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Sunulan tez galigmasinin amaci kornea yara iyilesmesinde sican kornea
opasite modeli kullanilarak subkonjonktival enjeksiyon yoluyla adipoz doku
kokenli mezenkimal kok hicre (AdMKH) uygulamasi ve 600-1200 nm dalga
boyu araligindaki polikromatik 1sik kaynagi ile fotobiyomodilasyon (FBM)
tedavilerinin tek basina ve birlikte uygulamasinin kornea saydamligi,
enflamasyonu ve hicre digi matriks organizasyonu uUzerindeki terapoétik

etkinligini ve guvenirligini degerlendirmektir.

Tez galismasinin ilk asamasinda sigan AdMKH’lerin izolasyonu, kultiria ve
karakterizasyonu yapilmis ve uygulanacak FBM tedavisinin siresi ve enerji
dozu igin optimizasyon c¢alismalari yapilarak tedavi parametreleri
olusturulmustur. ikinci asamada, sican kornealarina elmas ugclu tur ile mekanik
debridman yapilarak kornea opasite modeli olusturulmustur. Kornea skari
olusturulan siganlar 4 tedavi grubuna ayriimistir: negatif kontrol (NK), AMKH
tedavisi, FBM tedavisi ve AdMKH + FBM tedavisi (n=12). Son asamada,
yaralanmayi takip eden 10. ve 30. gunde kornea opasite skoru (KOS) ve
neovaskularizasyon derecesi (NVD) vyarikh lamba muayenesi ile
degerlendiriimis ve merkezi kornea kalinligi (MKK) 6n segment optik koherens

tomografi ile dlgulmustur. Yaralanma sonrasi 30. glinde kornealar eksize



edilerek gecirimli elektron mikroskopi (TEM), hematoksilen ve eozin (H&E),
imminohistokimyasal (IHK) boyama ve gergek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (RT-PCR) ile analiz edilmistir.

Yaralanmayi takip eden 30. giinde, tim tedavi gruplarinda KOS ve MKK degeri
NK grubuna goére anlamli olarak azalmistir. Neovaskilarizasyon derecesi
AdMKH ve FBM + AdMKH gruplarinda anlamli azalirken, FBM grubundaki
degisim NK grubuna benzer bulunmustur. Gecirimli elektron mikroskopi ve
H&E boyamada, FBM ve AdMKH tedavilerinin tek bagina uygulanmasina
kiyasla FBM + AdMKH grubu en iyi yara iyilesme yanitini gdstermistir. Hasar
sonras! artan kolajen tip 1 (COL1) ve kollajen tip 3 (COL3) sentezi FBM +
AdMKH grubunda NK grubuna goére anlamli azalmistir. Negatif kontrol
grubuna gore donusturucu buyume faktori beta 1 (TGF-B1) degerinde anlamli
azalma sadece FBM + AdMKH grubunda izlenmistir. interlékin 1-beta (IL-1B)
duzeyi NK, FBM ve AdMKH gruplarina kiyasla FBM + AdMKH grubunda
anlamli olarak daha dusik bulunmustur. Sonug¢ olarak enflamasyonu
baskilamada en iyi sonu¢ FBM + AdMKH tedavi grubunda elde edilmistir. Tim
tedavi gruplarinda a-diz kas aktini (a-SMA) dizeyi, NK grubuna kiyasla
anlamli olarak daha dusuk bulunmustur. Keratokan diizeyi AMKH ve FBM +
AdMKH gruplarinda pozitif kontrol grubu ile benzer bulunmustur. Gergek
zamanh PCR analizinde COL1, COL3, IL-1B ve a-SMA tim tedavi gruplarinda
NK grubuna goére anlamh olarak azalmigtir. Polikromatik 1sik, TEM
goruntileme ve H&E boyamaya goére sican lensi, retinasi ve endotelinde

hasara neden olmamistir.

Bu tez galismasi, in vivo gérintileme ve in vitro doku analizleri sonucunda
subkonjonktival AdMKH enjeksiyonunun ve polikromatik 1sikla FBM
tedavisinin (her seansta toplam enerji yogunlugu 4,6 J/cm? olmak Uizere 3
seans) kornea dokusu rejenerasyonunda etkili ve glvenli oldugunu ve FBM'nin
kornea yara iyilesmesi icin potansiyel bir tedavi olarak degerlendirilebilecegini
gostermistir. Ayrica FBM tedavisi, AdMKH'lerle birlikte uygulandiginda kok

hlcrelerin terapotik etkinligi artmigtir.



Anahtar Kelimeler: Fotobiyomodulasyon, Polikromatik 1sik, Adipoz kdokenli
mezenkimal kok hiicre, Sigan kornea opasite modeli, Mekanik hasar, Kornea

yara iyilesmesi.



ABSTRACT
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The aim of the presented thesis was to evaluate the therapeutic efficacy and
safety of subconjunctival adipose tissue-derived mesenchymal stem cell
(AdMSC) injection and photobiomodulation (PBM) treatment via polychromatic
light source in the wavelength range of 600-1200 nm alone and in combination,
on corneal opacity, inflammation, and extracellular matrix organization in

corneal wound healing using a rat corneal opacity model.

In the first part of the study, the isolation, culture, and characterization of rat
AdMSCs were performed and optimization studies were carried out to
establish the parameters of the duration and energy dose of the FBM treatment
to be applied. In the second part, a corneal opacity model was created by
mechanical debridement of rat corneas with a diamond burr. Rats with corneal
scar were divided into 4 treatment groups: negative control (NC), AMSC
treatment, PBM treatment and combined (AdMSC + PBM) treatment (n=12
eyes in each group). Finally, on the 10" and 30™ days following the injury,
corneal opacity score (COS) and degree of neovascularization (NVD) were
evaluated by slit lamp examination, and central corneal thickness (CCT) was
measured by anterior segment optical coherence tomography. On the 30" day,

corneas were harvested and analyzed by transmission electron microscopy



(TEM), hematoxylin and eosin (H&E), immunohistochemical (IHC) staining,

and real-time polymerase chain reaction (RT-PCR).

On day 30, COS and CCT values decreased significantly in all treatment
groups compared to the NC group. While the NVD decreased significantly in
the ADMSC and combined treatment groups, the change in the PBM group
was similar to the NC group. In TEM and H&E staining, the best results in
corneal wound healing were observed in the combined treatment compared to
the application of PBM and AdMSCs alone. The increased synthesis of
collagen type 1 (COL1) and 3 (COL3) after injury was significantly reduced in
the combined treatment group compared to the NC group. Compared to the
NC group, a significant decrease in transforming growth factor beta 1 (TGF-
B1) value was observed only in the PBM + AAMSC group. With combined
treatment, interleukin 1 beta (IL-1B) level was found to be significantly lower
compared to the NC, PBM and AdMSC groups. As a result, the best results in
suppressing inflammation were obtained in the combined treatment group. In
all treatment groups, a-smooth muscle actin (a-SMA) level was found to be
significantly lower compared to the corneas in the NC group. Keratocan levels
in the combined treatment and AdMSC groups were found to be similar to
those in healthy corneas. In the RT-PCR analysis, COL1, COL3, IL-18 and a-
SMA were significantly decreased in all treatment groups compared to the NC
group. Polychromatic light did not cause any damage to the rat lens, retina and

endothelium according to TEM and H&E staining analyses.

In this study, in vivo imaging and in vitro tissue analysis demonstrated that
subconjunctival AMSC injection and PBM treatment with polychromatic light
(3 sessions with total energy density of 4.6 J/cm? in each session) were
effective and safe in corneal tissue regeneration and PBM could be considered
as a potential treatment for corneal wound healing. Moreover, PBM therapy
can enhance the therapeutic efficacy of stem cells when combined with
ADMSCs.

Keywords: photobiomodulation, polychromatic light, adipose-derived
mesenchymal stem cells, rat corneal opacity model, mechanical injury, corneal

wound healing.
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1. GIRIS

Kornea, gérme sisteminin en énemli refraktif bilesenlerinden biridir ve 151!
retinaya odaklayarak gérmede ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Kornea, distan
ice dogru sirasiyla kornea epiteli, Bowman tabakasi, stroma, Descemet
membrani ve endotel tabakalarindan olusmaktadir. Kornea stromasi, kornea
kalinhdinin yaklasik %90'ini olusturmakta ve sahip oldugu benzersiz kolajen
fibril dizilimi ve uniform interfibriler arasi mesafe sayesinde optik berrakligi
korumaktadir [1]. Enfeksiyon, immun hastaliklar, kronik enflamasyon ve
mekanik veya kimyasal travma dahil kornea hastaliklarinin gogu stromayi
etkilemekte ve korneada yara iyilesme yanitina neden olmaktadir. Siddetli yara
iyilesme yanitinda, bu okuler bozukluklar giddetli enflamasyona,
neovaskularizasyona ve stromal organizasyonda bozulmaya neden olma
egdilimindedir, boylece kornea opasitesine ve sonunda kalici gérme kaybina yol

acabilmektedir [2].

Kornea opasiteleri gorme kaybinin en onemli nedenlerinden biridir [3].
Lubrikasyon, antibiyotikler, steroidler veya amniyotik membran dahil olmak
Uizere mevcut tedaviler, kornea hasarinin ve bulanikliginin iyilesme surecinde
kornea opasitesi ve vaskilarizasyonunun yoénetiminde yetersiz kalmaktadir
[4]. Kornea saydamligini yeniden saglamak i¢in uygulanan en yaygin yontem
kornea naklidir. Ancak kornea naklinin, donér dokusunun sinirli olmasi ve
ameliyat sonrasi gelisebilen immun reaksiyon, doku reddi, katarakt ve glokom

gibi 6nemli komplikasyonlari bulunmaktadir [5].

Bu nedenle ciddi kornea bozuklugu olan hastalarda yara iyilesmesini
hizlandirmada etkili olan yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesine ihtiyag vardir.
Kornea nakli ihtiyacini azaltmak veya ortadan kaldirmak igin Gzerinde en ¢ok
calisilan tedavi yaklagimlarindan biri, kdk hicre kullanimi temelli rejeneratif
tedavilerdir. Kornea stromasi rejenerasyonunda kornea limbusundan elde
edilen kornea stromasi kok hlcrelerinin basarisini gosteren calismalar
bulunmaktadir, ancak kornea stroma hicrelerinin terapétik amaclarla
kullanilmasinda gesitli zorluklar ortaya g¢ikabilmektedir [6]. Bu nedenle kornea

dist kaynakli kdk hiicreler Gizerinde daha gok durulmaya baglanmistir. Ozellikle



agiz dokusundan, kordon kanindan, kalp dokusundan, kemik iliginden ve yag
dokusundan kolaylikla izole edilebilen mezenkimal kék hiicrelerin (MKH) doku
iyilesmesindeki énemi, tibbin hemen her dalinda iyi bilinmektedir [7-9]. Son
yilllarda yapilan deneysel ve klinik c¢aligmalar MKH’lerin, farklilagma
potansiyelleri, anti-enflamatuar etkileri ve en énemlisi immin yaniti modtle
edici Ozellikleri sayesinde [10-13] okuler yuzey hastaliklarinda stroma
fonksiyonlarini  ve kornea seffafigini tedavi etmedeki basarisini
gOstermektedir [14-16].

Son yillarda dusuk seviyeli lazer (LLL, low level laser) kullanilarak yapilan
fotobiyomodulasyon (FBM) tedavisi, hucresel canlihgi, proliferasyonu ve
migrasyonu, kolajen sentezi ve buylme faktorleri seviyelerini dizenleyerek
doku onarimini uyardigi icin rejeneratif tipta da uygulanmaktadir [17-20].
Ayrica bu yontem, MKH’lerin proliferasyonunu ve immuinomodulator
fonksiyonlarini arttirarak doku onarim kapasitesine olumlu katkida
bulunmaktadir [21-23]. Fotobiyomodulasyonda gorinir (390-700 nm) ve yakin
kizilétesi (NIR, near-infrared) (780-1200 nm) spektrumdaki fotonlar
mitokondride sitokrom oksidaz sistemi tarafindan absorbe edilerek adenozin
trifosfat (ATP) uretimi ve nitrik oksit miktari artmakta ve boOylece dokuda
hidcresel fonksiyonlar iyilesmektedir [24]. Ancak bu calismalarda FBM
uygulamasi igin optimum dalga boyunailigkin fikir birligi bulunmamaktadir. Son
zamanlarda, NIR dalga boylari da dahil olmak Gzere daha genig spektrumda
polikromatik 1s1§in uygulanmasi, optimum fayda icin 6nerilmektedir [25]. Alti
yiz nm'den 1200 nm'ye kadar genis bir spektrumda isik enerjisi uygulayabilen
polikromatik 1sik kaynag! kullanilarak doku onarimi icin yeni bir yaklasim
uygulanmistir. Polikromatik 1sik ile yapilan FBM’nin kdk hicrelerin osteojenik
farklilasmasinda ve kas-doku flep canlihdinin arttiriimasinda olumlu sonuglar

verdigi gosterilmistir [25, 26].

