizasyon siirecine yol agar. Defektin ¢evresinde go¢ eden 3—6
konveks Oncii tabaka gelisir ve merkeze dogru ilerler. Daha sonra bu doku tabakalari
tiim yiizeyi kaplayacak sekilde birlesirler (Dua ve Forrester, 1987; Charukamnoetkanok,
2006).

Sekil 14. Kornea epitel idamesi icin one siirillen X,Y,Z hipotezi. X=bazal hiicre
proliferasyonu; Y=hiicrelerin sentripedal hareketi; Z=yiizeyden hiicre kayb:1 (Ang
ve Tan’dan, 2005)

I1.B.2.9.2.c. Kok Hiicre Eksikliginin Neden Oldugu Okiiler Yiizey Hastaliklar:
Cesitli kalitsal ve edinsel hastaliklar limbal kok hiicre eksikligine yol acar.
Limbal kok hiicrelerin konjenital yoklugu ya da islevsizligi bulunan kalitsal hastaliklar

ve edinsel nedenler Tablo VII’de verilmistir (Ang ve Tan, 2005).

Tablo VII. Limbal Kok Hiicre Eksikligi Nedenleri (Ang ve Tan’dan, 2005)

Edinsel Durumlar
Stevens-Johnson sendromu
Kimyasal yaralanma
Okiiler sikatrisyel pemfigoid
Kontak lense bagl keratopati
Limbal bolgeye ¢ok sayida cerrahi ya da kriyoterapi
Norotrofik keratopati
Periferal iilseratif keratit
Kalitsal Hastahiklar
Aniridi keratiti
Coklu endokrin eksiklikler ile birlikte keratopati
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Limbal kok hiicre eksikligi korneanin anormal epitelizasyonu ve hatali
tyilesmesine neden olur. Karakteristik 6zellikleri olan gegmeyen ve tekrarlayan epitel
defektleri, iilserasyon, kornea vaskiilarizasyonu, stroma inflamasyonu ve skarlagma ile
konjonktivalizasyon (konjonktiva epitelinin merkeze ilerlemesi) sonucunda limbal
bolgede kornea ve konjonktiva epiteli arasindaki demarkasyon hatti kaybolur. Kornea
epitelinin siire§en instabilitesi ve kronik iilserasyon korneanin giderek erimesine ve
perforasyona yol acar. Limbal kok hiicre eksikliginin patognomonik 6zelligi kornea
ylizeyinde konjonktiva epitelinin merkeze ilerlemesidir. Korneanin biomikroskopik
incelemesinde korneanin donuk oldugu, kornea refleksinin bozuldugu, vaskiilarizasyon
ve saydamlik kayb1 gozlenir (Dua, 2000; Tseng ve ark., 1998; Sridhar ve ark., 2001).

Normalde kornea avaskiilerdir fakat bir¢ok neden limbal vaskiiler pleksusdan
kapiller invazyon olusumuna yol agabilir. Bu yeni kan damari olusumu korneal
neovaskiilarizasyon (NV) olarak adlandirilir. Korneal NV’nin 3 major kategorisi
ylizeyel vaskiilarizasyon, fibrovaskiiler pannus ve derin stromal vaskiilarizasyondur.
Yiizeyel vaskiilarizasyon nadiren gormede azalmaya yol agar. Ancak diger iki tip
korneal NV goérme aksini tuttuklarinda belirgin gorme kaybina yol agabilirler
(Charukamnoetkanok, 2006). 1998 yil1 verilerine gore tiim diinyada 7 milyondan fazla
insan korneal opasite ve vaskiilarizasyon nedeniyle gorme kaybina ugramistir (Lee ve
ark., 1998).

Kornea NV’sinin kesin nedenleri halen arastirma konusudur. Bu nedenlerden bir
tanesi de hasarli ya da defektif limbal kok hiicrelerdir. Kornea epitel kok hiicre eksikligi
hastaya rahatsizlik verici semptomlar ile seyreden ve korliige neden olarak morbiditeye
yol acan bir hastaliktir. Bu hastaliklarda, epitel hiicrelerinin kornea {izerinde yeniden
diizgiin bir yilizey olusturamamasi bir kisir dongiiyii tetikleyerek skarlagsma ve vaskiiler
invazyona neden olur.

Limbal kok hiicre eksikligi lokalize ya da diffiiz olabilir (Dua ve Forrester, 1987,
Dua, 1995). Lokalize limbal kok hiicre eksikliginde, limbus ve kornea epitelinin bazi
bolgeleri normaldir ve konjonktivalizasyon saglikli epitelin olmadigr bolgeler ile
siirlidir. Limbal kok hiicre eksikliginin ¢ok kiigiik oldugu durumlarda hastalik klinik
bulgu vermeyebilir ve komsu saglikli limbal dokunun proliferatif kapasitesi kornea

ylizeyini onarmak icin yeterli olur. Diffiiz eksiklik olgularinda ise onarim miimkiin
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degildir, bu nedenle mutlaka tedavi yoluna gidilmelidir (Ang ve Tan, 2005;
Charukamnoetkanok, 2006).

Okiiler ylizey hastaliklarinda limbal eksikligin varligin1 saptamak ¢ok onemlidir
clinkii bu hastalarda tedavi yontemlerinden biri olan basit kornea transplantasyonunun
basar1 sansi c¢ok azdir. Konvansiyonel keratoplasti korneal kok hiicreleri yerine
koyamaz, bu nedenle kornea grefti yapilan hastalarda komplikasyon gelisme ve greft
rejeksiyon riski yiiksektir. Ek olarak, bu gozlerde vaskiilarizasyon ve kronik stromal
inflamasyon, beraberinde goz kapagi sinirinda diizensizlik ve keratinizasyon goriilebilir
(Ang ve Tan, 2005).

Limbusun korneal kok hiicrelerin yerlesim yeri oldugu kabul edildikten sonra,
limbal transplantasyon kornea kok hiicrelerinin eksikligi ile ilgili hastaliklar1 tedavi
etmek i¢in kullanilmaya baslanmistir. Limbal transplantasyon, kornea epitel yiizeyini
onarmada, konjonktiva greftlerinden ¢ok daha etkili bulunmustur (Kenyon ve Tseng,
1989; Coster ve ark., 1995; Tsai ve ark., 1990; Tsubota, 1997; Tsubota ve ark., 1999).
Limbal otogreft transplantasyon genellikle yeterli rezidiiel saglikli limbal doku bulunan
tek tarafli olgular ve bilateral lokalize limbal eksiklik olgular1 ile smirli kalmigtir
(Tsubota ve ark., 1999). Tek tarafli limbal kok hiicre hastaliginda, saglikli kars1 gézden
iki limbal segment (genellikle superior ve inferior) ¢ikarilir ve hastalikli goziin ylizey
epitelini ortadan kaldirmak ic¢in uygulanan ylizeyel keratektomi ve konjonktival
peritomi sonrasi bu segmentler transplante edilir. Bilateral yaygin hastalig1 olanlar i¢in
limbal allogreftler akraba canli vericilerden ya da kadavralardan elde edilir (Dua ve
Azuara-Blanco, 1999). Canli akraba verici olarak siklikla HLA uygun birinci derece
akraba segilir ve limbal korneanin iki segmenti almir. Kadavra vericilerinde tiim 360°
limbus, tek halka seklinde ya da birgok bitigik segment halinde, transplante edilebilir.
Limbal eksiklik olan gozler vaskiilarize ve inflamedir, géz kapagi diizensizlikleri ve
tabaka yirtiklar1 olabilir. Tim bu durumlar ve kronik stromal inflamasyon
transplantasyon basarisim1 olumsuz etkiler (Ang ve Tan, 2005). Ote yandan, allojenik
transplantasyon yapilan hastalarda greft rejeksiyonunu 6nlemek i¢in siklosporin, FK506
ya da mikofenolat mofetil ile uzun siireli sistemik immun baskilayici tedavi gereklidir
(Swift ve ark., 1996).

Okiiler yiizey hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bir diger yontem de insan

amniotik membrani1 kullanimidir. Amniotik membran f6tal membranlarin en igte
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yerlesmis olanidir. Amniotik mezenkim blastokistin ekstraembriyonik mezoderminden
koken alir. Isik mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda amnion membranin kollajenden
zengin ortamda fibroblast kiimelerinden olusan zemin tizerinde tek sira halinde dizilmis
kiiboidal epidermis benzeri hiicrelerden olustugu gozlenir (Kubo ve ark., 2001; Li ve
ark., 2006). Kolay, ucuz ve bol bulunmasi, uzun siire saklanabilmesi, insan l16kosit
antijenleri igermedigi i¢in immunolojik reaksiyon olusturmamasi ve bakteriyel
kontaminasyonu Onleyici etkisiyle g6z yiizey cerrahilerinde tercih edilen bir
materyaldir. Amnion membranin kalin bir bazal membran ve avaskiiler stromal
matriksten olugmasi basarili bir transplantasyon olanagi sunar. Amniotik membran yara
tyilesmesini kolaylastiracak birgok 0Ozellige sahiptir ve yara iyilesmesinde etkin
olabilecek bir¢ok biiylime faktorii iiretir. Bazal membran epitel hiicrelerinin go¢iinii ve
adezyonunu kolaylastirarak yaranin kapanmasini saglar (Tseng ve ark., 1998; Meller ve
ark., 2000). Epitel iyilesmesinin disinda, amniotik membranin antiinflamatuar 6zelligi
inflamasyonun siiresini ve siddetini azaltir (Ang ve Tan, 2005).Limbal kok hiicrenin
kismi eksikliginde ve okiiler yiizeyin rekonstriiksiyonunda amnion membrani bu
ozellikleri nedeniyle kullanilmistir (Solomon ve ark., 2002; Ilari ve Daya, 2002).

Kornea yiizey defektlerinin tedavisinde kullanilan yontemlerden biri de topikal
otolog serum uygulamasidir. Bu uygulamadaki amag, biyokimyasal 0Ozellikleri
gdzyasina yakin olan (pH 7.4, osmolarite 296 mosm/l, EGF 0.5 ng/ml, TGF-b 6-33
ng/ml, Vitamin A 46 mg/ml, lizozim 6 mg/ml, Yiizey IgA 2 mg/ml, Fibronectin 205
ng/ml) otolog serumun insan kornea fibroblastlarinin gogiinii ve farklilagmasini
arttirmasidir. Ayrica, igerdigi biiylime faktorii ve vitaminlerin epiteliyotrofik etkisi
oldugu one siiriilmektedir (Geerling ve ark., 2004; Watson ve ark. 2008).

Limbal epitel kok hiicrelerin in vitro ekspansiyonu ve transplantasyonu limbal
kok hiicre eksikligi tedavisinde yeni bir segenek olusturmustur. Bu islem i¢in saglikl
diger gdzden yalnizca kiigiik bir limbal biopsi alinarak amniotik membran ya da fibrin
bazli substratlar gibi ¢esitli maddelerin {izerine ekilerek kompozit greft dokusu elde
edilir ve hastaliklt géze transplante edilir (Pellegrini ve ark., 1997; Tsai ve ark., 2000;
Koizumi ve ark., 2001; Meller ve ark., 2000; Charukamnoetkanok, 2006). Okiiler
ylizey kok hiicrelerini in-vitro ortamda ¢ogaltmak icin kullanilan en yaygin yontem
serum igeren besi yeri kullanmaktir. Hayvan serumu, fotal bovin serum (FBS) ve kiiltiir

ortaminda “feeder”-besleyici zemin (hayvan fibroblast hiicreleri) kullanmak zoonotik
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enfeksiyon ve kseneogreft rejeksiyon riskini de beraberinde getirir (Ang ve Tan, 2005).
Bu durumda feeder olarak amnion membrani, besleyici serum olarak da otolog serum
kullanmak bu tedavi secenegini en giivenli hale getirecek yontemlerden biri olabilir. Bu
yontemin olumsuzluklarindan biri olan verici dokunun “kér” bir bigimde toplanmasi
cerrahi riskleri iki agidan arttirir. Eger verici limbal grefti yeteri kadar kok hiicre
icermezse, cerrahi islem ya hemen basarisiz olacak ya da uzun Omiirlii olmayacaktir.
Ote yandan, eger ¢ok fazla kok hiicre toplanmissa, verici gdzde limbal kok hiicre
eksikligine bagli sorunlar gelisecektir. Daha fazla aragtirma yapmanin zorlayici bir
kaniti da bilateral hastaliklarda tek kok hiicre kaynaginin allojenik verici dokusu
(yasayan akraba ya da kadavra) olmasidir. Beraberinde gii¢lii immunsupresif ilaglar
kullanilmasina karsin, allojenik kok hiicre naklinin uzun dénem basar1 orani halen diis
kirikligina yol agmaktadir (Charukamnoetkanok, 2006).