Fototerapinin mitokondriyal disfonksiyon temelli g6z ve beyindeki dejeneratif
bozukluklarda tedavi edici uygulamalari bulunmaktadir. Ornegin, FBM'nin
retinitis pigmentosa ve yasa bagli makuler dejenerasyonu olan hastalarda
olumlu etkileri rapor edilmistir [27, 28], ancak okuler yuzey hastaliklari ve

kornea hasarinda FBM tedavisinin etkinligini arastiran sinirli sayida galisma



bulunmaktadir [29-31]. Okuler yuzey rejenerasyonunda etkinligi ¢alisilan FBM
tedavilerinin, epitel hiicrelerinin go¢ kapasitesini kisa surede artirabildigi [29],
kuru g6z bulgularinda iyilesme sagladigi [30] ve tavsan modelinde alkali
kornea yaniginin iyilesme surecinde keratosit hucrelerinin proliferasyonunu
artirarak kornea iyilesmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegi one surulmustur
[31]. Ancak ginumuze kadar 6zetlenen bu galigmalarda tek dalga boyundaki

Isik kaynaklari ile FBM uygulamasi yapiimigtir.

Sunulan tez c¢alismasinda sigcan korneasinda mekanik yaralanma ile
olusturulan kornea opasite modelinde, adipoz doku kékenli MKH (AdMKH) ve
polikromatik 1sik kaynagiyla FBM tedavilerinin tek bagina ve birlikte
kullanimlarinin kornea opasitesi, heovaskularizasyonu, dokudaki enflamatuar
yanit ve doku mimarisi Uzerindeki etkisinin arastirilmasi amacglanmistir. Bu
calismada, polikromatik 1sik ile FBM tedavisinin kornea yara iyilesmesinde
etkisi ilk kez arastirilmigtir. Ayrica FBM tedavisinin ADMKH enjeksiyonu ile
birlikte uygulanarak terapétik etkinin arttinlmasi hedeflenmistir. Bu ¢alisma,
Isik ve hlcre terapisinin (AdMKH + FBM) kornea yara iyilesmesinde, tek
basina AMKH veya tek basina FBM tedavisi uygulamasina gore daha fazla

terapotik etkisi olabilecegi hipotezi Uzerine kurulmustur.

Tez galismasi 3 asamadan olusmaktadir. ilk asamada sican yag dokusundan
MKH izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir. ikinci agsamada korneada
mekanik yara modeli olusturulmasi ve FBM tedavisinde uygulanacak igik
dozunun optimizasyon calismalari yapilmistir. Uciincli asamada ise hayvan
deney gruplarina polikromatik 1sik ile FBM ve ADMKH tedavileri tek basina ve
birlikte uygulanarak doku iyilesme yaniti hem in vivo gortintileme hem de in
vitro doku analizleri ile degerlendirilmistir. Son olarak, elde edilen sonuglar

istatistiksel analiz ile degerlendirilip literatir destegi ile yorumlanmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu bolumde tez calismasinda bahsedilen konular hakkinda guncel literatur
Isiginda detayli bilgi verilmistir. ilk kisimda kornea dokusu ve 6zellikleri
anlatilmig, ikinci kisimda ise kornea hasari ve mevcut tedavi yaklasimlarina
yer verilmistir. Uglinci kisimda kornea rejenerasyonundaki tedavi secenekleri
ve Ozellikle kok hicre temelli tedavi yaklasimlar Uzerinde durulmustur.
Doérduncl kisimda ise g¢alismanin temelini olusturan FBM tedavisi hakkinda

detayl bilgi verilmigtir.
2.1. Kornea Dokusu ve Ozellikleri
2.1.1. Korneanin Yapisi

Kornea, goz kuresinin avaskuler, seffaf ve kubbe seklindeki en dis tabakasidir.
Korneanin lensle birlikte ana optik islevi, 1131 retinaya odaklayacak sekilde
kirmasidir. Gozun kirma gucunun 2/3’'U kornea, 1/3’U lens kaynaklidir. Gozdeki
kornea ve lens, kameradaki mercege benzer sekilde, retina ise kameradaki

filme benzer sekilde galismaktadir (Sekil 2.1.).

Kornea Retina

Sekil 2.1. Goz kuresinin yapisi ([32]'den degistirilerek).

Kornea dokusu bes ayri katmandan olusur: epitel, Bowman tabakasi, stroma,
Descemet membrani ve endotel (Sekil 2.2.)). Tam tabakalar kornea
homeostazinin korunmasinda onemli rol oynamaktadir. Saglikli bir epitel,

oldukga farklilasmis ve kendini yenileyebilen hiicre tipine sahip 3 katmandan



olusmaktadir; germinatum tabakasi, yavru/kanat hicreleri tabakasi ve
skuamoz hicre tabakasi [33]. Kornea epiteli bakteri, mantar ve toz gibi yabanci
maddelerin gbze gecisini engellemekte ve gdzyasi filmindeki oksijenin
korneaya gegisini saglayan purizsiz bir ylzey saglamaktadir. Kornea
stromasi kornea kalinliginin %90’in1 olugturan bag dokusudur ve keratositler
olarak bilinen az miktardaki stroma hticreleri ve ¢ ana protein grubundan
olugsmaktadir: kolajenler, proteoglikanlar ve glikoproteinler. Stromadaki kolajen
liflerinin dUzenli hizalanmasi ve belli bir gapta olmasi korneanin saydamligi ve
biyomekanik glictinin korunmasi i¢cin 6nem tagimaktadir [33]. Kornea endoteli,
kornea ile 6n kamara arasinda sinir olusturan tek hicreli bir tabakadir. Kornea
endotelinin iglevi, stromanin hidrasyonunu dizenleyen Na*/K* ATPaz pompa

fonksiyonunu kullanarak kornea saydamligini korumaktir [34].

Bowman
tabakasi -

Kornea "
epiteli N _

zan

'r'
;.‘"‘\ Descemet
&
#

endoteli

L Korneal

stroma

Sekil 2.2. Korneanin katmanlari.

2.1.2. Kornea Stromasinin Yapisi

Rastgele ve siki dizilim gosteren kolajen fibrillerinden olugsan 10 um
kalinligindaki Bowman tabakasinin arkasinda, daha az kompakt fakat lameller
yapida organize olmus kolajen fibrillerinden olusan kornea stromasi
bulunmaktadir (Sekil 2.3.) [35]. Kornea stromasi kolajenlerden,
proteoglikanlardan, glikoproteinlerden ve bunlari Ureten kornea stroma
hicrelerinden (keratositler) olusmaktadir. Korneanin kuru agirliginin %71'i
kolajendir [36]. Kolajen ve proteoglikanlar, keratositler arasindaki hucre digi

matriksin ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Keratositler ise stromanin yalnizca



%2-3'Unu  olusturmaktadir [36]. Kornea sinirleri stromadan gecerek 06n

stromada yogun bir subbazal sinir pleksusu olusturmaktadir.

Kornea kolajenleri gcogunlukla tip I'den, daha az miktarda ise tip lll, V ve VI'dan
olusmaktadir [36]. Kolajen fibrilleri yaklasik 25-35 nm ¢apindadir ve 200-250
nm kalinliginda katmanlar (lameller) halinde birbirine paralel ve ortogonal
olarak yakin sekilde dizenlenmigtir [37]. Merkezi korneada limbustan limbusa
uzanan yaklasik 200-400 lamel bulunmaktadir. Lamel organizasyonu ve

dagilimi kornea seklini ve egriligini kontrol etmektedir (Sekil 2.3.) [37].

Subbazal sinir pleksusu
Y

- —V S Rastgele dizilim gésteren kolajen fiberleri
Bowman tabakasi > Y e

}” o
Stromal sinirler —> gl

Kolajen fiberleri —

Lameller
—_—
Stroma - - - = =

lamelleri

Proteoglikanlar

Keratositler

Sekil 2.3. Kornea stromasinin katmanlarinin sematik gosterimi ([35]'den

degistirilerek).

Kolajen fibril ¢gaplarinin goértnar 1s1g1in dalga boyundan daha kiguk olmasi ve
kirllma indeksinin korneadaki hicre digi matriksine yakin olmasi nedeni ile
kolajen fibrilleri gbze gelen isinlarda neredeyse hi¢ sacilmaya neden
olmamaktadir [38]. Korneaya 6zglu bu kolajen dizilimi sayesinde gbze gelen
Isiklardaki sacilma korneada girisim ile engellenerek i1s1din korneadan diizgin
sekilde gegcmesini saglamaktadir [39]. Korneaya 6zgl bu egsiz mikro mimari
kornea saydamliginin korunmasi igin 6nem tasimaktadir. Sonuc¢ olarak,
stroma tabakasinin nano O&lgekli organizasyonu korneanin glcunden,
saydamhgindan ve 1s191 kirma yeteneginden sorumludur. Doku

muhendisligiyle Uretilen kornealarin su ana kadar klinige ulagsamamasinin



temel nedeni bu egsiz nano Olgekteki yapinin tam olarak taklit edilememesidir
[40].

Kornea stromasindaki ikinci ana protein grubu proteoglikanlardir.
Proteoglikanlar bir veya daha fazla glikozaminoglikan yan zincirini iceren bir
cekirdek proteinden olugsmaktadirlar. Kornea glikozaminoglikanlarinin yaklasik
%65'i keratin sulfattir, geri kalanlar ise kondroitin sulfat ve dermatan sulfattir.
Kornea stromasinin gekirdek proteinleri arasinda ise lumikan, keratokan ve
mimekan, dekorin ve biglikan bulunmaktadir. Glikozaminoglikanlar yiksek
miktarda suyu absorbe edip tutabilmekte ve bdylece stromanin sisme
basincini olusturmaktadir. Liflerin ¢apinin ve diziliminin mukemmel
kontroliunin yani sira interfibriler bosluklarin dizenlenmesi kismen

glikozaminoglikanlar ve kolajenler arasindaki etkilesimler sayesindedir [41].