Bilateral limbal kok hiicre eksikliklerinde allojenik nakillerin uzun dénem
sonuglarinin ¢ok iyi olmamasi arastirmalari otolog kok hiicre kaynaklarmi kok
hiicrelerin farklilasma, doniisme Ozelliklerinden yararlanarak tedavide kullanmaya
yonlendirmistir (Du ve ark, 2003; Ye ve ark, 2006; Ma ve ark, 2006).

Okiiler yiizey hastaliklarinda, iizerinde uzun yillardir ¢alisilan alternatif bir tedavi
secenedi de yapay kornea (keratoprotez, K-pro)’dir. Biyomiihendislik ile iiretilecek
olan ideal yapay korneanin ii¢ temel 6zelligi olmalidir: 1) Dogal korneanin optik ve
biyomekanik 6zelliklerini taklit etmeli (kornea toksin ve infeksiyonlara bariyer gorevi
yapmali, postoperatif olarak intraokiiler basing 6l¢timii de dahil olmak {izere goz sagligi
izlemindeki Olc¢limlerin yapilabilecegi 6zellikleri icermeli) 2) Konuksever olmayan
cevrelerde de biiylimelidir (immunolojik olarak inert). 3) Yapay kornea alic1 gozii ile
dikissiz olarak bioentegre olmalidir. K-pro hakkinda bircok belirlenemeyen faktoriin
olmasi ve bu konuda heniiz tatmin edici sonuglara ulagilamamasi bu tedavi segeneginin
¢ikmazlarindandir.

Limbal kok hiicre biyolojisi-tedavisi ve otolog kok hiicrelerin tedavide kullanimi
ile elde edilecek bilgilerin bu siirece de olumlu etkileri olacagi diisiiniilmektedir
(Charukamnoetkanok, 2006).Biz de bu nedenlerle MKH’yi kornea epitelinin
onariminda KGF-2 ve OS ile kullanarak MKH’nin limbal kok hiicrelere doniisiim

surecini inceledik
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ll. GEREG VE YONTEM

Bu ¢aligma Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Tibbi ve
Cerrahi Arastirmalar Merkezi’nde gercgeklestirildi. Hiicre kiiltiirii agamas1 T1bbi Biyoloji
Anabilim Dali Sitogenetik Laboratuari, molekiiler genetik analiz agamas1 Molekiiler
Genetik Laboratuari, hayvan ¢alismalar1 ise Tibbi ve Cerrahi Aragtirma Merkezi’nde
yapildi. Akim sitometri ¢aligmalar1t Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk
Hematoloji  Laboratuarinda, patolojik incelemeler Patoloji  Anabilim Dali
laboratuarlarinda  gerceklestirildi. Deneyde kullanilan amnion membran1 (AM),
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesin’de Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
ekibi tarafindan onami alinmis (EK 1) disi fetus tasiyan goniillii gebeden sezaryen
dogum sirasinda alindi. Caligsma arastirma planinda olan dort grup icin onar adet disi,
kemik iligi donorii olarak kullanilacak yirmi adet erkek, 6n ¢alismada kullanilan iki adet
disi ve ayrica dort adet yedek disi sicandan olusmak iizere toplam 66 adet 180-200 g.
eriskin “Sprague Dawley” cinsi sigan ile gergeklestirildi. Iki hayvan deneyin
baslangicinda 6n ¢alisma icin kullanilirken dort adet disi sigan ise arastirma gruplarinda
transplantasyondan 6nce dlen siganlarin yerine kullanildi.

Tez calismalaria baslamadan 6nce Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi

Insan ve Hayvan Etik Kurul Baskanligi’ndan yazili olarak izin alindi (Ek 2A - 2B).

II1.A. DENEYDE KULLANILAN CIHAZLAR , KIMYASAL MADDELER VE
CALISMA SOLUSYONLARI

III.A.1. T1bbi ve Cerrahi Arastirmalar Merkezinde Kullanilan Cihazlar, Kimyasal

Maddeler ve Calisma Soliisyonlar:

III.A.1.1. Cihazlar
- Mikrocerrahide kullanilan cerrahi araglari

- Biomikroskop ( mikrocerrahide kullanilan cerrahi mikroskop) (Zeiss, Almanya)
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ITII.A.1.2. Kimyasal Maddeler

- NaOH (Merck, Almanya)

- Floresein damla (Sigma-Aldrich, St. Louis, http://www. Sigma-aldrich.com)
- Eter ( Merck, Almanya)

- Ksilazin Flakon ( Merck, Almanya)

- Alkain Damla ( Sanofi, Tiirkiye)

II1.A.2. Hiicre ve Doku Kiiltiirii Laboratuarinda Kullanilan Cihazlar, Kimyasal

Maddeler ve Calisma Soliisyonlari

II1.A.2.1. Cihazlar

- Santriflij (Heraeus, Almanya)

- CO; Inkiibatérii (Hera-cell, Almanya)

- Hiicre Kiiltiir Kabini (Nuaire, Almanya)

- Invert Mikroskop (Zeiss-Axiovert 100, Almanya)
- Vorteks (Niive, Tiirkiye)

II1.A.2.2. Kimyasal Maddeler

- “Dulbecco’s modified Eagle’s medium “ LG /DMEM-LG ( Biological Industry, Israil)
- %50 Gliserol (Merck, Almanya)

- Tripsin-ETDA C (Sigma-Aldrich, St. Louis, http://www. Sigma-aldrich.com)

- Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich, St. Louis, http://www. Sigma-aldrich.com)

- Fosfat buffer salin /PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, http://www. Sigma-aldrich.com)
- Fetal bovin serum /FBS (Hyclone, Logan, UT, http://www.hyclone.com)

- L-Glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, http://www. Sigma-aldrich.com)

- Ficoll soliisyonu /1.077 g/mL ( Merck, Almanya)

- Dimetil Siilfoksit/DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, http://www. Sigma-aldrich.com)
- KGF-2 (Biocience, Almanya)
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I11.A.2.3. Calisma Soliisyonlari

MKH Besi Yeri: 100 ml besi yeri i¢in,
20 ml FBS
2 ml L-Glutamin

1 ml Pen-Sterp
77 ml DMEM-LG

MKH Saklama (Kriyo Tiip ) Besi Yeri: 10 ml saklama besi yeri i¢in,
- 7ml DMEM-LG
- 2ml FBS
- 1 ml DMSO

Amnio Membrani1 Saklama Besi Yeri: 100 ml besi yeri i¢in,
- 50 ml %50 gliserol
- 50 ml DMEM- LG

II1.A.3. Cocuk Hematoloji Laboratuarinda Kullanilan Cihazlar, Kimyasal

Maddeler ve Calisma Soliisyonlari

IT11.A.3.1. Cihazlar

- FACSCalibur TM (Becton Dickinson and Company)

- Cell Quest Software (Becton Dickinson and Company, immunsitometri sistemi, Mac
OS X10.3.6/7R28)

- Santriflyj ( Niive, Tiirkiye)

- Vorteks (Niive, Tiirkiye)
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I11.A.3.2. Kimyasallar ( Biyomolekiiller)

- CD11b/c [Integrin o.0x chains/OX-42, R-Phycoerythrin (R-PE)] (BD Pharmingen,
San Diego)

- CD45 [Leukocyte Common Antigen/Ly-5, (PE)] (BD Pharmingen, San Diego)

- CD90 [Thy-1, Flurescein Isothiocyanate (FITC) ] (BD Pharmingen, San Diego)

- CD106 [Vascular Cell Adhesion Molecule-1/'VCAM-1,(R-PE)] (BD Pharmingen, San
Diego)

- CD44 [Hyaluronate Receptor Cell Adhesion Molecule/H-CAM, (FITC) ] (BD

Pharmingen, San Diego)

I11.A.3.3. Calisma Soliisyonlari

Yikama Soliisyonu: 100 ml i¢in,
- 0.1 ml Na azid
- 99.9 ml PBS

I11.A.3.3.a. Akim Sitometri Cihazi ile Tanimlamada Kullanilan Yontem

kontrol (otofloresan kontrol/hiicrelere higbir yiizey belirteci eklenmeden hazirlanan tiip)
yazilarak etiketlendi. Daha sonra tiiplere hiicre konsantrasyonu 1X10° olacak sekilde
100°er pl hiicre siispansiyonu konulup 10’ar pl yilizey belirtegleri eklenerek
vortekslendi. 15 dakika 4 °C’de karanlik ortamda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
tizerine 1 ml yikama soliisyonu eklenerek 1400 dakika/devir’de 5 dakika santrifiij edildi
ve siipernatant atildi. Hiicre ¢okeltisine tekrar 0.5 ml yikama soliisyonu eklenerek akim

sitometri cthazinda tanimlanda.
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IT1.A.4. Molekiiler Genetik Laboratuarinda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal
Maddeler

I11.A.4.1. Cihazlar

- Termal déngii cihazi (Techne, Ingiltere)

- Yatay elektroforez sistemi (Scie-Plas, Ingiltere)

- Elektroforez gii¢c kaynagi (Wealtec, Tayvan)

- UV transillumunator (Uvitec-BTX-26-M, Ingiltere)

- UV goriintii analiz sistemi (Biolab-UVIPhoto MW, Ingiltere)
- Mikrosanrifiij (Hettich, Almanya)

- Su banyosu ( Niive, Tiirkiye)

- Hassas terazi (Mettler AJ 100, Almanya)

- pH metre (Hanna, Almanya)

- Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya; Capp, Danimarka)
- Vorteks (Niive, Tiirkiye)

II1.A.4.2. Kimyasal Maddeler
- Tris (Merck)
- Borik asit (Sigma)
- EDTA,sodyum tuzu (Merck)
- Nii mikropor (Prona)
- Magnezyum kloriir (Gen Tag)
- Etidyum bromiir (Sigma)
- Taq DNA polimeraz enzimi (Gen Tag)
- 10 X PCR buffer (Gen Tag)
- Deoksiriboniikleosid trifosfatlar (AINTPs, Fermentas)
- PCR Primerleri (Alpha DNA)
- DNA belirte¢ci pUC19/MSPI ( baz araligt: 501-489, 404, 331, 242, 190
147, 111-110, 67, 34)
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I11.A.4.3.a. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

0.5M EDTA, pH 8.0:

- 18.61 g disodyum EDTA.

- 80 ml bidistile H20 iginde ¢oziiliir.

- Soliisyona 2 g NaOH tableti atilarak eritilir.

- pH 8’e ulastiginda bidistile H20 ile 100 ml’ye tamamlanur.
- Otoklavda steril edilir.

- Oda 1s1sinda saklanir.

IM Tris pH 7.5:

- 12.11 g Tris-bazu.

- 80 ml bidistile H20 iginde ¢oziiliir.

- pH HCl ile 7.5’a ayarlanur.

- Bidistile H20 ile 100 mI’ye tamamlanur.
- Otoklavda steril edilir.

- Oda 1s1sinda saklanir.

10X TBE (Stok soliisyon):

- 108 g Tris-bazi (0.9M).

- 55 g Borik asit (0.9M).

-40 ml 0.5M EDTA, pH 8.0 (20 mM).

- Tris-base ve borik asit 700 ml bidistile H20 i¢inde ¢oziiliir.
- EDTA eklenir.

- Bidistile H20 ile 1000 ml’ye tamamlanir.

- Oda 1s1sinda saklanir.

1X TBE (Calisma soliisyonu):
- 100 ml 10X TBE stoktan.
- 900 ml bidistile H20 eklenir.
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Etidyum bromiir soliisyonu (10 mg/ml):
- 10 ml bidistile H20 iginde ¢oziiliir.
- Isik almayan bir sise i¢inde +4 °C *de saklanur.

- Stok soliisyondan, ¢alisma soliisyonu 0.5 mg/ml olacak sekilde hazirlanir.

%2 Nii Mikropor Jel Hazirlanis::

- 2 gr nii mikropor

- 100 ml 1X TBE i¢inde ¢ozdiiriiliip kaynatildiktan sonra

- 75 °C’de 100pl (10mg/ml) etidyum bromiir eklenir ve karistirilip sete dokiilir.

- Jel soguyunca gerektiginde kullanilmak tizere +4 °C *te saklanir.

I11.A.4.3.b DNA izolasyonu

Dokudan DNA izolasyonu FavorPrep (Favorgen) kiti  kullanilarak
gerceklestirildi. Kit kullanilmadan 6nce Proteinaz K (lyofilize 10mg) tiipiiniin icerisine
1 ml steril bidistile H20 eklenerek 10 mg/ml’lik stok soliisyonu elde edildi. Daha sonra
dort ayr1 eppendorf tiiptine 250°ser pl olacak sekilde dagitilarak, gerektiginde
kullanilmak tizere -20 °C’te saklandi. Ayrica yikama tamponuna (Wash Buffer) 25 ml
(her iki tampona toplam 50 ml ) etanol (%96 - %100) eklenerek oda 1sisinda muhafaza
edildi. Kitin standart yontemi (25 mg taze doku pargasi i¢in) uygulanirken kornealardan
DNA izolasyonu i¢in alinan her doku parcasi hassas terazide tartilarak soliisyonlarin
oranlar1 yeniden hesaplandi. DNA izolasyonu igin sirasiyla asagidaki islemler
gerceklestirildi.