Keratosit adi verilen stroma hicreleri, stroma boyunca bitisik lamellerin
arasina duzenli olarak yerlesmigtir ve hacre digi matriks bilesenlerinin
salgilanmasindan sorumludur [42]. Keratositler yaklasik olarak her 2-3 yilda
bir yenilenmektedir. Normal sartlar altinda keratositler sessizdir, ancak stroma
hasarlandiginda yanit olarak a-diz kas aktini (a-SMA, a-smooth muscle actin)
acisindan pozitif olan miyofibroblastlara dontsebilmektedir [43]. Yara iyilesme
yanitinda bu miyofibroblastlar diizensiz yapilanma gdsteren kolajen fibrilleri ve
proteoglikanlardan olugsan hicre disi matriks Uretimine neden olabilmekte ve
sonug olarak korneanin essiz mikro mimarisinde bozulma ve kornea opasitesi

(bulanikhgr) gerceklesebilmektedir [43].
2.2. Kornea Hasari ve Tedavi Yaklagimlari
2.2.1. Kornea Hasarina Neden olan Hastaliklar

Diinya Saghk Orgtl'ne gore kornea opasitesi, diinya genelinde katarakt,
glokom ve yasa bagl makila dejenerasyonundan sonra en sik dordincu
korlik nedenidir [3]. Kornea opasiteleri dunya ¢apinda 10 milyondan fazla
insani etkileyen kiuresel kérligin énemli bir nedenidir ve trahom, okiler travma
ve kornea Ulserasyonu kornea opasitesinin baslica nedenleridir [44].
Hindistan’da yapilan epidemiyolojik ¢alismada 12.899 katilimcinin %3,7'sinde
kornea opasitesi saptanmig ve ilk U¢ nedenin pterjium (g6z eti) (%34,5),



travma (%22,3) ve enfeksiyoz keratit (%14,5) oldugu tespit edilmigtir [45].
Cin'de 10.384 katilimci Uzerinde yapilan bir ¢galismada, nifusun %0,3'Unde
kornea korligu oldugu bulunmustur; bunun baslica nedenleri ise ¢ocukluk
¢agindaki keratit (kornea enfeksiyonu) (%40), g6z travmasi (%33,3) ve
yetigkinlikte gorulen keratit (%20) olarak bildiriimistir [46]. Kornea opasitesinin
en sik nedenleri olan travma ve kornea enfeksiyonunun yaninda kornea
dejenerasyonu ve immunolojik bozukluklar, kalitsal hastaliklar ve kornea
refraktif cerrahi ameliyatlari da keratosit 6liumune yol acabilmekte ve hayatta
kalan keratositler stromal fibroblastlara ve miyofibroblastlara doéntserek

bulaniklik gelisimine ve hatta opaklagsmaya neden olabilmektedir [47, 48].
2.2.2. Kornea Yara lyilesme Yaniti

Hafif kornea yaralanmalarinda kornea stromasi, saydamligini ve avaskuler
yapisini koruyarak oldukga hassas bir sekilde yeniden sekillenebilmektedir
[49]. Kornea epitelinin kaybi ya da cesitli fiziksel veya kimyasal faktorlerle
stromanin agir hasar gérmesi nedeniyle keratosit kaybi olabilmektedir [50]. Bu
tlr bir hasar, epitel hiicrelerinden ve/veya gézyasindan basta interldkin 1 (IL-
1) (a ve B) olmak Uzere enflamatuar sitokinlerin salinmasini tetiklemekte ve
Fas/Fas ligand sistemi yoluyla hizli apoptoza ve daha sonra 6n stroma
keratositlerinin nekrozuna neden olmaktadir [51]. Yara onariminin erken
asamasinda, yara kenarlarindaki hareketsiz keratositler ozelliklerini
degistirerek fibroblastlara donusmekte ve bu hucreler yarayl yeniden
doldurmak ve kapatmak icin gerekli go¢ 6zelliklerini kazanmaktadir (Sekil 2.4.)
[33]. Keratositlerin fibroblastlara donugsmesinde fibroblast biyume faktord,
platelet kdkenli bliylume faktori ve donusturtict buyume faktoéri beta 1 (TGF-
B1, transforming growth faktor-B87) gibi buyume faktorleri aracilik etmektedir
[33]. Bu hucreler, stres lifleri elde etmek ve morfolojilerini igsi sekline
donustirmek igin aktin hucre iskeletini yeniden sekillendirmektedir. Bunun
yaninda kornea kristalinleri (transketolaz ve aldehit dehidrojenaz 1A1) ve
keratan sulfat gibi farklilagsmis keratosit proteinlerinin ekspresyonunu azaltarak
yara yerindeki hucre digi matriksi yeniden sekillendirmek igin gerekli olan
matriks metalloproteinazlar (MMP) gibi proteinazlari Uretmeye baslamaktadir

(Sekil 2.4.) [33]. Yara yatagina ulasan fibroblastlar a-SMA ve desmini eksprese



etmeye baglamakta ve mevcut vimentin ekspresyonunu arttirmaktadir.
Fibroblastlar yara yerindeki hiucre digi matriksi yeniden sekillendirmek igin
gerekli olan oldukca hareketli ve kasilabilir miyofibroblastlar haline gelmekte

ve kasilarak yara alanini daraltmaktadir (Sekil 2.4.).

Sessiz keratosit - ? Hiicre digi matriks
Aktif keratosit Miyofibroblast

Sekil 2.4. Kornea onarimi  sirasinda hicresel etkilesimler  ([52]'den

degistirilerek).

Ayrica miyofibroblastlar fibronektin ve tenaskin-C ve kolajen tip Il dahil bazi
proteinler agisindan zengin gecici hicre disi matriksi de Uretmektedirler [53].
Yeniden sekillenen hucre disi matriksteki proteoglikanlar ve kolajen yapisi,
saglikh korneanin essiz mimarisinde bozulmaya neden olmakta ve bdylece
1ISIgin korneadan gecerken duzensiz sagilmasina neden olan skar dokusu
olismaktadir. Olusan skar dokusu goéze gelen 1si§gin korneadan gegisini
engelleyerek gorme keskinliginin azalmasina ve sonunda goérme kaybina
neden olabilmektedir [54].

2.2.3. Kornea Hasarinda Skar Dokusunu Azaltmaya Yonelik Klinik

Yaklagim

Mevcut klinik uygulama, yaralanma sonrasi kornea skarini en aza indirmek
veya azaltmak icin blyuk dlciide %1 prednizolon asetat gibi steroid iceren
oftalmik sispansiyon ve %0,02 mitomisin C dahil olmak Uzere topikal ilaglarin
uygulanmasina dayanmaktadir [55]. Bununla birlikte, bu ilaclar katarakt
olusumu, glokom ve korneoskleral erime gibi gorsel agidan 6nemli uzun vadeli

komplikasyonlara neden olabilmektedir [55].



Kornea skari fonksiyonel gérmeyi olumsuz etkilediginde gincel ana tedavi
secenegi, skarli korneanin saydam olan insan dondr dokusu ile degistirildigi
kornea nakli tedavisidir. Cogu durumda, cerrahi midahale gérme yetenegini
geri kazandirabilmektedir. Stromadaki skar igin 2 kornea nakli yontemi vardir:
tam kat kornea nakli ve derin 6n lameller kornea nakli (alicida kornea endoteli
korunarak sadece epitel ve stroma tabakasi degistiriimektedir.) [56]. Ancak
bugun uygulandigi sekliyle kornea naklinin onemli kisithliklari bulunmaktadir.
Don6r korneanin alicinin gézune implantasyonunda, dondr-alici doku ara
yuzlerinde skar olusumuna neden olma, yetersiz kornea sinir rejenerasyonu
ile sonuglanabilir, greftte yetersiz keratosit cogalmasi, implante edilen greftin
optimal olmayan egriligi nedeniyle gérmeyi azaltan diizensiz astigmat olusumu
ve donor dokusu iginde bulunan yabanci hucre kaynakh immunolojik doku
reddi gibi istenmeyen sonuglar gelisebilmektedir [57-59]. insan dondér stroma
dokusunun kullaniminin bu potansiyel dezavantajlari 6nemli olabilse de
kornea naklinin esas dezavantajlari, bagislanan kornealarin kiresel dizeyde
kisithhgr ve dondr Kkornealarinin sinirh bir zaman penceresi ig¢inde
tanimlanmasi, toplanmasi, tasinmasi, depolanmasi ve dagitiimasi igin
altyapiyi saglayan goz bankaciligi ihtiyacidir [60]. Dondr kornea dokusu ve g6z
bankaciligi ihtiyaci, milyonlarca 6nlenebilir kornea koérligu vakasini ¢ézimsiz

birakan dnemli kiiresel sorunlardir.
2.3. Kornea Rejenerasyonundaki Tedavi Se¢cenekleri

Kornea ve endoteli hasarinda kornea nakline alternatif olan ve doku
rejenerasyonuna yonelik klinik kullanimda olan tedaviler tanimlanmistir.
Kornea epitelinin limbal kdkenli kok hicreler kullanilarak terapétik
rejenerasyonu saglanmis ve Avrupa ilag Ajansi (EMA, European Medicines
Agency) onayli ilk kdk hiicre trlni Holoclar® yaygin klinik kullanim kazanmistir
[61]. Benzer sekilde, endotelin rejenerasyon tedavisinde, dondr endotel hiicre

suspansiyonu bull6z keratopati tedavisinde ilk klinik denemelere girmistir [62].

Epitel ve endotel rejenerasyonuna benzer sekilde, stroma rejenerasyonu igin
de implantlar, doku iskeleleri ve kok hucre tedavileri yardimiyla dokunun
yeniden onarimi kornea nakli problemleri géz 6nune alindiginda ideal bir

tedavi yaklagimi olmaktadir. Her ne kadar kornea stromasina yonelik klinik
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kullanim igin onaylanmis bir rejeneratif tedavi henliz ortaya ¢gikmamis olsa da
cesitli alternatif yontemler onerilmistir ve bazilari klinik deneme asamasina
gelmistir [63-65]. Gulncel arastirma konusu olan terapoétik rejeneratif

yontemlerden asagida kisaca bahsedilmigtir.
2.3.1. insan Donér Stroma Lentikiilii

Kaguk insizyonlu lentiktl ekstraksiyonu (SMILE, small incision lenticule
extraction) refraktif cerrahi prosedurt, ylksek frekansli femtosaniye lazerlerin
mevcudiyeti ve ameliyat sonrasi mukemmel kirma sonuglari nedeniyle son on
yilda popdulerlik kazanmistir [66]. Prosedur, kicuk bir diskin (lentikil)
cikariimasini icermektedir. Korneayi duzlestirmek ve miyopiyi duzeltmek igin
merkezi stromadan yaklagik 10-50 um kalinliginda ve 6-8 mm ¢apinda stroma
dokusu ¢ikariimaktadir. Buglne kadar 26 milyonun Gzerinde SMILE proseduru
gerceklestirilmis olup, potansiyel olarak stroma patolojilerinin tedavisi icin
genis bir ince stroma lentikili havuzu olugsturulmustur. Bu yaklagimi
kolaylastirmak icin Ganesh ve ark. cikarilan lentiklllerin uzun sureli
saklanmasini mumkdn kilan bir doku igleme ve dondurarak saklama
(kriyoprezervasyon) teknigi gelistirmis ve boylece c¢ikarilan lentikuller sivi azot
ortaminda (<196°C) uzun sudreli saklanabilmektedir [67]. SMILE sonrasinda
miyop hastalardan c¢ikarilip dondurularak saklanan lentikiller daha sonra
hipermetrop kornealara implante edilmig ve allojenik ret bildirilmemigtir. Baska
bir calismada, benzer sekilde elde edilmis stroma lentikllleri kornea
perforasyonu, kornea defekti ve travmatik kornea yirtig1 olan vakalari tedavi
etmek icin fibrin yapistirici yardimiyla implante edilmis ve kornea saydamligi

ve batlinldgundn korundugu bildiriimigstir [68].

insandan insana doku implantasyonunun dogal biyouyumlulugu ve allogreft
dokusunun immunojenitesinin kriyoprezervasyon yoluyla potansiyel olarak
azaltilmasi bu yontemin énemli avantajlarini olugturmaktadir. Uzun dénemde
stroma hicre infiltrasyonu ve implante edilen kolajenin doéntsumu ile
rejeneratif bir etki elde edilebilecegi ©ongorulse de bu etki heniz
kanittanmamistir ve bu nedenle lentiklllerin uzun vadeli basarisi

bilinmemektedir.
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2.3.2. Aseliiler Domuz Korneasi Stromasi

Dondr kornealarinin teminini desteklemek icin uygulanan hucresizlestirme
yontemleri, son yillarda ozellikle insan kornea nakli i¢in insan disi kornea
dokusunun kullaniimasiyla popdulerlik kazanmistir. Domuz kornealari boyut,
kalinlik ve biyomekanik 06zellikleri agisindan insan korneasina benzer
Ozelliklere sahip olmasi ve gida igsleme endustrisinden kolayca elde
edilebilmesi nedeniyle insan disi kornealarin kullaniminda alternatif bir yontem
olmaktadir. Yabanci domuz kaynaklarini, zenojenik immdiinreaktivite olasiligini
ve domuzdan insana hastallk bulasma olasiligini azaltmak igin
hlcresizlestirmek elzemdir. Ancak bu prosedurde endotel tabakasi yok oldugu
icin sadece stroma replasmani ve oOn lameller kornea nakli ile sinirli
kalinmaktadir [69].