1. 25 mg’lik taze doku parcast mikrosantrifiij tiipiine alindi.

2. Parcalama ¢ubugu yardimiyla kiigiik parcalara ayrilip ezildi.

3. 200 ul FATGI (hiicre lizis tamponu) tamponu konulup pargalama ¢ubugu ile
ezilerek homojen hale getirildi.

4. 20 pl proteinaz K (10mg/ml) eklenip vortekslendi.

5. 60 °C’de bir saat su banyosunda her 15 dakikada bir vortekslenerek dokunun
tamamen pargalanmasi saglandi. Ardindan ¢oktiirme (2000 devir/dakika (rpm)’ya
gelene kadar birkag saniyelik santrifiij islemi) yapildi.

6. 200 ul FATG2 (hiicre lizis tamponu) tamponu eklenip vortekslenerek 70 °C’de on

dakika su banyosunda tutulup ardindan yeniden ¢oktiirme yapildu.
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7. 200 pl etanol eklenerek vortekslenip bir kez daha ¢oktiirme yapildi.

8. Soliisyon FATG kolonuna alinarak bir dakika 13.000 devir/dakika santrifiij
edildikten sonra kolon temiz tiipe aktarildi.

9. Kolona 500 pl yikama tamponu eklenip bir dakika 13.000 devir/dakika santrifiij
edildi. Bu islem iki kez tekrar edildi.

10. Son santrifiijden sonra kolonun altindaki siv1 dokiilerek tekrar ti¢
dakika 13.000 devir/dakika santrifiij edildi.

11. FATG kolonu siizme (elution) tiipiine alinarak 200 pl siizme tamponu
eklenerek iki dakika oda 1s1sinda beklendi.

12. Bir dakika 13.000 devir/dakika son kez santrifiij edildikten sonra kolon atildi ve
icinde izole edilmis DNA bulunan tiip gerektiginde kullamlmak iizere -20 °C ‘de

saklandi.
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I11.B. GEREC ve YONTEMIN SEMASI

2

Sican ekstremitelerinden kemik iligi alinmasi,
MKH elde edilmesi ve tanimlanmasi

1

Insan amnion membraninin hazirlanmasi

3 4
Amnion membrani ve

Sican kornealarinda hasar olusturulmasi
MKH’nin transplantasyonu

S 6

4 hafta sonra fluoresein damla ile Histolojik- immunohistokimyasal
kornealarin kontrolii inceleme, PCR ile kimerizm
saptanmasi

S
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II1.C. INSAN AMNION MEMBRANININ HAZIRLANMASI

Onami alinmis disi fetus tasiyan goniillii gebeden sezaryen dogum sirasinda
amnion membrani (AM) alinarak i¢inde 100 U/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin
bulunan fosfat buffer salin (PBS) ile yikandi. Epitel ve bazal membranin diger
dokulardan ayrilmasindan sonra 4 ayr1 pargaya ayrilan AM %50 gliserol igeren diisiik
glikozlu (1g/L) DMEM- LG iginde (-80 °C)’de saklandi. Kullanimdan 6nce, amnion
epitelini ¢ikarmak icin AM 9%0.25 tripsin i¢inde %0.02 EDTA (Tripsin-ETDA C)
bulunan kii¢iik kiivetlerde 25-30 dakika siire ile isleme tabi tutuldu. Bu uygulamadan
sonra saflastirllmis AM kullanima hazir hale geldi (Kubo ve ark., 2001; Du ve ark.,
2003; Ma ve ark., 2006).

II1.D. MEZENKIMAL KOK HUCRE ELDE EDILMESI

Erkek donér deney hayvanlarindan eter inhalasyonu ile anestezi altinda eksternal
intrakardiyak yol ile her birinden 10 ml kan alinarak 4000 devir/dakika (rpm)’da 10
dakika santrifiij edilerek otolog serum elde edildi. Eter inhalasyonuna devam edilerek
deney hayvanlar1 o6ldiiriiliip, femur ve tibialarindan yikama yontemi ile kemik iligi
aliabilmesi i¢in kemiklerin mediiller kaviteleri insiilin enjektorii kullanilarak DMEM-
LG besiyeri ile her hayvan i¢in toplam 10ml olacak sekilde yikandi. DMEM-LG igeren
hiicreler esit hacimdeki Ficoll soliisyonu fiizerine tiip icerisinde yayildi. Elde edilen
soliisyondan mononiikleer hiicreleri ayirmak amaciyla dansite gradiyent yontemi
kullanilarak (Sahin, 2006) 900 devir/dakika’da 30 dakika siire ile santrifiij edildi.
Interfazdan toplanan mononiikleer hiicrelerden 3ml’si akim sitometri cihazinda
hematopoetik ve mezenkimal kok hiicre belirtegleri; CD11b/c, CD45, CD90, CD106,
CD44 kullanilarak CD11b/c [%97 (+)], CD45 [%99 (+)], CD90 [%34 (+)], CD106
[%]11 (-)], CD44 [%]1 (-)] oldugu gosterilip tanimland1 (sekil 15). Geri kalan 7 ml
hacmindeki kisim 200 mL/L FBS, 100 U/mL penisilin ve 100 Ug/mL streptomisin ve
20 mL/L L-Glutamin eklenmis 3ml’lik DMEM-LG besiyeri i¢inde 25 cm”lik (T25)
hiicre kiiltiir kaplarma 10°/mL konsantrasyonunda ekildi. Hiicreler 37°C ve 50 mL/L
CO; igeren %95 nem oranina sahip ortamda inkiibe edildi. Besi yeri, ilk 3 giin her giin,
sonrasinda besi yeri Sml’ye cikarilarak 3—4 giinde bir degistirildi. 14.giinde invert
mikroskopda CFU-F’ler gozlendikten sonra (Sekil 16) kiiltiir kaplarma 1.5ml’lik

Tripsin-EDTA-C konularak 6ncesinde ve sonrasinda 2’ser dakikalik elle vurma yontemi
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uygulanip 5 dakika 37 C’lik inkubatorde tutulduktan sonra 5 kez pasajlandr (Sekil 16).
Cogaltilan 8 kiiltiir kabindan Tripsin-ETDA-C ile kaldirilan hiicreler siispansiyon haline
getirilip 1 saat icinde akim sitometri cihazinda kemik iligi kokenli hematopoetik ve
mezenkimal kok hiicre yiizey belirtecleri tekrar kullanilarak [CD11b/c [%5 (-)], CD45
[%]1(-)], CD90 [%97 (+)], CD106 [%30 (+)], CD44 [%97 (+)] yeniden tanimlandi
(Sekil 15). Tanimlamada Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Hematoloji
laboratuarinda bulunan FACSCalibur TM cihazi kullanildi. Pasajlanarak ¢ogaltilan
diger hiicre kiiltiirleri deneyde daha sonra kullanilmak iizere yine her kiiltiir kabina
1.5ml’lik Tripsin-ETDA-C konularak kaldirilip siispansiyon haline getirildikten sonra
%10 DMSO ve %20 FBS igeren DMEM -LG’den 1.5ml eklenerek 2ml’lik kriyotiipte (-
80 °C)’de saklandi.
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Sekil 15. Akim sitometri cihazinda, kemik iligi hiicrelerinin ( 4); [CD45 (+) ve
CD11b/c (+)] mezenkimal kok hiicrelere farkhilasmasinin (B); [CD44(+), CD90(+), ve
CD106 (+)] Histogram Grafigi ile gosterilmesi.
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Sekil 16a. Kemik iliginden
mononiikleer hiicreler
aynistirthp ekildikten
sonra 1. giin invert
mikroskop goriintiisii
(Zeiss —Axiovert 100/ X10)

Sekil 16b. Kemik iliginden
mononiikleer hiicreler
aynistirihp ekildikten
sonra 3.giin invert
mikroskop goriintiisii
(Zeiss —Axiovert 100/ X10)

Sekil 16¢. Kemik ilig¢inden
mononiikleer hiicreler
aynistirihp ekildikten
sonra 7.giin,
(fibroblastlarin olusmasi)
invert mikroskop
goriintiisii (Zeiss —
Axiovert 100/ X10)



Sekil 16d. Kemik iliginden
mononiikleer hiicreler
ayristirthp ekildikten
sonra 9.giin ( fibroblast
kolonilerinin olusmaya
baslamasi) invert
mikroskop goriintiisii
(Zeiss —Axiovert 100/ X10)

Sekil 16e. Kemik ilig¢inden
mononiikleer hiicreler
aynistirihp ekildikten
sonra 12.giin [ CFU-F’ler
(kirmiz1 ok)] invert
mikroskop goriintiisii
(Zeiss —Axiovert 100/ X5)

Sekil 16f. Kemik iliginden
mononiikleer hiicreler
ayristirihip ekildikten
sonra 15.giin [ CFU-F
odaklar: (kirmz oklar)]
invert mikroskop
goriintiisii

(Zeiss —Axiovert 100/ X5)
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ILE. SICAN KORNEALARINDA HASAR OLUSTURULMASI

Disi deney hayanlarinin sag gozlerine 1 N (mol L) NaOH emdirilmis i¢ ¢apt 4 mm ve
dis ¢cap1 8 mm olan halka seklinde filtre kagidi 30 saniye siire ile eter anestezisi altinda temas
ettirilerek kornea hasari olusturulup sonrasinda hizla serum fizyolojik ile 20 saniye siire ile
yikandi (Ormerod ve ark., 1989). Geriye kalan limbus ve santral epitel bolgesi de cerrahi olarak
cikarildi. Opere edilen goze inflamasyon ve infeksiyonu onlemek amaci ile giinde iki kez
deksametazon ve gentamisin damlatildi. Yanik olusturulan gézde infeksiyon, hifema, korneal

fistiil, fitizis ya da hipopyon gelisen 4 sican ¢aligma dis1 birakildi (Ma ve ark., 2006).

IILF. AMNION MEMBRANI VE MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
TRANSPLANTASYONU

Daha once alinip epitel ve bazal membranin diger dokulardan ayrilmasindan sonra %50
gliserol igeren DMEM-LG iginde (-80 °C)’de 4 ayri parca halinde saklanan AM’ler sira ile
¢Ozdiirtilerek amnion epitelini ¢ikarmak %0.25 tripsin i¢ginde %0.02 EDTA ile 25-30 dakika
stire ile isleme tabi tutulup ¢aplar1 1.2 cm’lik yuvarlaklar olacak sekilde kesildi (Sekil 17).

v

Sekil 17. 1.2 em’lik diskler
haline getirilerek Kkiiltiir
kabina yerlestirilen AM’ler




58

Diskler halinde getirilen AM’ler kornealar1 zedelenmis ve floresein damla ile bir hafta
boyunca iyilesmedikleri gosterilen on disi siganin kornea bdlgelerine nakledildi. Nakilden
sonra deney hayvanlarinin géz kapaklar siitiire edilip islemden on giin sonra siitiirler alindi.
Deneyde Grup 4 olarak adlandirilan bu siganlarin gozlerine nakilden sonra giinde 4 defa olmak
iizere Gentamisin ve Deksametazon damla damlatildi. Nakilden 4 hafta sonra nakledilen
amnion membranlart kaldirilarak %0,9’luk NaCl ile bolca yikanip 24 saat beklenildi. Bu
stirenin ardindan floresein damla ile iyilesme olmadig1 gosterilip siganlar sakrifiye edildi. Bu
islemden sonra kornea tabakasi ¢ikarilip yarisi patolojik inceleme, diger yarist da DNA elde
etmek tizere kullanildi. Bir diger AM parcasi kullanimdan 6nce, amnion epitelini ¢ikarmak igin
9%0.25 tripsin icinde %0.02 EDTA ile 25-30 dakika siire ile isleme tabi tutuldu. Bu
uygulamadan sonra saflastirilmig AM T75°lik ve T25’lik kiiltiir kaplarina caplari 1.2 cm’lik
yuvarlaklar olacak sekilde kesilerek yerlestirildi ve iizerlerini kaplayacak kadar, igerisine 200
mL/L FBS, 100 U/mL penisilin ve 100 Ug/mL streptomisin ve 20 mL/L L-Glutamin ilave
edilmis DMEM-LG eklenip bir giin %5’lik CO2 inkiibatoriinde bekletildi. Amnion
membranlarinin yiizeye yapistigi gozlenince daha onceden elde edilip akim sitometri ile
tanimlanan mezenkimal kok hiicreler her amnion diskinin iizerine yaklasik olarak 1X10°
hiicre/cm” olacak sekilde ekildi. Bir haftalik inkiibasyondan sonra bu membranlar Grup 1
olarak adlandirilan, iizerinde yalnizca mezenkimal kok hiicre olan amnion membranlarinin
nakledilecegi sicanlara uygulandi. Calismada kullanilan diger amnion membranlar1 da yine

ayni islemlerden gegcirilerek Grup 2 i¢in her kiiltiir kabina icerisinde 200 mL/L FBS, 100 U/mL

penisilin, 100 Ug/mL streptomisin, 20 mL/L L-Glutamin ve 1 microg/ml keratinosit biiytime
faktori-2 (KGF-2), Grup 3 icin ayrica 20ml/L’lik otolog serum eklenmis DMEM-LG
konularak 1 hafta inkiibe edildi (Ma ve ark., 2006) (Sekil 18).