Hucresizlestiriimis domuz kornealari mantar keratiti gecgirmis 47 hastaya 6n
lameller kornea nakli ile uygulanmis ve ¢ogu vakada enfeksiyon niksetmemisg,
ancak dort vakada neovaskilarizasyon ve greftin degradasyonu rapor
edilmistir [70]. Baska bir arastirmada, herpes simpleks keratitli 13 hastayi
tedavi etmek icin lameller kornea naklinde aseltiler domuz kornea stromasi
kullanilmisg ve ortalama 15 aylik postoperatif takip sonrasinda 11 vakada
neovaskilarizasyon ve 3 vakada greft degradasyonu meydana geldigi
bildirilmistir [71]. Bildirilen sonuglara gore, gelecekte epitelizasyon, seffaflik ve
greftin neovaskularizasyonunun o6nlenmesine yonelik calismalara ihtiya¢
bulunmaktadir. Bununla birlikte, domuz kornea stromasinin stromal
rejenerasyona stabil bir sekilde izin verip veremeyeceg@i heniiz tam olarak

bilinmemektedir.
2.3.3. Balik Pulundan Tiuretilmis Kornea

Stroma rejenerasyonu icin kolajen bazli iskelelerin bir diger yenilikgi biyolojik
kaynagi da Tilapia cinsi tath su baliginin pullaridir. Atik Gran olarak kabul edilen
balik pullari, kornea hucresiyle uyumlu bir doku iskelesi Uretmek icin
hicresizlestiriimis ve kalsiyumdan arindiriimistir [72]. Uygun kalinlikta balik
pulundan elde edilen seffaf stroma doku iskelesi, tavsan kornealarina

intrastromal implantasyon sonrasinda degerlendiriimis ve bu iskelenin, bir
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bagisiklik tepkisi olusturmadan seffafligini koruyarak bir yil boyunca kaldigi
tespit edilmigtir [73]. Ancak bu yontemin Kklinikte uygulanabilirligi heniz

calisiimamistir.
2.3.4. Yapay Aseluler Kornea Stromasi

insanlardan veya hayvanlardan toplanan dokularin kullanimini icermeyen
stromal rejenerasyona yonelik bir baska yaklagim, doku muhendisligi ile
kornea stromasina benzer doku iskelelerinin Uretiimesidir. Bu yaklagimin
istenilen fiziksel ve fizyolojik 6zelliklere sahip doku iskelelerinin kolaylikla
Uretimi ve hayvan ya da insan dokusu kaynakli immunolojik yapiya sahip
olmamasi gibi énemli avantajlari bulunmaktadir. Boylece, doku implantinin
biyouyumlulugu buyiik 6lciide arttirilabilmektedir. implante edilen stroma
hlcresiz oldugundan, stromal rejenerasyon konakgi hucre infiltrasyonunu ve
doku iskelesine go¢ eden yeni hlcrelerin olusturacagi yeni kolajen tretimini

gerektirmektedir.

Uzerinde caligilan implantlardan biri biyosentetik kornea stromasi olarak
adlandirilan, aseliler rekombinant olarak uretilmis insan kolajeni temelli doku
iskelesidir [74]. Biyosentetik iskele, mayada rekombinant sekilde Gretilen insan
kolajeninden olugsmus ve toksik olmayan bir yontemle capraz baglanarak
guclendirilmigtir. Bu biyosentetik iskele, ileri keratokonus ve kornea skari olan
10 hastaya 6n lameller kornea nakli ile implante edilmis ve baslangigta hafif
kornea erimesi ve bulaniklik oldugu gortulmastir [75]. Uzun donem takipte
implante edilen iskelenin stabil kaldigi ve immun reaksiyonun olmadigi
gOsterilmigtir [76]. Hucresel diizeyde in vivo konfokal mikroskopi ile 3. yilda
implant ve konakg¢l stromanin arayuz bolgelerinde konakgi stroma hucrelerin
mevcut oldugu goérilmus, ancak konakgi stroma hucrelerinin biyosentetik
iskeleye net bir gocu tespit edilememigtir. Ancak iskelenin 6n kisminda sinir

rejenerasyonu ile subbazal sinir pleksusunun olugtugu gosterilmistir [76].

Konakgl hucrelerin doku iskelesine migrasyonuna alternatif bir yaklagim olarak
doku iskelelerine uygun hicrelerin implante edilmesine c¢aligiimaktadir.
ispanyol bir ekip tarafindan gelistirilen biyomiihendislik Giriinii insan allojenik

nanoyapili yapay kornea, insan kan plazmasi ve korneanin nano olgekli
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Ozelliklerine sahip bir fibrin-agaroz doku iskelesinden olugsmaktadir [77]. Donor
insan kornea fibroblastlari ve dondr kornea limbal epitel hicreleri iskeleye
implante edilmis ve in vitro olarak iyi Uretim uygulamalann (GMP, good
manufacturing practices) kosullari altinda bir 6n lamel greft olusturulmustur.
Bu implant ile direncli norotrofik Glseri olan 20 hastanin 6n lameller kornea
nakli ile tedavi edilmesine yodnelik bir Faz I/lIA randomize ¢cok merkezli klinik
calisma yuratalmustlir [64, 78]. Fibrin-agaroz iskelesi implante edilen ilk bes
hastada, iki yillk takipte enfeksiyon veya allojenik ret belirtisi olmaksizin
ulserin tamamen iyilestigi gozlenmis ve hastalar okuler semptomlarinin
diuzeldigini bildirmigtir [63].

Bu umut verici yaklagim nihai degerlendirmeyi beklemektedir. Olusturulan bu
doku iskeleleri kalinlik, hiyerargi ve mekanik dayanim acisindan stroma
mimarisinin ~ yeniden olusturulmasini, stroma hdcrelerinin  yeniden
proliferasyonunu ve sinir innervasyonunu yeniden saglayacak ozelliklere sahip
olmalidir. Kornea nakli i¢in kiresel dondr stroma dokusu eksikligini gidermek
icin biyomuhendislik Grtind olan bu implantlarin, daha biyouyumlu olmasi ve

yeterli raf dmrine sahip olmasi igin ¢alismalar devam etmektedir.
2.3.5. U¢ Boyutlu Biyoyazici Uriinleri

Stroma dokusu implantlarinda kullanilan ham maddelerden yapilan
biyomuUhendislik Urinu kornealarin aksine u¢ boyutlu biyoyazici, dretilen
stromanin  yapisal organizasyonunu kontrol etmek icin  esneklik
sunabilmektedir. Bir biyoyazici ayrica farkli biyomateryalleri, hiicreleri ve diger
faktorleri yUksek uzaysal ¢ozunurlige sahip 6Ozellestirilmis bir matriskte
birlestirme olanadi saglamaktadir. Bu yonde ilk olarak, Connon ve ark.
tarafindan metakrilatli tip | kolajen ve biyomurekkep olarak sodyum aljinat
kullaniimig ve ardindan kalsiyum klorur kullanilarak gapraz baglanan 3 boyutlu
biyobaskili kornea stroma implanti yapiimistir [65]. insan kornea keratositleri

kolajen-aljinat biyomurekkep igerisinde 7 glin boyunca canli kalabilmiglerdir.

Skottman ve ark. tarafindan bildirilen alternatif bir yaklagimda, tip | insan
kolajeni, insan adipoz mezenkimal kok hicreleri ve insan plazmasini igeren

iceren biyomurekkep kullanilarak 3 boyutlu biyobasim ile stroma implanti
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olusturulmustur [79]. Keratosit veya fibroblast gibi allojenik farklilagsmis stroma
hlcreleri ile karsilastirildiginda, kok hicrelerin yiiksek onarim ve proliferasyon
kapasitelerinin olmasi ve immun reaksiyona neden olmamalari gibi avantajlari

bulunmaktadir.

Yukarida bahsedilen biyobasim yaklasimlari stroma rejenerasyonunu
saglamak icin umut verici gorinse de bu implantlarin uygun hayvan
modellerinde in vivo degerlendiriimesi, implantasyon sonrasi hiicre canhliginin
belirlenmesi, skar birakmadan iyilesme ve yeni kolajen Uretimi gibi stromal
rejeneratif yeteneginin gdsterilmesi gerekmektedir. Bununla birlikte, bu ve
benzeri 3 boyutlu iskeleler, seri tretime uygun, oldukc¢a kontrol edilebilir bir
uretim slrecine sahip olduklarindan ve alternatif olarak hastanin korneasinin
durumu ve topografisine gobre hastaya 0Ozel yapilarin basimina olanak

tanidigindan buyuk 6nem tasimaktadir.
2.3. KOk Hucre Tedavisi

Fonksiyonel kornea esdegeri biyomalzemeler igin doku mihendisligi alaninda
caligmalar devam etmektedir. Keratositler gogalmalarini destekleyebilen bu
doku iskelelerine implante edilebilmektedir [80, 81]. Ancak iskele temelli
tasarimlarin kullaniminin bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Biyobozunmalari
sirasinda gucli enflamatuar yanit indtklenebilmekte ve neredeyse tim
polimer malzemeler spesifik olmayan bir enflamatuar yanita neden olmaktadir
[82]. Ayrica, iskelelerdeki periferik hlcrelerin genel olarak saglikli oldugu ve
dogal dokulara ¢ok benzedigi, ancak merkezi hiicrelerin nekrotik bir cekirdek
olusturdugu ve bunun da c¢ogu zaman tatmin edici olmayan doku
yenilenmesine yol actigi siklikla gézlenmektedir. Bu nedenle hicre temelli

terapiler daha iyi bir secenek olarak kabul edilmektedir [6].

Kok hucreler, kendi kendini yenileme ve klonal ¢cogalma yoluyla sinirsiz veya
uzun sureli gogalma gibi benzersiz yeteneklere sahiptirler. Kok hicreler, teorik
olarak tim fonksiyonel hicre tlrlerine farklilasabilen embriyonik kok hlcreler
ve induklenmis pluripotent kok hucreler gibi pluripotent olabilir veya sinirli
fonksiyonel hticre tiplerine farklilasabilen mezenkimal yetigkin kok hlcreler gibi

multipotent olabilirler [83, 84]. Plastisite ve ¢cogalma yetenekleri nedeniyle kok
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hicreler, g6z de dahil olmak Uzere bircok doku ve organda doku
rejenerasyonu igin arastirilmaktadir [85]. Gegtigimiz yillarda, translasyonel
arastirmalarda ve klinik calismalarda kornea korligunun tedavisinde kok

hacrelerin kullaniimasi konusunda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.

Kornea stromasi rejenerasyonunda kornea limbusundan elde edilen kornea
stromasi kok hucrelerinin basarisini gosteren c¢alismalar bulunmaktadir [86,
87], ancak kornea stroma hicrelerinin terapétik amaclarla kullaniimasinin
korneada alici yataga zarar verebilme ve sinirli sayida hlcre izolasyonu gibi
dezavantajlari bulunmaktadir [6]. Bu nedenle, kornea stromasi kok hicreleri
yani sira, goz digl dokulardan elde edilebilen embriyonik kok hicre, adipoz
doku kaynakli kdk hicre gibi MKH’ler de kornea skarini tedavi etme
potansiyelleri acgisindan arastinimaktadir. Etik tartigmalar ve yasal
dizenlemeler embriyonik kdk hicre kullanimini kisittamaktadir [83]. Bu
nedenle yeni tedavi yaklagimlarinda farkli yetiskin dokularindan elde edilen
multipotent farkllasma kapasitesi olan MKH’ler Uzerinde daha fazla

durulmaktadir.
2.3.1. Mezenkimal Kok Hlcreler

Mevcut rejeneratif tip stratejileri, farkli yaklagsimlar kullanilarak kornea
stromasinin yenilenmesine odaklanmistir [87]. Bunlar, kornea stroma kok
hicrelerinin ve diger kok hucre tirlerinin, sekretomlar formunda kok
hiicrelerden elde edilen biyume faktdrlerinin ve biyomuhendislik Grini yapay
kornealarin kullanimini igermektedir. Genellikle, yapay bir doku iskelesine kdk
hidcre uygulamasina alternatif olarak mevcut kornea stomasina kok hucre
uygulamasi ile kornea stromasini onarmak ve yenilemek icin kdk hicrelerin

dogrudan ve/veya parakrin fonksiyonlarinin kullaniimasi amaglanmaktadir.

Kok hicre terapisi, kornea stromasi rejenerasyonunda ilk olarak kornea nakli
gerektiren kornea skarinin tedavisi i¢cin denenmigtir. Basu ve ark. insan kornea
stromasi kok hucrelerini allojenik limbal stromadan izole edip bu hicrelerin
MKH benzeri 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir [86]. Bu kok hicreler
hicre kultirinden izole edildikten sonra, stroma debridmani yapilan fare

korneasinin 6n stromasina implante edildiklerinde stromada skar birakmadan
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yara iyilesmesinin oldugu gozlenmigtir. Yakin zamanda yapilan bir
arastirmada, sivi azot ile fare korneasinda gelistirilen skar modelinde kornea
saydamliginin restorasyonunda kornea stromasi kok hiicre enjeksiyonundan
sonra, tedavi edilen kornealarda opakhdin azaldigi, kornea
hiperreflektivitesinin  zayifladigi, enflamasyonun azaldidi, kolajenin
organizasyonunun arttiyi, stromanin mikro mimarisinin iyilestigi, kornea
sertliginin azaldi§i ve gormenin iyilestigi gosterilmistir [88]. Hayvan
deneylerinde elde edilen olumlu sonuglar Gizerine insanda herhangi bir patoloji
veya cerrahiye bagli gelisen kornea opasitelerinin tedavisinde kok hicre

uygulamasinin klinik galismalari devam etmektedir [87].

Mezenkimal kdk hicreler, birden fazla hicre tipine farklilasabilme potansiyeli
yuksek fibroblastik hiicreler olarak kabul edilmektedirler. Mezenkimal kok
hiicreler kemik iligi, yag dokusu, dis pulpasi, gbbek kordonu, kas ve potansiyel
olarak kornea stromasi dahil olmak Uzere birgok doku niginde bulunmaktadir
[89]. Mezenkimal kok hicrelerin gesitli kokenleri oldugu g6z 6nine alindiginda,
Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernegi (International Society for Cellular
Therapy), MKH tanimi igin 3 ana kriter tanimlamistir: (1) Plastik yizeye
tutunabilme, (2) Belirli ylizey belirteclerinin ekspresyonu [farklilagma kimesi
29 (CD, cluster of differentiation), CD44, CD73, CD90 ve CD105 ekspresyonu;
CD11b, CD14 (monosit/makrofaj belirtecleri), CD19 (B hiicre belirteci), CD45
(I6kosit belirteci) ve HLA-DR (T hicre belirteci) ekspresyonunun olmamasi] ve
(3) Ug¢ ana hicre tipine (osteosit, kondrositler ve adipositler) in vitro
farklhlasabilme [90].

Yaralanmaya yanit olarak MKH'ler, Caplan tarafindan tanimlandigi gibi
dokularin iyilesme surecini module etmede "ilk mudahaleciler" olarak hareket
etmektedirler [91]. Bu yetenek, hasara tepki olarak salinan adezyon
molekulleri, buylme faktorleri, hiicre digi matriks proteinleri ve sitokinler
arasindaki bir dizi karmasik etkilesimlerle elde edilmektedir. Mezenkimal kok
hiicreler normal yara iyilesmesini ydnlendirmek igin yeterli dozda uygun
parakrin faktorleri ortama salgilamaktadir [92]. Bu faktorlerin salimi, hicrelerin
etkilesimi ve fonksiyonu tarafindan belirlenmekte ve MKH aktivasyonu,

migrasyonu ve yara iyilesmesinin modulasyonuyla sonuglanmaktadir [93].
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Mezenkimal kok hucreler, majér doku uygunluk kompleksi II'nin (MHC, major
histocompatibility complex) ekspresyonunun olmamasi, MHC I'in azalmis
ekspresyonu ve hicre yuzeyi immuinfenotipik belirteclerinin bulunmamasi
sayesinde konakgidaki bagisiklik tepkisinden kagabilmektedirler [94]. Bu
sayede MKH'ler hiicre temelli tedavilerde ve rejeneratif tipta énemli bir rol
oynamaktadir [95]. Mezenkimal kdk hicrelerin biyume faktéri tretimi, anti-
enflamatuar aktivitesi, imminomodulator kapasitesi ve ¢oklu hlicre soylarina
farkhlasma konusundaki benzersiz yetenekleri nedeniyle son yillarda okiler
yuzey hasari tedavisinde MKH temelli hiicresel terapi Gzerine giderek artan
sayida preklinik ve klinik arastirmalar yapilmaktadir ve bazi ulkelerde klinik

tedavi olarak halihazirda kullaniimaktadir [96, 97].

2.3.2. Mezenkimal Kok Hucrelerin Kornea Stromasi Rejenerasyonunda

Kullanimi

Yapilan calismalar daha ¢ok keratokonus, limbal kok hicre yetmezligi ve
kornea opasitesinin tedavisine yoneliktir [35]. Ozellikle MKH’lerin kornea
hasarindaki tedavi etkisi Uzerine birgok calisma yapilmigtir [87]. Korneada
hasar meydana geldiginde, bagisiklik hucresi infiltrasyonunu tesvik eden pro-
enflamatuar faktorler salinmakta ve bunun sonucunda korneada pro-
enflamatuar bir ortam olusmaktadir. Enflamasyon seviyesi kontrol
edilemediginde, yeniden epitelizasyon engellenip vaskilarizasyon baslar,
dlzensiz hdcre disi matriksi Ureten stroma fibroblastlarinin kontrolsiiz
aktivasyonu meydana gelir ve boylece kornea opaklasir [52]. Mezenkimal kok
hicreler immunomodulator faktorler treterek bu durumu kontrol edebilmekte

ve basarili yara iyilesmesinin tamamlanmasina izin verebilmektedir [95].

Kimyasal kornea yaralanmalari, kornea yuzeyinin yalnizca dis katmanini
etkileyen kiclk hasarlardan, kornea katmanlarinin derinliklerine nifuz ederek
enflamasyon, skar ve gérme kaybina neden olabilen daha ciddi alkali yaniklara
kadar degisen siddetlerde en yaygin g6z yaralanmasidir [98]. Korneanin
kimyasal vyaralanmasinda, MKH'lerin kornea enflamasyonunu ve
neovaskularizasyonu onemli olgide baskilayan antioksidan ozelliklere sahip
oldugu gosterilmigtir [99]. Tavsan korneasinda olusturulan alkali yanik

modelinde, nanofiber bir iskele Uzerinde c¢ogaltilan tavsan kemik iligi
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MKH'lerinin ve limbal kok hucrelerin korneanin yeniden epitelizasyonunu
hizlandirdidi, antioksidan dengeyi yeniden sagladigi, enflamasyonu inhibe
ettigi ve neovaskularizasyonu azalttigi bulunmustur [100]. Ayrica MMP, TGF-
B1, vaskuler endotelyal buyume faktéru (VEGF, vascular endothelial growth
factor) ve a-SMA dlzeylerinde de azalma izlenmis ve bu da korneada
neovaskularizasyon ve skar olusumunda azalmayi saglamigtir. Bircok hayvan
modelinde MKH'lerin anti-enflamatuar etkilerinin kornea rejenerasyonunda
anahtar faktor oldugu bulunmustur. Ke ve ark. tarafindan yapilan bir galismada
subkonjonktival olarak enjekte edilen sigan MKH'lerinin bir orkide tlrinden
izole edip urettikleri polisakkarit hidrojel ile birlikte uygulandiginda kornea
opasitesi, 6demi ve neovaskularizasyonun azaldigi gosterilmistir [101]. Bagka
bir in vivo g¢alismada, korneanin mekanik yaralanmasinda subkonjonktival
olarak enjekte edilen limbal MKH'lerin, yaraya go¢ ederek ve anti-enflamatuar
sitokinler Ureterek kornea opasifikasyonunu ve neovaskuilarizasyonu
azaltabildigi gosterilmigtir [102]. Dolayisiyla su ana kadar elde edilen kanitlar,
korneanin kimyasal yaniklarina yonelik bir tedavide MKH'lerin varliginin

iyilesmeyi destekleyebilecedini ve gelistirebilecegini gostermektedir.

Mezenkimal kdk hicrelerin kornea hastaliklarinda terapoétik etkinliklerine nasil
ulastiklarina iligkin molekuler ve hiucresel mekanizmalarla ilgili gesitli bakis
acilar vardir ve bunlar genellikle iki kategoriye ayrilmaktadir [103]; (1)
Mezenkimal kok hucrelerin konakgl hedef dokulardaki hicre fenotiplerine
farklilasmasi. (2) Salgiladiklari sekretomlar (sitokin ve kemokinler) ve hiicre
disi matriks bilesenleri ile konakta anti-enflamatuar ve immin modulator etki

gOstermeleri (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Mezenkimal kok hucrelerin kornea hastaliklarinda terapdétik etki

mekanizmalari ([103]'den degistirilerek).

Mekanik debridman ile kornea yaralanmasinda da MKH tedavisi hem stroma
hem de epitel iyilesmesinde etkili bulunmustur [104-107]. Calismalarin énemli
bir kisminda kdk hlcre tedavisi sonrasi opasitede azalma, vaskularizasyon
diizeylerinde azalma ve epitelizasyonda iyilesme oldugu gdsterilmistir. ilging
bir sekilde, MKH'lerin terapotik yeteneginin hiicrenin yara yerine go¢u olmadan
da ortaya ¢ikabilecedi bulunmustur [108]. iyilesmeyi tesvik etmek icin MKH’ler
mevcut keratosit ve epitel hiicrelerinin farklilagmasini, go¢ etmesini ve parakrin
faktorleri tretmesini indukleyebilmekte veya MKH'lerin kendileri parakrin
mekanizmalari veya farklilasma yoluyla iyilesmeyi tegvik edebilmektedir. Su
ana kadar hangi mekanizmanin daha Ustin olduguna ya da hangisinin daha
iyi etkiye sahip olduguna dair kesin bir kanit bulunmamaktadir. Ancak yapilan

calismalarda MKH’lerin rejenerasyon kapasitesinin altinda yatan en yaygin
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mekanizma, MKH'lerin anti-enflamatuar ve immunomodulatér parakrin etkisi

olarak bulunmustur [109].

Sonu¢ olarak, MKH'ler, yeniden epitelizasyonu tesvik ederken, opakhdi ve
vaskularizasyonu azaltarak kornea yara iyilesmesi Uzerinde guglu bir etki
goOsterebilmektedir. Mekanizmalari ¢cok faktorlli olmasina ragmen, hasara yanit
olarak Urettikleri anti-enflamatuar ve immunomodulator faktorlerin, htcresel

ortami kontrol etmede ve yara iyilestirmede anahtar rol oynadigi aciktir.
2.4. Fotobiyomodulasyon Tedavisi
2.4.1. Fotobiyomodulasyon

Dusuk seviyeli lazer terapisi (LLLT, low level laser therapy) ilk kez Dr. Mester
tarafindan tanimlanmistir ve ginimuizde de 6zellikle yara iyilesme ve doku
rejenerasyonuna yonelik tedavi yaklasimlarinda uygulama alani giderek
artmaktadir [110]. Fotobiyomodulasyon veya fototerapi olarak da adlandirilan
bu tedavide gorunur 1sik ve yakin kizilotesi (NIR, near-infrared)
spektrumundaki (600-1100 nm) 1sik kullaniimaktadir. Fotobiyomodulasyonun
sitoprotektif faktorleri dizenleyerek ve hasara kargi koruma saglayarak hasarli
mitokondri fonksiyonlarini eski haline getirdigi gosterilmistir [111]. Bu bulgular,
fototerapinin enflamasyonu engelleyebilecegini ve ¢esitli dokularda bagisiklik
cevabini ve yara iyilesmesini destekleyebilecegini digundurmektedir [112].
Fotobiyomodulasyon tedavisinde gorinir veya NIR spektrumdaki 1s1k, lazerler
ve 1s1k yayan diyotlar (LED, light-emitting diods) gibi iyonlastirici olmayan 1s1k

kaynaklari ile uygulanmaktadir.
2.4.2. Fotobiyomiulasyonda Kullanilan Isik Kaynaklari

Lazer, teorik olarak elektromanyetik radyasyon emisyonunun uyariimasina
bagli olarak, optik amplifikasyon yoluyla 1sik yayan bir cihaz olarak
tanimlanmaktadir. “Lazer” kelimesi, Emisyon Radyasyonunun Stimuilasyonu
Yoluyla Isik Amplifikasyonunun (Light Amplification by Stimulation of Emission
Radiation) kisaltmasidir. ik lazer, 1960 yilinda Hughes Arastirma
Laboratuvarlar’'nda Theodore H. Maiman tarafindan icat edilmistir. Dogada

bulunmayan lazer 1sini tek dalga boyunda, monokromatik ve birbirine paralel
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olarak ayni fazda hareket eden (koherent) foton parcaciklarindan olusan ve
sacihm gostermeyen bir 1sin demetidir [112]. Cikis guci 100 W’a kadar
olabilen yUksek seviyeli lazer uygulamasinda, asiri 1Isinma, ablasyon yoluyla
doku tahribati, pihtilasma, diseksiyon ve buharlagma gibi yikici etkiler
gorulmektedir. Miliwatt duzeyinde c¢ikig gucu olan dusuk seviyeli lazer

uygulamalari ise doku onarimi ve rejenerasyonunda kullaniimaktadir [112].