Sekil 18a. Bos amnion
membrani
(Zeiss —Axiovert 100/ X10)




Sekil 18b. Amnion
membrani iizerine MKH
gociiniin baglamasi

(Zeiss —Axiovert 100/ X10)

Sekil 18c. Amnion
membrani iizerine
MKH’lerin yerlesmesi
(kirmz ok)

(Zeiss —Axiovert 100/ X10)

Sekil 18d. Amnion
membani iizerinde
MKH’lerin ¢cogalmasi ve
koloni olusumunun
baslamasi (kirmizi ok)
(Zeiss —Axiovert 100/ X10)
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Sekil 18e. Amnion
membrani iizerinde
MKH’lerin koloni
olusturmasi (kirmiz ok)
(Zeiss —Axiovert 100/ X10)

Sekil 18f. Amnion
membrani iizerinde CFU-
F’ler (kirmizi ok)
(Zeiss —Axiovert 100/ X10)

Bu siirenin sonunda membranlar, kornealar1 zedelenmis ve floresein damla ile bir hafta
boyunca iyilesmedikleri gosterilmis, calismada Grup 2 ve Grup 3 olarak adlandirilan siganlara
nakledildi. Nakilden sonra deney hayvanlarimin goz kapaklar siitlire edilip islemden on giin
sonra siitiirler alindi. Nakilden sonra giinde 4 defa olmak iizere Gentamisin ve Deksametazon
damla damlatildi. 4 hafta sonra nakledilen amnion membranlar1 kaldirilarak %0,9’luk NaCl ile
bolca yikanip 24 saat beklenildi. Bu siirenin ardindan floresein damla ile iyilesme olup
olmadig1 gosterilip sicanlar sakrifiye edildi. Bu islemden sonra kornea tabakasi ¢ikarilip yarisi

patolojik inceleme, diger yarist da DNA elde etmek iizere kullanildi.
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II1.G. ARASTIRMA GRUPLARININ OZELLIiKLERI

Sicanlar dort gruba ayrildi:

I. Grup’da deney hayvanlarinin kornea defekti olusturulmus gozlerine sigan kemik iliginden
elde edilen mezenkimal kok hiicreler ekilmis olan amnion membrani transplante edildi.

II. Grup’da deney hayvanlarinin kornea defekti olusturulmus gozlerine KGF-2 (1 pg/ml)
eklenerek bir hafta besi yerinde inkiibe edilen mezenkimal kok hiicreler ekilmis amnion
membrani transplante edildi.

III. Grup’da deney hayvanlarinin kornea defekti olusturulmus gozlerine KGF-2 (1 pg /ml) ve
otolog serum (20ml/L) eklenerek bir hafta besiyerinde inkiibe edilen mezenkimal kdk hiicreler
ekilmig amnion membrani transplante edildi.

IV. Grup’da deney hayvanlarinin kornea defekti olusturulmus goézlerine yalnizca amnion

membrani transplante edildi.

III.H. INCELENEN PARAMETRELER
I11.H.1.Beyaz ve Mavi Isikta inceleme

Sican kornealar1 nakilden sonra berraklik ve neovaskiilarizasyon agilarindan da distan
muayene ile kontrol edildi. Deney sonlandirildiktan sonra si¢can kornealar1 dogrudan tutulan
beyaz 151k altinda kornea saydamligi ve neovaskiilarizasyon agilarindan incelendi. Kornea
berrakligi degerlendirmesi sonucunda kornealar 3 alt gruba ayrildi: 1) Tam saydam kornea 2)
Berrak olmayan iris 3) Pupilin goriilememesi. Neovaskiilarizasyon degerlendirmesi sonucunda
da kornealar 3 alt gruba ayrildi: 1) Neovaskiilarizasyon izlenmedi 2)Limbustan baslayan ve
<2mm uzakliga ulasan neovaskiilarizasyon 3) Limbustan baslayarak >2mm uzakliga ulasan
neovaskiilarizasyon (Ma ve ark., 2006). Deney siiresince nakilden onceki hafta 2 defa ve
deneyin bitiminde 1 defa olmak iizere toplam 3 defa sican kornealarna fluoresein soliisyonu
damlatilarak mavi 151k altinda korneal epitel hiicrelerin biitiinliigli kontrol edildi. Fluoresein
damlatildiktan sonra 1 dakika beklenerek kornea epitelinin hasarinda fluoresein damlatilan
alanin yesil goriinmesi prensibine dayanarak, hasar orani ii¢ kategoride degerlendirildi: 1)
Korneanin 1/4’tinden az (0 - <1/4) 2) Korneanin 1/4’1i ile 1/2'si aras1 3) Korneanin 1/2'sinden

fazla (> 1/2).

II1.H.2. Histolojik Boyama
Deneyin sonunda ¢ikarilan kornealar fikse edilmeden 6nce dokudan DNA izolasyonu

yapilmak tlizere materyel alinip ve kalan doku histoloji ve immunhistokimya boyalar1 i¢in %4
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formaldehid ile fikse edilip parafin bloklar halinde hazirlandi. Hazirlanan preparatlar
hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyandi. Fikse edilen kornea dokularindan yapilan
histopatolojik ve immunhistokimyasal caligmalar ile kornea epitelinin yeniden olusup
olugsmadigina bakildi (Ma ve ark., 2006). Sonuclar Leica HMLB45 (Leica, Germany, 2000)
151k mikroskobu ile degerlendirildi. Her grupta korneal epitel hasar1 degerlendirilerek:

1) epitelizasyon tam (hasar yok), 2) epitelin %50’inden azi hasarli 3) epitelin

%50’sinden fazlas1 hasarli olarak 3 grupta derecelendirildi.

I11.H.3. Immiinohistokimyasal Boyama

Dokularin tiimii, %10’luk tamponlanmig nétral formalin soliisyonunda 24 saat fikse
edilerek parafinde bloklandi. Her blokdan 4 mikrometre kalinliginda kesitler alinarak
pansitokeratin (Klon AE1/AE3, LabVision) ve sitokeratin 19 (Klon Ks19.1, LabVision)
primer  antikorlariyla,  streptavidin  biotin  peroksidaz =~ yontemi  kullanilarak
immiinohistokimyasal ¢aligma yapildi. Deparafinize edilen kesitlerin endojen peroksidaz
aktivitesi %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 10 dakika inkiibe edilerek giderildi. Bundan
sonra kesitler sitrat tamponu igerisinde 30 dakika kaynatilip oda 1s1sinda 20 dakika sogumaya
birakildi. Kesitlere 5’er dakika blok antikor, sonrada 1’er saat primer antikorlar uygulandi.
Biotinli anti-immiinglobulin ve streptavidin-peroksidaz konjugat ile 10’ar dakika inkiibe
edildi. Renklendirici ajan olarak 3,3’-diamino benzidin (DAB) iceren kit (DAKO, Carpinteria,
USA) kullanildi. Son olarak kesitler Mayer hematoksilen ile 60 saniye boyandi. Kesitler DAB
uygulamasina kadar tiim asamalarda pH 7,6 fosfat tamponu ile, DAB uygulamasindan sonra
ise distile su ile yikandi. Islemler oda sicakhiginda gergeklestirildi. Sonuglar Leica HMLB45
(Leica, Germany, 2000) 1s1k mikroskobu ile degerlendirildi. Projede yer alan diger sitokeratin,
K14 (Klon Ks19.1, LabVision) kullanim kilavuzuna (data sheet) uygun sekilde, degisik
antijen geri kazanim metodlar1 ve primer antikor i¢in farkli diliisyon oranlari denenmesine

ragmen ¢aligtirilamadi.

I11.H.4. DNA izolasyonu ve SRY Geninin Saptanmasi

Kornea dokularindan genomik DNA DNeasy doku kiti- FavorPrep (Favorgen)
kullanilarak elde edildi. Alici disi sicanlarin korneasinda Y kromozom fizerindeki cinsiyet
belirleyici SRY geninin varligi ya da yoklugu PCR ile ¢alisildi. Tiim dokularda DNA’nin varligi
internal kontrol olarak bir “house-keeping” gen olan f-aktin’in calisilmasi ile degerlendirildi.
SRY ve p-aktin genin PCR iriinlerinin primer dizileri daha dnce yayinlanmis ¢aligmalardan

yararlanilarak belirlendi (Ise ve ark., 2004).
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SRY primeri olarak (sense 5’-CAGAGATCAGCAAGCATCTGG-3’; antisense 5’-
TCTGGTTCTTGGAGGACTGG-3’)  Pactin  primeri  olarak  ise  (sense  5’-
AGAGAAGCTGTGCTATGTTG3; anti-sense 5’-GTACTCCTGCTTGCTGATCC-3’)
kullanilarak SRY geninin 288 baz ¢iftilik PCR {irlinii, f-aktin geninin 488 baz ¢iftlik PCR {iriinii
cogaltild.

Amplifikasyon reaksiyonu 25 pl toplam hacim i¢inde, 1x reaksiyon tamponu [10mM Tris-
HCI (pH8.3), 50 mM KCl, %0.001°1ik jelatin ], 3.0 mM MgClz, 200 uM dNTP karisimi, SRY
primeri 0.2 uM, p-aktin primeri 0.15 pM, 200 ng genomik DNA ve 1.5 {inite Taqg polimeraz
eklenerek gerceklestirildi. 95°C’de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonunu takiben; 94°C’de 30
saniye denatiirasyon, 57°C’de30 saniye baglanma ve 72°C’de 60 saniye uzatma olmak {izere
termal dongiileme cihazinda toplam 37 dongii PCR uygulandi. PCR iiriinleri %2 nii-mikropor
jel elektroforezde etidium bromid ile boyanarak goriintilendi. DNA belirteci olarak
pUC19/Mspll kullanildi. Erkek sicandan elde edilen MKH verildigi halde SRY genine ait PCR
tiriinleri gézlenmeyen ornekler iicer kez calisildi. Her analize pozitif (saglikli erkek sican
korneasindan elde edilen DNA) ve negatif kontroller eklendi (Bryja ve Konecny, 2003; Ise ve
ark., 2004).

IIL.H.5. istastistik Yontemi

Sonuglar SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 13.0 programi ile
degerlendirildi. Tiim veriler say1 ve yiizde degerleri ile gosterildi. Analizde Pearson Ki-Kare,
Siireklilik Diizeltmeli Ki- Kare, Fisher Exact testleri kullanildi. Istatistik icin anlamlilik P<
0.05 olarak kabul edildi. Grafik ve tablolarin yapiminda yine SPSS 13.0’den yararlanildi.
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IV. BULGULAR

Deney hayvanlar1 dort gruba ayrilarak degerlendirildi: Grup I’de transplantasyonda AM
ve MKH (AM+MKH); grup II’de transplantasyonda AM, MKH ve KGF-2 (AM+MKH+KGF-
2); Grup III’de transplantasyonda AM, MKH, KGF-2 ve otolog serum (AM+MKH+KGF-
2+0S); Grup IV’de ise transplantasyonda yalnizca AM uygulanan (AM) sicanlar yer
almaktaydi. Deneyin sonunda once sican kornealari dogrudan 1sik altinda ve fluoresein
damlatilp mavi 1sikta, sonra da patolojik, immunhistokimyasal ve genetik olarak
incelendiginde asagidaki sonuglara varildi. Her dort gruptaki siganlarin her birinin inceleme
sonuclar1 Tablolar VIIII, IX, X ve XI’de verildi. Tiim gruplarin degerlendirilmesi Tablo XII’de

verildi.