Fototerapide uygulanan diger bir i1sik kaynagi olan LED’ler, lazere benzer
sekilde monokromatik isik yayar, ancak koherent olmayan yani ayni fazda
hareket etmeyen isik kaynagidir [112, 113]. Isik yayan diyotlar yalnizca ihmal
edilebilir duzeyde 1si Uretmekte ve bu da termal yaralanmayi engellemektedir
[114]. Sinirli bir alanda etki gosteren lazerin aksine LED'ler enerjinin genis bir
alana iletiimesine olanak tanimaktadir. Isik yayan diyotlarin klinik galigmalarda
insanda etkinligi ve glivenirligi degerlendiriimis ve LED’ler Amerikan ilag ve
Gida Dairesi (FDA, US Food and Drug Administration) tarafindan
onaylanmistir [115].

Monokromatik i1sik kaynagi olan lazer ve LED’lerden farkli olarak genis bir
dalga boyunda (morétesi, gortuintr ve NIR) polikromatik 11k yayabilen plazma
ark 1sik kaynaklari da fototerapide kullaniimaktadir [116]. Plazma ark 1sik
kaynaklarinda, inert gaz dolu basingli bir haznede iki farkli tungsten elektrot
bulunmaktadir. Bu elektrotlar arasindaki boslukta yuksek elektrik potansiyel
bulunmaktadir. Elektrotlar arasinda yuksek voltajli elektrik olustugunda
cevrede bulunan ksenon gazi iyonize olarak plazma meydana gelmektedir.
‘Plazma’ kelimesi, yuksek sicaklikta, pozitif elektrotlardan ve iyonlardan
olusmus iyonize gazi ifade etmektedir [116]. Tez kapsaminda fototerapi icin
kullanilan Collagentex cihazi (Tanses Tech., Kanada) da polikromatik 151k

yayabilen plazma ark 1gik kaynagidir.
2.4.3. Fotobiyomodiilasyonun Etki Mekanizmasi

Fototerapi uygulamasinda, hlcrelerin biyolojik fonksiyonlarini degistirmek igin
ISk enerjisi metabolik enerjiye donusmektir. Lazerin ylksek enerjili fotonlarinin
canli doku ve hicrelerde sicakligi arttirip tahrip etmesiyle sonuclanan

etkileriyle karsilastinildiginda, daha dusuk enerji seviyesine sahip lazer ve LED
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IS1g1 dokularda yan etkiye neden olmamaktadir. Ayrica dokulara genellikle
disuk dozda i1sima hedeflenmekte bu da yan etki riskini azaltmaktadir.
Fotodinamik terapi, yan etkilere neden olmadan cilt hastaliklarinda [117] ve
sinir sistemi ile ilgili hastaliklarda elektriksel fotonGromodilasyon igin
kullanilabilmektedir [118].

Klinik olarak, kirmizidan NIR’ye kadar dalga boylarina kargilik gelen terapotik
optik pencere (600-1100 nm), duyarli hicre i¢i molekdllerin in vivo uyariimasini
destekleyen 1sik enerjisiyle eslesmektedir [119]. Bu nedenle NIR 1511 ile
fototerapi kavrami, canl hlcreler ve dokulardaki bazi molekdllerin fotonlari
absorbe ederek 1sik tarafindan tetiklenen sinyal yollarini baglatabilecedi
teorisine dayanmaktadir [120]. Hemoglobin, melanin, oksihemoglobin daha
kisa dalga boyundaki 15131 absorbe ederken su ve dokular 1100 nm Uzerindeki
dalga boylarindaki 1s1g1 absorbe etmektedir. Bu kromoforlar tarafindan
absorpsiyon egrisi 600-1100 nm dalga boyu araliginda minimum duzeydedir
ve 1s1gin FBM icin belirli fotoreseptdrleri aktive etmesi icin bu dalga boyu arahgi
bir optik pencere saglamaktadir [119]. Hucreler, kirmizidan NIR'ye kadar olan
IsiIga duyarlidir ve boéylece hicre metabolizmasi, ¢odalmasi ve gocu gibi
hicresel aktiviteler degismektedir [121]. Terapotik optik penceredeki isikla
aktive edilebilen sitokrom c oksidaz, hlcresel degisikliklere neden olan ana
fotoreseptdordur [114]. Ayrica katalaz, superoksit dismutaz, sitokrom b, guanilat
siklaz ve nitrik oksit sentaz gibi diger molekullerde de fotoreseptorler
bulunmaktadir [114, 115, 121].

Gorundr ve NIR 1s1k, fotoreseptor sitokrom ¢ oksidazi aktive eder, bu da eneriji
metabolizmasinin artmasina, yara iyilesmesinin artmasina ve toksisitenin
engellenmesine yol agmaktadir [114, 121]. Sitokrom oksidaz, elektromanyetik
spektrumda kirmizi ve NIR bdlgesindeki 1s1gin birincil fotoreseptori olarak
tanimlanmaktadir [122]. Sitokrom oksidaz, mitokondride elektron transferinde
anahtar enzimdir ve sitokrom c'den oksijene elektron transferini katalize
etmektedir. Sitokrom oksidaz ayni zamanda transmembran elektrokimyasal
gradyanin olusumunu desteklemek igin redoks-bagl proton pompasi olarak da
gOrev yapmakta ve enerji depolayan adenozin trifosfati (ATP) sentezlemek icin

de hiz sinirlayici iglevi bulunmaktadir [123]. 1990'larda Passarella ve ark. NIR
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IS1g1In, sican karacigerinin izole mitokondrisinden ATP sentezini dnemli 6l¢tide
arttirdigini ve oksijen tuketim dizeyini yuUkselttigini kesfetmistir [124]. Bir
fotonun enerjisi sitokrom ¢ oksidaza transfer edildikten sonra redoks durumunu
degistirebilmekte ve elektron transfer hizini artirarak ATP Uretimini tegvik
edebilmektedir. Bdylece fototerapi, hicresel gocl, ¢ogalmayi ve canhligi,
kolajen Uretimini, nitrik oksit ve buyume faktorleri duzeylerini arttirarak ve gen

regulasyonu yaparak doku onarimini tegvik etmektedir [125].

Ayrica NIR 15101, tekli oksijen ve elektronun oto-oksidasyonuyla olusan
suiperoksit iyonu yoluyla serbest radikaller Uretebilmektedir. 1990'larda
Moncada ve ark. ilk olarak nitrik oksidin sitokrom c oksidaza baglanabildigini
ve memeli hucrelerinin mitokondriyal solunum zincirini inhibe edebildigini
gOstermigtir [126]. Ancak birgok calisma, kirmizi isikla 1sinlamanin hicre igi
nitrik oksit dizeyini énemli Olclide artirabilecegini goéstermistir [127]. Foton
enerjisinin transferi, nitrik oksidin sitokrom c oksidazin demir ve bakirin
baglanma bdlgesinden ayrilmasini kolaylastirip oksijen baglanmasini tesvik
eder ve boylece mitokondriyal solunumu, reaktif oksijen turlerini ve ATP

olusumunu arttirmak igin uyarir (Sekil 2.6.) [127].
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Sekil 2.6. Fototerapinin hucre igi redoks seviyeleri Uzerindeki etkisinin sematik

goOsterimi ([128]'den degistirilerek).

Ayrica artan reaktif oksijen turleri, gen ekspresyonunu etkileyen gesitli sinyal
yollarini dizenleyen ikinci bir haberci olarak iglev goérebilmektedir [129]. Artan
reaktif oksijen turleri deoksiribontkleik asit (DNA), ribontkleik asit (RNA) ve
protein sentezini uyararak hticre proliferasyonunu ROS/Akt yolu Uzerinden

induklemektedir [130]. Fototerapi sadece mitokondride ATP dretim hizini
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arttirmakla kalmamakta, ayni zamanda hucresel enflamatuar faktorlerin

salimini module ederek enflamasyonu baskilayabilmektedir [131].

Calismalar, FBM'nin MKH’lerin proliferasyonunu, farklilagsmasini, goctni ve
immunolojik  fonksiyonlarini  arttirarak doku onarimini  hizlandirdigini
gOstermistir [22]. Park ve ark., FBM'nin AdMKH'lerin apoptozunu engelleyerek
canhligini arttirdigini ve kok hucrelerden buyume faktorlerinin salimini tegvik
ettigini gostermistir [132]. Ayrica son calismalarda, 5 J/cm? enerji
yogunlugunda FBM'ye maruz kalan AdMKH'lerin ¢gogalmasinda artis oldugu

ve ortama daha fazla bluylme faktorleri salgiladiklari izlenmistir [133].

Dusuk seviyeli 1sik kullanilan fotobiyomodulasyon tedavisinde birden fazla
memeli hicre tipinin bu tedaviye yanit verebildigine dair kanitlar vardir [134].
Bu tedavide, gorunir ve NIR dalga boyundaki isik mitokondrideki kromoforlar
tarafindan emilerek hicresel fonksiyonu iyilestirerek hasarli hucreleri
onarmaktadir [135]. Ancak bu galismalarda FBM uygulamasi igin optimum
dalga boyuna iligkin fikir birligi bulunmamaktadir. Son zamanlarda, NIR dalga
boylari da dahil olmak Uzere daha genis spektrumda polikromatik 1s1gIn
uygulanmasi, optimum fayda icin dnerilmektedir [25]. Alti yiz nm'den 1200
nm'ye kadar son derece genis bir spektrumda 1sik enerjisi uygulayabilen
polikromatik 1siIk kaynagi ile yapilan FBM’nin kok hucrelerin osteojenik
farklilagmasinda ve kas-doku flep canhiliginin arttirlmasinda olumlu sonuglar

verdigi gosterilmistir [25, 26].
2.4.4. Fotobiyomodiilasyonun Go6z Hastaliklarinda Kullanim Alanlari

Fotobiyomodilasyonun mitokondriyal disfonksiyonun esas rol aldigi bilinen
g6z ve beyindeki dejeneratif bozukluklarda tedavi edici uygulamalar vardir
[111]. Ornegin, FBM'nin retinitis pigmentosa ve yasa bagdli makiler
dejenerasyonu olan hastalarda faydali etkileri rapor edilmistir [27, 28]. Bunun,
Isik kaynakl stresi, enflamasyonu ve hicre o6liminid azaltarak retinal
dejenerasyona kargi koruma sagladigi [136], makiler dejenerasyonda
kontrast duyarliligini ve gorme keskinligini arttirdigi [137], fagositozu arttirdigi
ve reaktif oksijen tlrlerinin Uretimini azalttigi [138] ve diyabetik retinopatide

yapisal ve fonksiyonel hasarlari azalttigi gosterilmigtir [139].
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Ayrica, okuler yuzey icin yapilan FBM tedavilerinin epitel hicre goc
kapasitesini kisa surede artirabildigi [29], kuru g6z bulgularinda iyilesme
sagladigi [30] ve tavsanda alkali kornea yaniginin iyilesme surecinde
keratositin yeniden populasyonunu tesvik ederek kornea iyilesmesinde énemli

bir rol oynayabilecegdi 6ne suridlmustur [31].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolumde tez ¢calismasi kapsaminda yapilan deneyler hakkinda detayl bilgi
verilmistir. Sunulan tez calismasi, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’'ndan onay almistir (Evrak tarih ve sayisi: 20.10.2020-E.112198)
ve hayvan deneyleri Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetigtirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde (GUDAM) gerceklestiriimistir. Ayrica tez
calismasinin finansal destegi, Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler
(BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan Cok Disiplinli Arastirma Projesi
kapsaminda saglanmistir (Proje kodu: TCD-2021-6929).