Tablo VIII. Grup I sicanlarda incelenen parametreler ve sonuclari

Grup Sican | Kornea Neovaskiila- Fluoresin | H&E Kornea |Limbus | Konjonktiva | SRY
no Berrakhg rizasyon Boyanma | Boyama iH iH iH
(K19) (K19)

I 1 Tamamen Limbustan 0-<1/4 Epitel ) ) ()] )
seffaf <2mm alanda kornea hasar1 yok

I 2 Tammamen 0-<1/4 Epitel ) ) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok

I 3 Pupil tam Limbustan 0-<1/4 Epitel ) ) +) )
gorillemiyor | >2mm alanda kornea hasar1 yok

I 4 Pupil tam Limbustan 0-<1/4 Epitel ) ) +) )
goriilemiyor | >2mm alanda kornea hasar1 yok

I 5 Tamamen Yok 0-<1/4 Epitel ) ) ) )
seffaf kornea hasar1 yok

I 6 Pupil tam Limbustan 0-<1/4 Epitel ) ) +) )
gorillemiyor | >2mm alanda kornea hasar1 yok

I 7 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) ) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok

I 8 Pupil tam Limbustan >1/2 Epitel ) ) ) )
gorillemiyor | >2mm alanda kornea kaybi>%50

I 9 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) ) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok

I 10 Iris berrak Limbustan 1/4-1/2 Epitel ) ) ) )
degil <2mm alanda kornea kayb1<%50
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Tablo IX. Grup II sicanlarda incelenen parametreler ve sonuclari

Grup | Sican Kornea Neovaskiila- | Fluoresin | H&E Kornea | Limbus | Konjonktiva [ SRY
no Berrakhgi rizasyon Boyanma | Boyama [H(K19) | IH(K19) | iH (K19)
I 11 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) ©) +) +)
seffaf Yok kornea hasar1 yok
1I 12 Iris berrak Limbustan 0-<1/4 Epitel ) +) ) )
degil <2mm kornea kayb1<%50
a]nnﬂn
1T 13 Iris berrak Limbustan 0-<1/4 Epitel (+) +) (+) +)
degil <2mm kornea hasar1 yok
a]nnﬂn
II 14 Tamamen 0-<1/4 Epitel ©) ) ()] +)
seffaf Yok kornea hasar1 yok
II 15 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) +) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
II 16 Tamamen 0-<1/4 Epitel ©) @) 6] )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
I 17 Pupil tam Limbustan >1/2 Epitel ©) ) ) )
goriilemiyor >2mm kornea kayb1>%50
alanda
1I 18 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) (+) () (+)
seffaf Yok kornea hasar1 yok
I 19 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) ©) +) +)
seffaf Yok kornea hasar1 yok
1I 20 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) +) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
Tablo X. Grup III sicanlarda incelenen parametreler ve sonuclari
Grup | Sican | Kornea Neovaskiila- Fluoresin | H&E Kornea | Limbus | Konjonktiva | SRY
no Berrakh@ rizasyon Boyanma | Boyama iH(K19) | IH(K19) | iH (K19)
111 21 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) ) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
I 22 Tamamen 0-<1/4 Epitel -) (+) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
I 23 Tamamen Limbustan 0-<1/4 Epitel ) +) (+) (+)
seffaf <2mm alanda kornea hasar1 yok
I 24 Iris berrak Limbustan 0-<1/4 Epitel (+) (+) () ()
degil <2mm alanda kornea hasar1 yok
I 25 Tamamen 0-<1/4 Epitel -) (+) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
111 26 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) ) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
111 27 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) ) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
I 28 Tamamen Limbustan 0-<1/4 Epitel ) +) (+) (+)
seffaf <2mm alanda kornea hasar1 yok
I 29 Tamamen 0-<1/4 Epitel -) (+) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
I 30 Tamamen 0-<1/4 Epitel -) (+) ) )
seffaf Yok kornea hasar1 yok
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TabloXI. Grup IV sicanlarda incelenen parametreler ve sonuclari

Grup | Sican | Kornea Neovaskiila- Fluoresin | H&E Kornea | Limbus | Konjonktiva | SRY
no Berrakhg rizasyon Boyanma | Boyama iH(K19) | TH(K19) | iH (K19)

v 31 Pupil tam Limbustan >1/2 Epitel ) ) ) (-)
gorillemiyor | >2mm alanda kornea kaybr>%50

v 32 Iris berrak Limbustan 1/4-1/2 Epitel ) -) ) )
degil <2mm alanda kornea kayb1<%50

v 33 Iris berrak Limbustan 1/4-1/2 Epitel ) ) +) )
degil <2mm alanda kornea kayb1<%50

v 34 Tamamen 0-<1/4 Epitel ) ) ) (-)
seffaf Yok kornea hasar1 yok

v 35 Pupil tam Limbustan >1/2 Epitel ) -) ) )
gorillemiyor | >2mm alanda kornea kaybi>%50

v 36 Pupil tam Limbustan >1/2 Epitel “-) ) ) )
goriilemiyor | >2mm alanda kornea kaybr>%50

v 37 Pupil tam Limbustan >1/2 Epitel ) ) ) (-)
gorillemiyor | >2mm alanda kornea kaybr>%50

v 38 Pupil tam Limbustan >1/2 Epitel ) -) ) )
gorillemiyor | >2mm alanda kornea kaybi>%50

v 39
Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis

v 40
Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis Ftizis
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Tablo XII. Grup I-IV sicanlarda incelenen parametreler ve sonuclar

Grup I Grup II Grup III Grup IV
AM+MKH | AMAMKH | AMAMKH | AM

+KGF-2 +KGF-2+0S
(0=10) (%) | (n=10) (%) | (1=10) (%) | (n=10) (%)

Kornea Berrakhgi

Tamamen saydam 5 (%50) 7 (%70) 9 (%90) 1 (%10)
Iris berrak degil 1 (%10) 2 (%20) 1 (%10) 2 (%20)
Pupil goriilemiyor 4 (%40) 1 (%10) 0 (%0) 5 (%50)
Ftizis nedeniyle degerlendirilemedi 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%20)
Neovaskiilarizasyon
Yok 4 (%40) 7 (%70) 7 (%70) 1 (%10)
Limbustan <2mm alanda 2 (%20) 1 (%10) 3 (%30) 2 (%20)
Limbustan >2mm alanda 4 (%40) 2 (%20) 0 (%0) 5 (%50)
Ftizis nedeniyle degerlendirilemedi | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%20)

Fluoresein Boyama ile Epitel Hasar1

<1/4 kornea 8 (%80) 8 (%80) 10 (%100) 1 (%10)
1/4-1/2 kornea 1 (%10) 1 (%10) 0 (%0) 2 (%20)
>1/2 kornea 1 (%10) 1 (%10) 0 (%0) 5 (%50)
Ftizis nedeniyle degerlendirilemedi | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%20)
H&E Boyama ile Epitel Hasar:
Epitel Hasar1 Yok 8(%80) 8 (%80) 10 (%100) 1 (%10)
Epitel Kayb1 <%50 1 (%10) 1 (%10) 0 (%0) 2 (%20)
Epitel Kaybi>%50 1 (%10) 1 (%10) 0 (%0) 5 (%50)
Ftizis nedeniyle degerlendirilemedi | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%20)

Kornea Iimmunhistokimya K 19

Negatif 7 (%70) 9 (%90) 9 (%90) 8 (%80)
Pozitif 3 (%30) 1 (%10) 1 (%10) 0 (%0)
Ftizis nedeniyle degerlendirilemedi | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%20)

Limbus immunhistokimya K 19

Negatif 1 (%10) 1 (%10) 0 (%0) 7 (%70)
Pozitif 9 (%90) 9 (%90) 10 (%100) 1 (%10)
Ftizis nedeniyle degerlendirilemedi | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%20)

Konjonktiva K 19 Pozitifligi

Negatif 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Pozitif 10 (%100) | 10 (%100) | 10 (%100) 8 (%80)
Ftizis nedeniyle degerlendirilemedi | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%20)

SRY Gen Pozitifligi

Negatif 1 (%10) 1 (%10) 0 (%0) 8 (%80)
Pozitif 9 (%90) 9 (%90) 10 (%100) 0 (%0)
Ftizis nedeniyle degerlendirilemedi | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%20)

AM: Amnion Membrani; MKH: Mezenkimal Kok Hiicre; KGF-2: Keratinosit Biiyiime Faktorii-2;
OS: Otolog Serum; H&E: Hematoksilen-Eozin
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IV.A. GRUPLARIN DEGERLENDIRILMESI

1.

Kornea berrakligi degerlendirmesi sonucunda; grup I’de %50, grup II’de %70, grup
[II°’de %90 ve grup IV’de %10 oraninda tamamen saydam kornea goriildii. Grup III’de
irisin berrakligin1 yitirmesi %10 oraninda goriiliirdi. Yalnizca Grup IV’de %20
doraninda ftizis (goz kiiresinin kaybi) gelisti ve bunlarda degerlendirme yapilamadi
(Sekil 19).
100,0% —
E AM+MKH
[ AM+MKH+KGF2
O AM+MKH+KGF2+0S
H AM
80,0% —
60,0% —
3
S
>
40,0% —
20,0% —
0,0% —
komplet transparan iris berrak degil pupil gorulmuyor
Kornea Berrakhigi
Sekil 19. Grup I-1V sicanlarda kornea berrakhg:
Neovaskiilarizasyon degerlendirmesi sonucunda; grup I’de %40, grup 1I’de %70, grup

[I’de %70 ve grup IV’de %10 oraninda neovaskiilarizasyon bulgusuna rastlanmadi.
Grup III’de limbustan baslayan ve <2mm uzakliga ulasan neovaskiilarizasyon %30
oraninda izlenirken, limbustan baglayarak >2mm uzakliga ulasan neovaskiilarizasyon
gozlenmedi. Grup IV’de toplam neovaskiilarizasyon orani %70 iken, si¢anlarin

%20’sinde ftizis gelistigi icin degerlendirme yapilamadi (Sekil 20).
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Bl AM+MKH
[ AM+MKH+KGF2
[0 AM+MKH+KGF2+0S

60,0% — B AM

@ 40,0%—
T
N
=]
=

20,0% —

0,0%—

yok 2 mm kadar 2 mmden fazla

Neovaskularizasyon

Sekil 20. Grup I-1V sicanlarda kornea neovaskiilarizasyonu

3. Fluoresein damlatilarak yapilan incelemede grup I’de %80; grup II’de %80; grup III’de
%100 ve grup IV’de %10 oraninda sicanin kornea yiizeyinin 1/4’linden azinin hasar
gordiigii saptandi. Grup IV’de kornea yiizeyinin 1/2'sinden fazlasinin hasar gérme orani

%50 iken, %20’sinde ftizis gelistigi icin degerlendirme yapilamadi (Sekil 21-22).

100,0% —|
H AM+MKH

O AM+MKH+KGF2
O AM+MKH+KGF2+0S
H AM

Yiizde

1/4 den az 1/4-1/2 1/2 den fazla

fluorescein

Sekil 21. Grup I-1V sicanlarda korneanin fluoresein ile degerlendirilmesi
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Sekil 22a. Amnion membraninin
nakilden dort hafta sonraki
goriiniimii (kirmiz1 ok)

Sekil 22 b. MKH nakli
yapilmayan (gruplV), fluoresein
damlatildiginda mavi 1s1kta
biiyiik oranda yesil boyanan
(kirmizi ok) yogun
neovaskiilarizasyon goriilen,
kornea berrakhiginin olmadig:
olgu

Sekil 22 ¢. MKH nakli yapilan
(grup I) iyilesmenin gozlendigi,
fluoresein ile kismen yesile
boyanan (kirmiz1 ok), daha az
neovaskiilarizasyon goriilen,
kornea berrakhginin iyi oldugu
olgu
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Sekil 22 d. MKH +KGF-2 (grup II) nakli
yapilan; fluoresein ile yesile boyanmanin
cok az oldugu (kirmzx ok)
neovaskiilarizasyon goriilmeyen, kornea
berrakhig iyi olan olgu

Sekil 22 e. MKH+KGF-2+0S (grup
III) nakli yapilan kornea epitel
onariminin tam oldugu olgu

Sekil 22 f. Hasarlanmamis sicana ait
korneanin makroskopik goriiniimii (sari
ok) ve MKH+KGF-2+0OS (grup III)
nakledilen tam iyilesme goriilen
sicanlardan bir olguya ait Kkorneanin
makroskopik goriiniimii (kirmiz1 ok)
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4. H&E boyama ile kornea epitelinin yeniden olusup olugsmadigina bakildiginda, grup I’de
%80, grup II’de %80, grup III’de %100 ve grup IV’de %10 oraninda kornea epitelinin
tamamen saglam oldugu goriildii. Grup IV’de kornea epitelinin yarisindan azinin kaybi
%20, yarisindan fazlasinin kayb1 da %50 oraninda saptanirken, si¢anlarin %20’sinde

ftizis gelistigi icin degerlendirme yapilamadi (Sekil 23-24).

100,0% — ]
i B AM+MKH

[ AM+MKH+KGF2

[ AM+MKH+KGF2+0S
H AM

80,0% —

60,0% —

Yiizde

40,0% —

20,0% —

hasar yok 1/2 den az hasar 1/2 den fazla hasar

HE

Sekil 23. Grup I-1V sicanlarda HE boyamanin degerlendirilmesi

Sekil 24 a.
Hasarlanmams
korneada epitel tabakasi
(Leica HMLB45/X200)
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Sekil 24 b. Hasarlanmg
korneada epitel tabakasi
(Leica HMLB45/X100)

Sekil 24 ¢. Hasarin
ardindan yapilan
MKH+KGF-2 nakli ile
tamir edilmis kornea epiteli
(Leica HMLB45/X200)

Sekil 24 d. Hasarin
ardindan yalnizca
amnion membranm
nakledilen ve tamir
olmayan kornea epiteli
(Leica HMLB45/X100)

5. Sitokeratin 19 (K19) primer antikoruyla yapilan immiinohistokimyasal calismada
korneada grup I’de %70, grup II’de %90, grup III’de 90 ve grup IV’de %80 oraninda

negatif sonu¢ bulundu.
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6. Limbus K19 calismasinda grup I’de %90, grup I1I’de %90, grup III’de %100 ve grup
IV’de %10 oraninda pozitif sonu¢ bulundu (Sekil 25-26). Konjonktiva K19
calismasinda grup I’de %100, grup 1I’de %100, grup III’de %100 ve grup IV’de %80
oraninda pozitif sonu¢ gozlendi. Pansitokeratin ile yapilan immiinhistokimyasal
calismada iyilesen dokularda izlenen epitel diffiiz olarak pozitifti (Sekil 27). Grup

IV’de siganlarin %20’sinde ftizis gelistigi i¢cin degerlendirme yapilamadi.

100,0%—
B AM+MKH

[0 AM+MKH+KGF2

[ AM+MKH+KGF2+0S
H AM

80,0% —

Sekil 25. Grup I-1V

60,0%—] sicanlarda limbus K19
ﬁ boyama sonug¢larinin
> degerlendirilmesi

40,0% —

20,0% —

i

0,0%— —
negatif pozitif

Limbus immunhistokimya CK19

Sekil 26 a. Hasarlanmus,
limbusu ¢ikarilmis
ardindan yalmzca amnion
membran uygulanmis
(grup IV) olguda limbal
bolgede K19 negatifligi
(kirmiz1 ok)

(Leica HMLB45/X200)
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Sekil 26 b. Hasarlanmus,
limbusu ¢ikarilmis
ardindan MKH+KGF-2
nakli gerc¢eklestirilmis
olguda (grup II)
konjonktival (kirmizi ok)
ve limbal (sar1 ok)
bolgenin K19 pozitifligi
(Leica HMLB45/X200)

Sekil 27. Epitel
onariminin gerceklestigi
olgularda epitel
tabakasinin
pansitokeratin ile diffiiz
boyanmasi

( Leica HMLB45/X400)

. Alic1 disi siganlarin korneasinda Y kromozom iizerindeki cinsiyet belirleyici bolgenin
(SRY gen) varlig1 ya da yoklugu PCR ile calisildiginda; grup I’de %90, grup II’de %90,
grup III’de %100 ve grup IV’de %0 oraninda SRY pozitifligi saptand1 (Sekil 28-29).
Grup IV’de si¢anlarin %20’sinde ftizis gelistigi i¢in degerlendirme yapilamadi.
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100,0% — B AM+MKH
+

[ AM+MKH+KGF2
[ AM+MKH+KGF2+0S
B AM

80,0% —

60,0% —

Yiizde

40,0% —

20,0% —

SRY

Sekil 28. Grup I-IV sicanlarda SRY pozitifliginin degerlendirilmesi

1 2 3 M f

B i
488 bg. Beta AKtin o gy s—— —— i ‘

288 bg. Sry

Sekil 29 a. 1. kuyu Grupl/7, 2. kuyu Grupl/8, 3. kuyu Grupl/9, 4. kuyu

M (pUC19), 5. kuyu Grupl/10, 6. kuyu Grupll/1, 7. kuyu Pozitif Kontrol, 8. kuyu
Negatif Kontrol. 2. kuyu Grupl/8 (Grup I, 8no’lu sican), erkek sicandan elde
edilen MKH verildigi halde SRY saptanamayan ornek.
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4 b M 7 ] 9 10 11

s s TN smme seew Smmw == geew 4 488 bc. Beta-Aktin
w4 288 bg. Sry

Sekil 29 b. 1. kuyu negatif kontrol, 2. kuyu GruplV/31, 3.kuyu GruplV/32, 4.
kuyu GruplV/33, 5. kuyu GruplIV/34, 6. kuyu M(pUC19), 7.kuyu GruplV/35,
8. kuyu GruplV/ 36, 9. kuyu GruplV/37, 10. kuyu GruplV/38, 11. kuyu Pozitif
Kontrol.
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IV. B. GRUPLARIN KARSILASTIRILMASI

Gruplar birbirleri ile ki-kare testi kullanilarak karsilastirildiginda asagidaki sonuglar elde edildi
(Tablo XIII):

l.

Grup I (AM+MKH) ve Grup II (AM+MKH+KGF-2) karsilagtirildiginda; sicanlarin
kornea berrakligi, neovaskiilarizasyon, fluoresein boyama ile epitel hasari, H&E
boyama ile epitel hasari, limbus K19 ve SRY pozitifligi agisindan gruplar arasinda
anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Grup I (AM+MKH) ve Grup III (AM+MKH+KGF-2+0S) karsilastirildiginda; kornea
berrakligi, neovaskiilarizasyon, fluoresein boyama ile epitel hasari, H&E boyama ile
epitel hasari, limbus K19 ve SRY pozitifligi acisindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi (p>0.05).

Grup I (AM+MKH) ve Grup IV (AM) karsilastirildiginda; grup I’de fluoresein boyama
ile epitel hasar1 anlamli olarak (p=0.006) ve H&E boyama ile epitel hasart anlamli
olarak (p=0.006) daha az, limbus K19 pozitifligi anlamli olarak (p=0.002) ve SRY
pozitifligi de anlamli olarak (p=0.0001) daha fazla bulundu. Kornea berrakligi ve
neovaskiilarizasyon acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Grup II (AM+MKH+KGF-2) ve Grup 11l (AM+MKH+KGF-2+0S) karsilastirildiginda;
siganlarin kornea berrakligi, neovaskiilarizasyon, fluoresein boyama ile epitel hasari,
H&E boyama ile epitel hasari, limbus K19 ve SRY pozitifligi a¢isindan gruplar arasinda
anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Grup II (AM+MKH+KGF-2) ve Grup IV (AM) karsilastirildiginda; grup II’de kornea
berrakligi anlamli olarak (p=0.011), limbus K19 pozitifligi anlaml1 olarak (p=0.002) ve
SRY pozitifligi anlamli olarak (p=0.0001) daha fazla, neovaskiilarizasyon anlaml
olarak (p=0.011), fluoresein boyama ile epitel hasar1 anlamli olarak (p=0.006) ve H&E
boyama ile epitel hasar1 anlamli olarak (p=0.006) daha az bulundu.

Grup III (AM+MKH+KGF-2+0S) ve Grup IV (AM) karsilastirildiginda; grup I1I’de
kornea berrakligi anlamli olarak (p=0.001), limbus K19 pozitifligi anlamli olarak
(p=0.0001) ve SRY pozitifligi anlamli olarak (p=0.0006) daha fazla, neovaskiilarizasyon
anlamli olarak (p=0.003), fluoresein boyama ile epitel hasar1 anlamli olarak (p=0.0003)
ve H&E boyama ile epitel hasar1 anlamli olarak (p=0.0003) daha az bulundu.
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Tablo XIII. Grup I-IV si¢canlarin kornea berrakhgi, neovaskiilarizasyon, fluoresein
boyama, H&E boyama, limbus K19 Pozitifligi ve SRY pozitifligi acilarindan Ki-kare testi
ile karsilastirma sonuclari.

Kornea | Neovaskii- | Fluoresein | H&E Limbus SRY

berrakligi | larizasyon | Boyama | boyama | K19 Pozitifligi | Pozitifligi
Grupl-II p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
Grup [-111 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
Grup I-IV p>0.05 p>0.05 p=0.006 | p=0.006 p=0.002 p=0.0001
Grup II-1II | p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
Grup II-IV | p=0.011 | p=0.011 p=0.006 | p=0.006 p=0.002 p=0.0001
Grup II-1V | p=0.001 | p=0.003 | p=0.0003 | p=0.0003 p=0.0001 p=0.0006

Grup I: AM+MKH
Grup II: AM+MKH+KGF-2
Grup I1I: AM+MKH+KGF-2+0S

Grp IV: AM
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V. TARTISMA

Cesitli nedenler sonucu ortaya ¢ikan agir kornea hasarinda hasta gozde hem limbus hem
de merkez epiteli kaybi ile birlikte inflamasyon, neovaskiilarizasyon ve konjonktivalizasyon
meydana gelir (Ma ve ark., 2006). Bir¢ok olguda kornea hasarinin prognozunu belirleyen
limbal epitelyal kok hiicre miktaridir (Dua ve Azuara-Blanco, 2000). Inflamasyon inhibisyonu
ve koruma uygulanarak limbal koék hiicrelerin hasarli korneay1 onarmasi saglanmaya calisilir.
Son yillarda, antiinflamatuar ilag tedavisinin yani sira limbal kok hiicreleri ve biomiihendislik
maddelerini  kullanarak kornea epitel hasarinin iyilestirilmesi i¢in yeni yontemler
gelistirilmistir. Amniotik membran, yanik ve cilt lilserleri sagaltiminda biyolojik membran
olarak kullanilmis ve son zamanlarda kimyasal yaniklarin yol actigi agir konjonktival
hastaliklarda da uygulanmistir. Bu membran, Tip IV kollajenden zengin oldugu i¢in dkiiler
yilizey hastaliklarinda korneal ya da konjonktival epitelin gelismesi amaciyla bazal membran
transplantasyonunda sik kullanilir hale gelmistir. Deney hayvanlarinda yapilan c¢alismalarda
kolay elde edilebilir olmasi ve immun reaksiyona yol agmamasi nedeni ile insan amnion
membrant kullanilmaktadir (Kubo ve ark., 2001; Li ve ark., 2006). Kornea epitel hasarinin
iyilestirilmesi amaciyla amniotik membran da kullanilmakla birlikte, tek basina
neovaskiilarizasyon ve konjonktivalizasyonu baskilamadigi, ancak amniotik membran {izerine
kiiltiirlenmis limbal kok hiicrelerin hasarli kornea yiizeyinin onariminda rol oynadigi
gosterilmistir (Tseng ve ark., 1998; Meller ve ark., 2000; Du ve ark., 2003; Li ve ark., 2006;
Ma ve ark., 2006). Insan AM’sinin limbal kok hiicrelerin biiyiimesini destekleyici etkisi, icinde
barindirdig1 biiyiime faktorleri (NGF, KGF, HGF, bFGF, TGF), ve bazal membran
komponentlerine (integrinler) baglanmig(Grueterich ve ark., 2003), antienflamatuar ve
antianjiojenik etkileri de gosterilmistir (Ma ve ark., 2006). Ayrica MKH ve AM’nin birlikte
uygulandigi ¢alismalar da mevcuttur (Ma ve ark., 2006). Biz de ¢calismamizda MKH’leri epitel
dokusu ¢ikarilmis AM iizerinde ¢ogaltarak, AM’yi hiicreleri transfer etmek i¢in kullanirken,
icerisindeki biiylime faktorlerinin koruyucu etkisinden de yararlandik. Kornea hasarinin
tamirinde topikal olarak kullanilan OS’nin fibroblast gogii ve farklilagmasina olan etkisi
bilinmektedir (Watson ve ark., 2008). Bu etkinin in vitro ortamda yine bir fibroblast kokenli
hiicre olan MKH iizerine ve bunun kornea hasarinin iyilesmesine katkisini gérmek icin ¢alisma
gruplarindan birine (grup III) uyguladik.