Sunulan tez calismasi kapsaminda ilk asamada Wistar albino siganlardan
AdMKH izolasyonu vyapilmistir. Ikinci asamada Wistar albino sican
kornealarinda mekanik yaralanma ile kornea opasite modeli olugturulmasi
hedeflenmistir. Tezin Gglincu asamasinda polikromatik 1s1k kaynagi ile kornea
yara iyilesmesinde FBM tedavisi icin optimum parametreler belirlenmis ve
uygulanmistir. Son agamada ise tedavi uygulamalarinin klinik géruntileme ve
doku analizi ile kornea yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonundaki etkileri
arastinimis ve tedavi sonuglari gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilarak

degerlendirilmistir.

3.1. Deneysel Cahigmalarda Kullanilan Cihazlar, Biyolojik ve Kimyasal

Malzemeler

Hayvan galismalarinda kullanilan 51 adet Wistar albino sigan GUDAM'dan
temin edilmigtir. Hlcre kiltart deneylerinde kullanilan, Minimum Essential
Medium Alpha Modifikasyonu (a-MEM), fétal sigir serumu (FBS, fetal bovine
serum), fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS, phosphate buffered saline) ve sigir
serum albumin (BSA, bovine serum albumin) Capricorn Scientific (Almanya)
firmasindan; tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), penisilin/streptomisin,
gentamisin, amfoterisin B ve kolajenaz Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan
satin alinmistir. In vivo c¢alismalardan 6nce AdMKH’leri isaretlemek igin
kullanilan bromodeoksilridin (BrdU, bromodeoxyuridine), Invitrogen Life

Technologies (ABD) firmasindan tedarik edilmistir.
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In vivo kornea yara modeli olusturulmasinda kullanilan elmas uclu tur
(Algerbrush 1lI, Allomed, ABD) Gazi Universitesi Géz Hastaliklari AD’den;
yaranin olusturulmasi ve takibinde kullanilan cerrahi mikroskop (Leica, Topcon
Corp., Japonya) ise GUDAMdan temin edilmistir. Fotostimilasyon
uygulamalari, Collagentex RX-1 (Tanses Tech., Kanada) polikromatik isik
kaynagi ile yapiimistir. Sigcan gozlerine subkonjonktival AAMKH enjeksiyonu

33G hipodermik igne (TSK Lab., Japonya) ile yapiimigtir.

Klinik goriintilemede Gazi Universitesi Goz Hastaliklari AD’de bulunan yarik
lamba mikroskobu (Haag-Streit, ABD) ve mikroskoba takili dijital kamera
(EyeSuite, Haag-Streit IM 900, ABD) kullaniimistir. Korneanin in vivo kesitsel
goruntilemesi ise 6n segment optik koherens tomografi (OS-OKT) (MS-39,

CSO0, Italya) cihazi ile gergeklestirilmistir.

Otenazi sonrasi elde edilen kornea dokularina uygulanan histolojik
incelemelerde; hematoksilen ve eozin (H&E) Sigma-Aldrich (Almanya); sitrat
tamponu, %3 hidrojen peroksit ve Ultra Vision Detection System Large Volume
Anti-Polyvalent, HRP (RTU) kiti Thermo (ingiltere) firmasindan temin edilmistir.
immiinohistokimyasal (IHK) analizde kullanilan antikorlardan kolajen tip |
(COL1), kolajen tip Ill (COL3), TGF-p1, IL-1B ve keratokan Bioss (ABD)
firmasindan ve a-SMA ise Santa Cruz (ABD) firmasindan satin alinmistir.
Histolojik kesitler Gazi Universitesi Histoloji ve Embriyoloji AD’deki mikrotom
(Leica RM, Almanya) ile alinmistir ve kesitlerin goriintilenmesi ZEISS Axiolab

5 (Almanya) bilgisayar destekli 1sik mikroskobu ile yapilmistir.

COL1, COL3, TGF-p1, IL-1B, keratokan ve a-SMA gen ifadelerinin
belirlenmesi icin yapilan gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
analizinde kullanilan trizol ve RNeasy Mini Column Kiti Qiagen (ABD); cDNA
Kiti Applied Biosystems (ABD); Hot FirePol Eva Green gPCR Mix Plus ise Solis
BioDyne (Estonya) firmalarindan satin alinmigtir. Ger¢cek zamanlh PCR analizi
Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik AD’de bulunan LightCycler Nano

(Roche, Isvigre) cihazi ile gergeklestirilmistir.

Gegcirimli elektron mikroskopi (TEM, transmission electron microscopy)

analizinde kullanilan %2 glutaraldehit, %1 osmiyum tetroksit, propilen oksit ve
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kursun sitrat Sigma-Aldrich (Almanya); suksinik anhidrit, benzil dimetilamin ve
dibditil fitalid iceren araldit CY 212 karisimi Ciba-Geigy (isvigre); uranil asetat
ise ProSciTech (Avustralya) firmasindan temin edilmistir. ince kesitler Bagkent
Universitesi Histoloji ve Embriyoloji AD’de hazirlanmis ve fotomikroskopla (DM
500 Leica, Almanya) incelenmistir. TEM 06rneklerinin gérintilenmesi ise
ODTU Merkez Laboratuvar’'nda Tecnai G2 Spirit (FEI Company, ABD) cihazi
ile gerceklestiriimigstir.

3.2. Calisma Tasarimi

Tez calismasinin amaci, sigan kornea yara modelinde AdMKH ve FBM
tedavilerinin tek basina veya birlikte uygulamasinin kornea saydamligi ve
hlcre disi matriks organizasyonu Uzerindeki terapdtik etkinligini test etmektir.
Ik olarak, elmas uglu tur araciligiyla epitel ve anterior stromanin mekanik
debridmani ile kornea opasite modeli olusturulmustur. Tedavi gruplarina goére
allojenik sican AdMKH'lerinin subkonjonktival enjeksiyonu ve FBM tedavisi
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1.). Yaralanmayi takip eden 10. ve 30. ginde
korneada opasite ve neovaskularizasyon olusumu yarikli lamba muayenesi ile
degerlendirilmis ve kornea kalinh§i OS-OKT ile olclilmustir. Yaralanmayi
takiben 30. gunde Otenazi sonrasi eksize edilen kornealar histolojik

degerlendirme, iIHK boyama, RT-PCR ve TEM ile analiz edilmistir.

A) Mekanik yara B) Deneysel gruplar C) Deneysel zaman akigi

modeli
Negatif kontrol 3| Mekanik yara olusturma ve
i Brd isaretli MMKH
Tedavi yok m}m’l;mn
2 AdMKH Epitel iyilegmesi ve
Subkonjonktival AdMKH 1. FBM tedaviel
en]eks/yonu (2x10° hucre/hayvan)
\ 4 0—@ 2. FBM tedavisi
R 3. FBM tedavisi
3 FBM
Polikromatik gtk uygulamasi
(30 cm, 3, 5. ve 7. glinlerde 2 dk) oo
In vivo goriintiileme
& Yarik lamba goriintileme
=4 ! x ‘0—@ 0s-0KT
l
x AdMKH + FBM Otenazi ve Analizl
. o Py len: Vi iZzler
AdMKH enjeksiyonu ve igik tedavisi Gk b laste o
T 0S-OKT
= H&E boyama
5 Pozitif kontrol IHK boyam
RT-PCR

— Siganlarda yara olugturulmams sol TEM gériintileme
goz

Sekil 3.1. A) Kornea yara modelinin olusturulmasi B) Tedavi gruplari C) In vivo

ve in vitro analizler.
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3.3. Sigan AdMKH’lerin izolasyonu, Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Allojenik AdMKH izolasyonu igin 3 adet Wistar albino si¢can kullaniimistir.
Siganlara anestezi uygulandiktan sonra cerrahi alana %10 povidon iyot
solisyonu (Battikon, Turkiye) ile antisepsi uygulanmigtir. Abdominal cilt
kesisini takiben abdominal bosluga ulagilarak gonodal ve perirenal yag dokusu
kint diseksiyonla cikarilmistir. Elde edilen yag dokusundan sican
AdMKH'’lerinin izolasyonu, hazirlanmasi ve kilttriinde tez danismanina bagh

grubun uyguladigi protokol kullaniimistir ve asagida 6zetlenmistir [140]:

e Eksize edilen yag dokulari %4 (v/v) penisilin/streptomisin iceren PBS
ortaminda izolasyona kadar soguk kosullarda saklanmistir. U¢ saat

dolmadan hucre izolasyonuna baslanmistir.

e Laminer akigh kabin icerisinde dokular 4 kez %1 (v/v) penisilin-streptomisin
iceren PBS icerisinde yikanmis ve Petri kaplarina alinarak steril bisturi
yardimiyla kuguk parcalara ayriimistir. Damar yapilari olabildigince

uzaklagtiriimigtir.

e Doku parcgalan steril santriflj tliplerine aktariip dokunun pargalanmasi
amaciyla her bir sican icin 4 mL kolajenaz enzimi (%0,075 kolajenaz 1A
(w/v), PBS icerisinde) eklenmigtir. Doku parcalarini iceren santrifdj tiplerine
15 dk arayla vorteks uygulanmis ve toplamda 60 dk 37°C’de inklbe
edilmistir.

e Inkiibasyon sonunda kolajenaz etkisini durdurmak icin tiiplere kolajenaz
miktarinin iki kati kadar kaltir ortami eklenerek homojenizasyon yapilmig

ve 1800 rpm’de 5 dk santrifigasyon islemi gergeklestirilmistir.

e Santrifigasyon sonunda supernatan ttplerden uzaklastiriip dokular 3 kez

kaltur ortamiyla yikanmis ve 1000 rpom’de 5 dk santriftj uygulanmigtir.

o Santrifigasyon sonrasi elde edilen hicreler gozenek ¢api 70 um olan steril
filtreden gecirildikten sonra hucreler %15 (v/v) FBS, %1 (v/v) L-glutamin,

%0,2 (v/v) gentamisin, %0,4 (v/v) penisilin-streptomisin ve %0,2 (v/v)
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amfoterisin B iceren a-MEM ortami ile siispanse edilerek 25 cm? yizeyli

polistiren kaltdr kaplarina aktarilmistir.

izolasyonu tamamlanan AdMKH’ler %5 CO: igeren ortamda 37°C’de inkiibe
edilmigtir (Heraus Instruments, Almanya). Hucreler kultar kabinin %75’ini
kaplandiktan sonra (confluency) pasajlama igslemi yapilmistir. Pasajlama igin
Oncelikle Ureme ortami uzaklastiriip Dulbecco’s PBS ile kap yuzeyi
yikanmistir. Yikamadan sonra hicrelerin ylzeyden ayrilmasi igin %0,25 (v/v)
EDTA iceren tripsin ile 37°C’de 5 dk boyunca enzim muamelesi yapiimigtir.
Tripsinize edilen hicreler kultir ortami ile yikandiktan sonra 1000 rpm’de 5 dk
santrifuj edilmis ve kultir ortami ile sUspanse edilerek 1:3 oraninda
pasajlanmistir. Dondurma ortami olarak, %10 (v/v) dimetil stlfoksit iceren FBS

kullaniimigtir.

Pasaj 3 AdMKH'ler kok hicre karakterizasyonu icin ylzey belirtecleri
acgisindan Erciyes Universitesi Genom ve Koék Hicre Merkezi'nde akig
sitometri (Navios, Beckman Coulter, ABD) ile analiz edilmistir. Bu amacla, kdk
hicrelerde eksprese edildigi bilinen 3 pozitif (CD44, CD29 ve CD90) ve
hematopoetik kok hiicre belirteci CD45 ile l16kosit belirteci CD11b olmak tizere
2 negatif ylizey belirteci incelenmistir. Ayrica optik mikroskopik goruntilemede

de hicre morfolojisi incelenmistir.