Limbal kok hiicrelerin geri doniigsiiz olarak hasarlandigi durumlarda, limbal kok
hiicreler allotransplantasyon ve ototransplantasyon yoluyla elde edilmekte ve hasarli dokuya

nakledilmektedir. Her iki yontemde de limbal kok hiicre saglanmasinda cesitli zorluklarla
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karsilagilmaktadir (Kenyon ve Tseng, 1989; Dua ve Azuara-Blanco, 1999; Ilari ve Daya,
2002). Allotransplantasyon ve ototransplantasyon olgularinda goriilen giicliikler kornea
hastaliklarinin tedavisinde limbal kok hiicrelerden bagka hiicre kaynaklari1 bulmak gerekliligini
ortaya koymustur. Baska bir kaynaktan elde edilen kok hiicrelerin limbal kok hiicrelere
dontlismesi kornea hasarii tamire olanak saglayabilir (Charukamnoetkanok, 2006; Ma ve ark.,
2006). Bu arayista, MKH’ler kolay izole edilmeleri ve epitel hiicrelerine farklilagabilme
ozellikleri nedeniyle glindeme gelmistir (Pittenger ve ark., 1999; Barry ve ark., 2004; Ma ve
ark., 2006; Ye ve ark., 2006; Castanheira ve ark., 2008). Kemik iligi kokenli MKH, eriskin kok
hiicre tiplerinden biridir (Bayik, 2004). Mezenkimal kok hiicreler basta konnektif doku kokenli
hiicreler (kemik, kikirdak, yag, tendon, stroma) olmak iizere bir¢ok farkli doku hiicresine (kalp,
sinir sistemi, vb) farklilasabilmeleri, in-vitro ortamda kok hiicre o6zelliklerini koruyarak
kolaylikla cogaltilabilmeleri, hematopoezi destekleyerek greft reddini Onlemeleri ve
immunsupresif 6zellikleri nedeniyle hiicresel tedavi i¢in ¢ok uygun kaynaklardir (Kili¢ ve ark.,
2004).

Keratinosit biiyiime faktorii; epitel dokusunun olusmasinda ve var olan epitel
dokusunun hasarlanmasi: durumunda rejenerasyonda gorev alan biiytime faktorlerinden biridir.
Kornea epitelinin hasarlanmast durumunda KGF geninin ekspresyonunda artig oldugu da
gosterilmistir (Wilson ve ark., 1999/a ; Wilson ve ark., 1999/b ). KGF normal mezenkimal
dokular tarafindan {iretilir ve parakrin etki ile epitel kokenli hiicrelerin proliferasyonunu 6zgiil
olarak uyarir (Sotozono ve ark., 1995). Sotozono ve ark.’t KGF’nin topikal uygulamasinin
kornea epitel yara iyilesmesini hizlandirdigini in vivo olarak gostermis ve olast mekanizmanin
rejenerasyona ugrayan korneada limbal epitelyal hiicrelerin mitotik aktivitesini artirmak
oldugunu ileri stirmiislerdir. Ang ve Tan (Ang ve Tan, 2005) da yara iyilesmesinde KGF’nin
ifadelenme artisinin  epitelyal kok hiicre proliferasyon, motilite ve farklilagmasinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir. Limbal kok hiicrelerin mikrogevrenin
diizenlemesi altinda oldugu, sitokinler ve biiylime faktorlerinin epitelyal-stromal etkilesiminin
kok hiicre homeostaz1 ve diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir (Ang ve Tan, 2005).
Jiang ve ark. (Jiang ve ark., 2002), in vitro olarak fibroblast biliylime faktorii (FGF)-4 ile
MKH'leri uyarmis ve epiteloid morfolojide hiicreler elde edip sitokeratinler ile
tanimlamiglardir. Sueblinvong ve ark., (Sueblinvong ve ark., 2008) ise in vitro olarak KGF
(FGF-7)’yi MKH iizerinde kullanarak bu hiicrelerin havayolu epiteli yoniinde
diferansiyasyonunu gostermislerdir. Biz de in vitro olarak MKH’ler iizerinde bir FGF ailesinde

olan KGF-2 (FGF-10)’yi kullanarak kornea epiteli iyilesmesinde etkinligini arastirdik.
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Bu c¢alismada kornea hasar1 olusturulmus siganlarda, sican kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin uygun ortamda limbal kok hiicrelere transdifferansiyasyonuyla
kornea defektinin onarim siireci ile KGF-2 ve OS’nin bu siirece etkisi arastirildi. Her grupta 10
sican olmak {iizere 4 gruba ayrilan hayvanlarin kornealarinda epitel hasari olusturuldu ve
limbuslari ¢ikarildi. Deney sonunda K19 ile yapilan immunhistokimyasal incelemede, MKH
nakli yapilmayan grup IV sicanlarin birinde (34 no’lu si¢an, Tablo XI) iyilesmenin tam olmasi,
korneada K19’un (-) ve limbusta K19’un (+) bulunmasi bu hayvanda onarimi saglayacak
oranda rezidii limbal epitel kaldiginm1 ve amnion membraninin koruyucu etkisi ile onarimin
gergeklestigini gostermektedir. Ayni gruptaki iki sicanda (39 ve 40 no’lu sicanlar, Tablo XI)
ise kornea hasar1 sonrasinda ftizis gelismesi, agir hasarli kornealarda amnion membraninin
koruyucu etkisinin yeterli olmadigin1 (Tseng ve ark., 1998; Ma ve ark., 2006) ve/veya stromal
hasarin da gelismis olabilecegini (Larouche ve ark., 2008) diislindiirmiistiir. Grup I ve grup
II’de birer siganda (sirast ile 8 no’lu ve 17 no’lu siganlar, Tablo VIII ve Tablo IX) erkek
sigandan elde edilmis MKH’ler disi sicanlara nakledildigi halde, kornea dokusundan elde
edilen DNA’larda SRY genine ait PCR iiriinii (-) bulundu ve iyilesme gozlenmedi. Bu sonug,
MKH naklinin bu hayvanlarda basarisiz oldugunu gdstermektedir. Bu sicanlardaki basarisizlik
ortam sartlarinin uygun olmamasi ve nakil sirasinda MKH’lerin canliligini yitirmesinden
kaynaklanabilecegi gibi, otolog serum kullanilmamis olmas1 da, hiicre proliferasyonunun daha
az olmasina neden olarak (Watson ve ark., 2008) amnion membranm iizerinde c¢ogaltilan
hiicrelerin yeterli saytya ulasmamasina yol agmis olabilir.

Calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde, grup II (AM+MKH+KGF-2) ve grup III
(AM+MKH+KGF-2+0S) sicanlarda kontrol grubu olarak kullanilan grup IV (AM) siganlara
gore iyilesmenin anlamli derecede fazla oldugu bulundu (Tablo XIII). Bununla birlikte grup I
(AM +MKH) si¢canlarda grup IV’e gore kornea berrakligi ve neovaskiilarizasyon agisindan
karsilastirildiginda anlamli fark bulunamadi. Grup I ve grup II-III arasindaki bu fark, grup I
sicanlarda kullanilmayan, grup II ve grup III sicanlarda eklenen KGF-2 kullanimindan
kaynaklanmis olabilir. Grup I sicanlarda fluoresein ve H&E boyama ile epitel hasar1 az
bulunmakla birlikte, korneada K19 pozitifliginin %30 oraninda goriilmesi, bu epitelin
konjonktivalizasyon ile olustugunu ve bu nedenle korneal iyilesmenin tam olmadigini
disiindiirmektedir. Grup [ sicanlardaki bu istenmeyen iyilesmeye, KGF-2’nin ortamda
olmamast nedeniyle MKH’yi epitel yoniinde diferansiye edici etkisinden faydalanilamamis
olmasi yol agmis olabilir. Grup I ve Grup III neovaskiilarizasyon acisindan karsilastirildiginda,
grup III’de neovaskiilarizasyon grup I’e gore daha az goriilmekle birlikte (Tablo XII),
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05). Grup III’de H&E ve
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fluoresein boyamalar ile hi¢ epitel hasar1 saptanmaz iken, grup I’de %20 oraninda epitel
hasarinin bulunmasi da (Tablo XII) bu grubta iyilesmenin daha az olduguna isaret etmektedir.
Aralarinda istatistiksel anlamda fark olmamasina ragmen (p>0.05), Grup III’de kornea
berrakligi Grup II’ye gore daha fazladir (Tablo XII). Bu farkin olusmasinda Grup III’e eklenen
OS’nin in vitro olarak hiicre kiiltiiriinde de gozlendigi gibi epitel ¢ogalmasini arttirict etkisi
neden olabilir.

Keratinler (sitokeratinler ve kil keratinleri) epitel hiicre iskeletinin komponenti olan
proteinlerdir. Sitokeratinler Tip 1 (asidik) ve tip II (basik-notral) olmak iizere iki alt gruba
ayrilir ve her tipin bir {iyesi her bir epitel hiicresinde ifadelenerek birlikte epitel hiicrelerinin
yapisal biitiinliiglinden sorumlu ara filamanlar1 olustururlar. Yoshida ve ark. (Yoshida ve ark.,
2006) insan ve fare konjonktiva, limbus ve kornealarinda sitokeratin ifade Ozelliklerini
arastirmislardir. Bu calismada insanda konjonktiva epitelinde K15 (+), K19 (+), K12 (-);
limbus epitelinde K15 (+), K19 (+), K12 (+); merkez kornea epitelinde ise K15 (-), K19 (+),
K12 (+) bulunmustur. Farede ise konjonktiva epitelinde K15 (+), K19 (+), K12 (-); limbus
epitelinde K15 (+), K19 (+), K12 (+); merkez kornea epitelinde ise K15 (-), K19 (-), K12 (+)
olarak gdzlenmistir. K15 ve K19 merkez kornea epitelinde ifade edilmedigi i¢in, her ikisi de
farelerde konjonktivalize epiteli gostermekte kullanilabilir (Yoshida ve ark. 2006). Bizim
calismamizda K19’un bu o6zelliginden yararlanilarak kornea {iizerinde olusan epitelin
konjonktivalize olmus epitel dokusu olup olmadigi tanimlandi. Ayrica K19, diferansiye
olmamig limbal epitelin belirteglerinden biri oldugu icin (Yoshida ve ark. 2006) limbusu
cikarilmis siganlarda limbusta diferansiye olmamis epitelin olusup olusmadigini arastirmak
amaciyla kullanildi. MKH verilen tiim arastirma gruplarinda (grup I, II ve III), iki sigan
disinda, limbal epitelde K19’un (+); buna karsin MKH verilmeyen ve yalnizca AM uygulanan
grup IV’de limbal epitelde K19’un (-) bulunmasi, verilen MKH’nin limbal epitele
transdiferansiye oldugunun bir kanit1 olarak goriilebilir. Grup I’de 8 no’lu ve grup II’de 17
no’lu siganlarda iyilesmenin olmamasi (kornea epitel hasar1 >%50), limbal epitelde K19’un (-)
olmasi ve ayni zamanda SRY nin (-) bulunmasi bu siganlara yapilan MKH naklinin basarili
olmadiginin gostergesi olabilir. Bu basarisizligin nedenleri AM {izerinde nakledilen uyarilmis
MKH’lerin ortam kosullarina bagli olarak nakilden 6nce canliligini yitirmesi ya da nakledilen
hiicrelerin yiizeye tutunamadan goz sivisi ile yikanarak atilmasi olabilir. Grup IV’de 34 no’lu
sicanda epitel hasarinin olmadig: gosterildi ve limbal epitelde K19 pozitif bulundu. Bu durum,
deneyin baslangicinda yapilan limbal bolgenin c¢ikarilmasi isleminin tamamen basarili
olmamasina ve rezidii limbal kok hiicrenin kalmasiyla verilen AM’nin katkist sonucu epitel

hasarinin onarilmasma baglandi. K19 ayni1 zamanda konjonktivalize epiteli gosterdigi igin
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kornea epitelinde grup I’de %30, grup II ve grup III’de %10 pozitifligi, verilen MKH nin bu
sicanlarda limbal epitele doniismesine ragmen kornea epitel defektinin iyilesmesinde yeterli
etkinligi gosteremedigini ve kornea epitelinin konjonktivalizasyon ile olustugunu
diistindiirebilir.

Kok hiicre plastisitesini gosteren verilerin bir kismi1 dogrudan bolgesel nakillerde alici
kokenli (X) dokuda vericiye ait genotipin (Y+), PCR, FISH ya da immunohistokimya
yontemlerini kullanarak saptanmasi yoluyla elde edilmistir (Rao ve ark., 2003, Ise ve ark.
2004, Albini ve ark. 2005,). PCR yontemi ile 1ug disi DNA’s1 i¢cinde 1ng erkek DNA’s1
(%0.1) ve erkek ve disi hiicreleri karisiminda %0.01 erkek hiicresi (1:10.000) saptanabilir (Rao
ve ark., 2003). Calismamizda AM iizerinde cogaltip, uyararak naklettigimiz erkek sicana ait
MKH’leri disi sigan korneas: iizerinde saptamak i¢in daha 6nce yapilan ¢alismalarda kullanilan
yontem esas alinarak (Mills ve ark., 2002; Rao ve ark., 2003; Ise ve ark., 2004; Song ve Joo,
2004; Albini ve ark., 2005; Mi ve ark., 2008) multipleks PCR yontemi kullanildi. Mezenkimal
kok hiicre nakledilen gruplardan grup I’de 8 no’lu ve grup II’de 17 no’lu sican diginda tiim disi
sican kornealarinda SRY genine ait 288 baz ¢iftilik, internal kontrol olan f-aktin genine ait 488
baz ¢iftlik PCR iiriinleri birlikte pozitif bulundu. Grup I’de 8 no’lu ve grup II’de 17 no’lu
sicanda yalnizca fS-aktin genine ait 488 baz ¢iftlik PCR tirlinii saptandi. Bu iki siganin direk 151k
muayenesi ve histopatolojik incelemelerinde ileri derecede epitel kaybi oldugu gézlendi. Bu
verilere dayanarak bu iki sigana yapilan MKH naklinin bagarisiz oldugu sonucuna varildi. Grup
IV’de ise MKH nakli yapilmadig: i¢in, yalnizca S-aktin genine ait 488 baz ¢iftlik PCR iirlini
goriintiilendi.

Agir kornea hasarinda mezenkimal kok hiicre nakli uygulayan ¢ok az sayida calisma
gerceklestirilmistir (Ma ve ark., 2006; Ye ve ark., 2006; Oh ve ark., 2008). Ma ve ark. (Ma ve
ark., 2006), sigan kornealarinda alkali yanik olusturduktan sonra amnion membrani iizerinde
ayr1 ayr1 ¢cogaltilmis insan kaynakli limbal kok hiicreler, MKH’ler ve fibroblastlari farkli grup
siganlarin kornealar1 iizerine transplante etmislerdir. Bu g¢alismada limbal kok hiicre ve
MKH’lerin kornea epitelinin iyilesmesine anlamli etkisi gozlenirken, fibroblast
transplantasyonu etkisiz bulunmustur. Ne var ki ¢aligmalarinda iyilesen kornea epitelinde insan
keratin 3 ve pansitokeratin gosteremedikleri i¢in, yazarlar MKH’lerin epitele diferansiye
oldugunu kanitlayamamis ve iyilesmenin MKH’lerin inflamasyonu ve inflamasyona bagl
anjiogenezi inhibe edici etkisine mi bagli oldugunu sorgulamislardir. MKH’lerin inflamasyonu
ve inflamasyona bagli anjiogenezi inhibe edici etkisi Oh ve ark.’1 tarafindan da gosterilmistir
(Oh ve ark., 2008). Bizim g¢alismamizda ise limbuslar ¢ikarilan ve MKH transplantasyonu

yapilmayan grup IV sicanlarin konjonktivasinda bir konjonktiva epitel belirte¢i olan K19
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antikoru (+) iken, limbusunda ayni zamanda andiferansiye epitel hiicresine 6zgiil olan K19
antikoru (-) bulundu. Limbuslar1 ¢ikarilarak MKH transplantasyonu yapilan grup I-1I-I1I
sicanlarda iyilesen dokularin tiimiinde pansitokeratin (+), konjonktivada K19 antikoru (+) ve
diger grupdan farkli olarak limbusda da K19 antikoru (+) bulundu. Bu gruplarda
konjonktivalizasyon ile iyilesen kornea yalnizca 5 sicanda (%16.6) goriildiigii icin, bu bulgu
MKH’nin andiferansiye limbal epitele transdiferansiyasyonu olarak yorumlanabilir.

Ye ve ark. (Ye ve ark., 2006), tavsan kornealarinda alkali yanik olusturduktan sonra kulak
veninden MKH enjekte ettikleri ¢alismalarinda, immunitesi saglam olan grupta sistemik MKH
transplantasyonunun korneaya yerleserek iyilesmeyi sagladigini gostermiglerdir. Bu ¢aligmada
tavsan kornealarinda alkali yanik olusturduktan 24 saat sonra, limbus eksizyonu yapilmaksizin,
MKH transplantasyonu sistemik yol ile yapilmistir. Yazarlar, sistemik verilen multipotansiyel
kok hiicrelerin 6zgiil dokulara yerleserek lokal mikrogevreye yanit olarak farklilastigini ve
lokal iyilesmeyi uyardigini belirtmislerdir.

Kornea, mikroskopik olarak distan ice dogru epitel, bowman membrani, stroma,
descemet membran1 ve endotel olarak adlandirilan yapilardan olusur (Takacs ve ark., 2009).
Korneanin kimyasal yaniklar1 ve mekanik yaralanmalarinda kornea stromasinin da etkilenmesi
s6z konusudur. Kornea stromasi 6zel bir mezenkimatéz dokudur: Diziler halinde kollajen lif
tabakalarindan meydana gelir ve her stroma tabakasi bir dncekine gore 60° a1 olusturur. Bu
yapilanma korneanin saydamligindan sorumludur ve hasarlanmasi halinde stroma iceren bir
korneanin olusturulmasi gérmenin azalmasini dnlemek i¢in gereklidir (Larouche ve ark., 2008).
Ye ve ark. (Ye ve ark., 2006), mezenkimal kok hiicrelerin, kornealarinda alkali yanik
olusturulan tavsanlara sistemik olarak veridikten sonra bu hiicrelerin stromaya da go¢ ettigini
gostermiglerdir. Bu calismada kornea yiizeyindeki MKH’ler kornea epiteline farklilagirken,
stromaya go¢ edenlerin epitel dis1 hiicrelere farklilastigi belirtilmistir. Bu bulgu da stromanin
etkilendigi derin alkali yaniklarinda MKH naklinin, limbal kok hiicre nakline gore daha yararli
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bizim c¢alismamizda olusturulan alkali yanigin stromayi
etkileyip etkilemedigi calismanin prensibi geregi, baslangicta histopatolojik olarak inceleme
yapilamadigt i¢in bilinmemekle birlikte, deneyin sonunda MKH nakledilmeyen grup IV
sicanlarin ikisinde (%20) ftizis gelismesi beklendigi gibi stromanin da etkilenme olasiligini
glindeme getirmistir. MKH nakledilen gruplarda hig ftizis gériilmemesi ise, MKH’lerin stroma

tyilesmesine katkida bulundugunu diistindiirebilir.
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VI. SONUG ve ONERILER

Bu c¢aligmanin kornea epitel onarmmi ile ilgili diger ¢alismalardan farkliligi yaptigimiz
literatiir taramalarindan gorebildigimiz kadariyla MKH, AM, KGF-2 ve OS’nin birlikte
uygulandigr ilk calisma olmasidir. Bu uygulamay1 se¢gmekteki amacimiz tam kornea hasari
olusturulduktan sonra MKH’lerin limbal kok hiicrelere doniisiim siirecini arastirmak, KGF-2 ve
OS’nin bu siirece etkisini belirlemektir.

Calisma sonuglart degerlendirildiginde limbal kok hiicrelerin tamamen hasar gordiigii
durumlarda AM’nin tek basina onarici bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir. Limbal kok
hiicre kaybinda MKH’lerin epiteli onarici etkisinin olabildigi ancak ortamda KGF-2, OS gibi
hiicre cogalmasini artiran ve mikrogevrenin de yardimiyla hiicre farklilagmasini saglayan
etkenlerin olmasmin bu siireci daha olumlu etkiledigi sonucu ¢ikmaktadir. KGF-2’nin
MKH’ler iizerindeki etkilerinin in vitro ve in vivo olarak farkli molekiiler biyolojik
caligmalarla arastirilmasi bu siireci aydinlatmada degerli bir adim olacaktir.

Bu siirec ile ilgili yapilan hayvan calismalari ilerde yapilacak insan ¢aligmalart igin

gerekli bilgilerin toplanmasinda ve yontem belirlenmesinde 6nemli kazanimlar saglayacaktir.
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VIIl. EKLER
VIILA. BILGILENDIRILMiS ONAM FORMU (EK 1)

8. BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

“Sican Kemik iliﬁi Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Insan Amnion
Membrani ile Kornea Yanik Tedavisinde Kullanimi”

Yukarida agik ismi yazili bu projenin amaci, sigan kemik iligi koékenli
mezenkimal kok hiicrelerin uygun ortamda sigan goziinde limbal kék hiicrelere
dontiserek kornea defektini onardigini gostermekdir. Bdylece limbal kok
hiicrelerin tam hasarlanmasi durumunda bile kornea yenilenmesinin gergeklestigi
kanitlanmis olacaktir. Amniotik membran yanik ve cilt tlserleri sagaltiminda
biyolojik membran olarak kullanilmis ve son zamanlarda kimyasal yaniklarin yol
agtig1 agir konjonktival hastaliklarda da uygulanmistir. Bu membran, Tip IV
kollajenden zengin oldugu ig¢in okiiler ylizey hastaliklarinda korneal ya da
konjonktival epitelin gelismesi amaciyla bazal membran transplantasyonunda
kullanilmigtir. Deney hayvanlar ile yapilan ¢alismalarda kolay elde edilebilir
olmasi ve immun reaksiyona yol agmamasi nedeni ile insan amnion membrani
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada disi fetus tasiyan goniillii iki gebeden bir kereye
mahsus olmak iizere sezaryen dogum sirasinda amnion membrani alinarak iginde
penisilin ve streptomisin bulunan fosfat buffer serum fizyolojik ile yikanip
besiyeri iginde (-80 °C)’de saklanacak ve daha sonra hayvan deneyinde
kullanilacaktir. Bu uygulama sirasinda goniilliintin kargilagabilecegi herhangi bir
rahatsizlik ya da risk yoktur.

Yukarda goniilliiye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gosteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu
arastirmaya Katilmay: red etme hakkim oldugunu ve arastirma bagsladiktan sonra
devam etmeme hakkina sahip oldugumu biliyorum. Arastirmaci tarafindan
aragtirma harici birakilabilecegimi kabul ediyorum Bu kosullarla sézkonusu
Klinik Arastirmaya kendi rizamla, hig bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay:
kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi, Imzasi, Adresi (Varsa telefon no, faks no.).  Sjnp BGJ@”

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin Ad Zasl,
Adresi (varsa telefon no, faks no).

. — ."Pm@fh
Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi, Imzasi Dot oo ﬂ]pas)aﬂ

AN

Riza alma islemine basindan sonuna kadar tantklik eden kurulus gorevlisinin
Ad1, Imzasi, Gorevi.: S na
' Df. ymih %aJeﬂ

/L’“
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VIIL.B. HAYVAN ETiK KURUL RAPORU (EK 2A)

T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
HAYVAN ETIK KURULU
SAMSUN

Say1 : HEK/ 189 21/11/2006
Konu : Arastirma projeniz hk.

Prof. Dr. Giilsen OKTEN )
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi

2006/34 numaral “Sigan Kemik iliginden Elde Edilen Mezenkimal
Kok Hiicrelerin Sigcan Kornea Yiizeyinde Olusturulan Kimyasal
Yaniklarin Tedavisinde Kullanimi.” konu baslikli Projeniz; Hayvan Etik
Kurulu’nun 21.11.20086 tarihli toplantisinda gérustulmis, insan Etik
Kurulundan onay aldiktan sonra baglamasina oy birligi ile karar

verildi.

o s

Prof. Dr. Muhlise ALVUR
Hayvan Etik Kurulu Baskani
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VIIL.C. INSAN ETiK KURUL RAPORU (EK 2B)

ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ETIK KURLL BASKANLIGI

say: EKS O} 6,04, 2007

Savm Dog. D, Tung FISGIN

Etk kurulumuza sunmus  oldegunuz “Sigan kermik 1ligl, mezenkimal  kok
hikcrelerinin insan amnivon membram tle kornea vamkledavisinde kullanimu™ bashkh
W03 Karar nolu hasta materval arastrma projeniz e ilgili deferlendirme
cahismalan sonwglandinl mastir,

Projemiz amag, cerekge, vaklagim ve vidntemle ilgili agiklamalarimz dikkate alarak
degerlendirilmis olup, OMU Tip Fakillesi Eik Kurul yinergesinin 5. maddesi peregi
sorwmluluk aragnirmacilara ait olmak Gzere bu araztirmamn uygulanmasinda herhangi bir enk
sukincamin olmadifpna ve aragirma lamamlandikian sonra sonucunun ik kurulumuza
bildinilmes: geregine 27112006 tarihli clik kurulumuzda oy birligi ile  karar verilmisti.
Ancak o tanhte 447 YTL'hk arastema bligenizin destegi vokiu, Bilgenize 22.05.2007
tarihinde 1500000 ¥YTL'hk fon destegi sadlanms  oldufundan  aresurmaniza ek
kurelurmuzdan onay verilnigtir.

Rilgilerinize rica ederim.

Frof Or. Y lksel KESIM
Etik Burul Baskam
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