Mezenkimal kok hucre karakterizasyonu yapildiktan sonra Pasaj 4 ve 5'ten
elde edilen AdMKH'ler subkonjonktival enjeksiyon igin deneylerde
kullanilmigtir. Hucreler enjeksiyondan once BrdU reaktifi (Invitrogen Life
Technologies, ABD) ile isaretlenmigtir. Kulture edilmis AMKH'ler, 1:100 (v/v)
BrdU iceren besi ortami ile 37°C'de 2 sa inklibe edilmistir. Hlcreler daha sonra
2 kez PBS ile yikanmis ve yukarida belirtilen tripsinizasyon iglemi ile yizeyden
kaldirilmigtir. Sayimi yapilan hacreler, her bir sicana 10 uyL’de enjeksiyon
yapilacak sekilde 2x10° hiicre/sican dozunda ayarlanmis ve PBS icerisinde

yeniden suspanse edilmigtir.
3.4. Siganlarda Kornea Mekanik Yara Modeli Olusturma

Hayvanlarin bakimi ve deney tasarimi, hayvanlarin oftalmoloji ve goérsel bilim

calismalarinda kullanimina iliskin ARVO beyanina uygun olarak yapilmigtir.
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Calisma protokolii Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan

onaylanmistir (Onay numarasi: E.112198).

Deneylerde 51 adet Wistar albino sigani (9-12 haftalik, 200-300 g agirliginda)
kullanilmigtir. Yara modeli indiksiyonu ve tedavilerden once siganlara ksilazin
(10 mg/kg) (Rompun, Bayer, Turkiye) ve ketamin hidroklortr (80 mg/kg)
(Ketalar, Eczacibagi, Turkiye) intraperitoneal enjeksiyonu ile genel anestezi ve
%0,5 proparakain hidroklorir (Alcaine, Alcon, ABD) topikal g6z damlasi ile
lokal anestezi uygulanmistir. islem 6ncesi tim goézler biyomikroskop altinda
enfeksiyon, skar, kornea neovaskilarizasyonu varhdl agisindan muayene

edilmistir ve sadece saglam olan gozler ¢calismaya dahil edilmigtir.

Kornea yara modeli olusturmak i¢in Sahu ve ark. tarafindan Onceden
tanimlanan deneysel korneal mekanik abrazyon gerceklestirilmistir [141].
Sistemik ve topikal anestezi sonrasinda hayvanlarin (n=48) sag gozlerine %5
povidon iyot solisyon uygulandiktan sonra cerrahi mikroskop altinda (Leica,
Topcon Corp., Japonya) elmas uclu tur (Algerbrush 11, Allomed, ABD) ile her
siganin sag korneasinin Ust parasantral alaninda epitel ve 6n stromayi (toplam
kornea kalinhdinin yaklagik 1/3'G kadar) iceren 5 mm c¢apinda dairesel bir
abrazyon olusturulmustur (Sekil 3.2. A-C). Abrazyon 6ncesi kornea kalinhgi
ultrasonik pakimetri cihazi (Palmscan, MMD, ABD) ile dl¢iimUstir ve abrazyon
sirasinda da aralikli pakimetri élgiimleri ile korneanin 1/3 kalinhigina kadar
abrazyon yapildigi kontrol edilmistir (Sekil 3.2. D ve E).
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Sekil 3.2. Kornea yara modelinin olusturulmasi A) Elmas uclu tur B) Turun
bashgdinin yakindan gérinimd C) Korneanin tur ile abrazyonu D)
Ultrasonik pakimetri ile kornea kalinliginin dlgimu E) Pakimetrik

Olcimin ekran gorantusu.

Tum hayvanlar, mekanik yaralanmanin ardindan her bir grupta 12 sigan olacak
sekilde rastgele dort gruba ayrilmistir. Negatif kontrol grubunun yaralanmamis

sol g6zleri pozitif kontrol (saglam g6z) olarak kullaniimistir (Sekil 3.3.).

Negatif kontrol (NK) grubu: Yara olusturulup tedavi almayan grup (n=12)

AdMKH grubu: Yara olusumu + subkonjonktival AMKH enjeksiyonu (n=12)

FBM grubu: Yara olusumu + polikromatik i1sik uygulamasi (n=12)

AdMKH + FBM grubu: Yara olusumu + subkonjonktival AMKH
enjeksiyonu + polikromatik isik uygulamasi (n=12)

Pozitif kontrol (PK) grubu: Negatif kontrol grubundaki si¢anlarin saglam
sol gozleri (n=12)

1 (1 1 [1 [
| U uud

Sekil 3.3. Calisma gruplari.

Kornea enfeksiyonunu onlemek icin kornea abrazyonunu takiben tim
gruplardaki sicanlarin goézlerine %0,5 moksifloksasin iceren topikal g6z
damlasi (Moxai, Abdi Ibrahim, Tlrkiye) 4 gin boyunca giinde 3 kez tiim

si¢canlara uygulanmistir.
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Tim islemler Gazi Universitesi GUDAM'da yari patojenden arindirilmig
bdlgede her hayvanin sadece sad gozune uygulanmis, sol gozleri saglam
birakilmistir. Deneyin sonunda intrakardiyak yuksek dozda ketamin
enjeksiyonu ile dtenazi uygulanmig ve ileri analiz igin tim kornealar eksize

edilmigtir.
3.5. In vivo Tedavi Protokolleri
3.5.1. Sigan AdMKH Uygulamasi

Korneaya AdMKH uygulamasi igin oncelikli olarak intrastromal (kornea
stromasi icerisine) enjeksiyon denenmistir. Bunun igin piyasada bulunan en
ince uclu olan hayalet igne (0,2 mm x 9 mm) kullanilmigtir. Ancak sigan
korneasi toplam kalinliginin 150-200 ym arasinda olmasi ve kullanilan ignenin
capinin daha kalin olmasi nedeniyle kornea icin yapilan enjeksiyon
denemelerinin yaklasik 1/3’'Unde kornea perforasyonu olusmus ve bu

yontemden vazgecilmigtir.

Bu nedenle tez galismasinda siganlarda kornea yara iyilesmesinde olumlu
sonuglar gdsteren subkonjonktival MKH uygulamasi yapilmigtir [10].
Abrazyonun ardindan, ADMKH grubundaki sigan gozlerine, 2x10° BrdU isaretli
AdMKH iceren 10 uL PBS suspansiyonu kornea yara bodlgesine yakin
subkonjonktival alana 33G bir igne (TSK Lab., Japonya) ile enjekte edilmistir
(Sekil 3.4. A). Yapilan enjeksiyon sonrasi subkonjonktival alanda sisme oldugu

ve bir rezervuar alani oldugu goérulmustur (Sekil 3.4. B ve C).

Sekil 3. 4. Subkonjonkitval AMKH enjeksiyonun basamaklari A) Pasaj 4 ve 5
AdMKH’lerin  2x10° hiicre/hayvan yogunlukta subkonjonktival
enjeksiyonu B) Enjeksiyon sirasinda konjonktivanin gsismesi C)

Enjeksiyon sonrasi rezervuar alani.
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3.5.2. Polikromatik Isik ile Fotobiyomodulasyon Uygulamasi

Fotobiyomodulasyon tedavisini gergeklestirmek igin 633, 666, 712, 812, 1018
ve 1128 nm (gortunir ve NIR 1sik) dalga boylarinda i1sik enerjisi yayan
polikromatik 1slk kaynagi (Collagentex RX-1, Tanses Tech., Kanada)
kullanilmigtir (Sekil 3.5.). Alti yiz nm ile 1200 nm arasindaki herhangi bir
emisyon, cihazin kendisi tarafindan bloke edilebilmektedir. Ozel filtre ve kuvars
plazma ark lambasina sahip cihazin ¢ikis gict 685 W’dir. Polikromatik 1s1k 0,3
m? alanda etki gostermektedir. Dis akrilik bariyerden 30 cm mesafedeki ener;ji

yogunlugu 2,3 J/cm?.dk olarak 6lgUlmustir.

Sekil 3.5. Tez galismasinda kullanilan polikromatik 1sik kaynagi (Collagentex)

ve sigcanlara polikromatik 11k uygulamasi.
3.5.2.1. Uygulanan Isik Dozunun Optimizasyonu

Polikromatik 1s1k uygulamasi, ilk agamada yara olusturulduktan hemen sonra
20 cm mesafeden 10 dk olacak sekilde 1 gun ara ile 3 kere yapilmigtir, ancak
postoperatif 10. gun kontrolinde korneada yara olusturulan alanda artmis
kornea 6demi ve neovaskularizasyonu izlenmistir. Korneada yara bdlgesine
komsu saglam epitel altindaki stromada ise bu bulgular izlenmemigtir. Artmig
kornea o6demi ve neovaskullarizasyonun termal yaniga bagli oldugu
dUsundlmustlr ve yara olusumu sonrasi epitel kapandiktan sonra uygulanacak

IStk dozunun optimizasyon galigmalari yapilmigtir.

Optimizasyon ¢alismasi i¢in her grupta 2 sigan gozu olacak sekilde 5 grup

olusturulmustur. Kornea abrazyonundan hemen sonra dusik doz isik
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uygulamasinin etkisini gérmek icin 30 cm mesafeden, 1 gun ara ile toplamda
3 kere 3’er dk olacak sekilde FBM uygulamasi yapilmistir. Diger sekiz siganda
ise epitel defekti kapandiktan sonra optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Tim
sicanlarda 3. gunde epitelin kapandigi izlenmistir. Epitel kapandiktan sonra
tim kornealara 30 cm mesafeden, 1 gun ara ile toplamda 3 kere asagida
belirtilen surelerde polikromatik 11k uygulanmigtir ve gun asiri yara iyilesme

yaniti 1Isik mikroskobu ile incelenmigtir.

Grup 1 (kornea abrazyonu yapildiktan hemen sonra FBM): 3-3-3 dk

Grup 2 (epitel kapandiktan sonra FBM): 3-3-3 dk

Grup 3 (epitel kapandiktan sonra FBM): 2-2-2 dk

Grup 4 (epitel kapandiktan sonra FBM): 1-1-1 dk

Grup 5 (epitel kapandiktan sonra FBM): 1-2-3 dk

Grup 1’de Onceki kornea abrazyonu yapildiktan hemen sonra yuksek doz
polikromatik 1sik uygulanan sicanlardakine benzer sekilde korneada artmig

skar ve neovaskularizasyon izlenmigtir (Sekil 3.6.).

| Epitel kazindiktan hemen sonra | | 1. doz sonrasi (2. giin) | | 2. doz sonrasi (4. giin) | 3. doz sonrasi (10. giin)

Neovaskdlarizasyon
ve skar

Sekil 3.6. Grup 1’de kornea abrazyonundan hemen sonra 1 gun ara ile

toplamda 3 kere 3’er dk FBM uygulamasi.

Grup 2’de bir siganda iyilesme yaniti iyi iken diger siganda 3. doz polikromatik
IsIk uygulamasindan sonra vaskularizasyonda artis oldugu géralmuastur (Sekil
3.7.).
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Sigan 1

Sigan 2

|Kapall epitel (3. giin) | | 1. doz sonrasi (4. giin) | |2. doz sonrasi (5. glin) | |3. doz sonrasi (10. giin) |

Sekil 3.7. Grup 2’de epitel kapandiktan sonra 1 gun ara ile toplamda 3 kere
3’er dk FBM uygulamasi.

Grup 3’te her iki sicanda da iyilesmenin belirgin oldugu izlenmistir (Sekil 3.8.).

|Epilel kapali (3. giin) | |1.doz sonrasi (5. glin) I |2, doz sonrasi (7. giin) | |3. doz sonrasi (10. giin) |

Sekil 3.8. Grup 3’te epitel kapandiktan sonra 1 giin ara ile toplamda 3 kere
2’'ser dk FBM uygulamasi.

Grup 4’'de ise bir sicanda iyilesme cevabi iyi iken diger sicanda kornea
skarinda belirgin artig oldugu izlenmigtir (Sekil 3.9.).

37



Sigan 2

| Epitel kapal (3. glin) | | 1. doz sonrasi (5. giin) | | 2. doz sonrasi (7. giin) I | 3. doz sonrasi (10. giin) |

Sekil 3.9. Grup 4’te epitel kapandiktan sonra 1 guin ara ile toplamda 3 kere 1’er
dk FBM uygulamasi.

Grup 5te ise 2 sicanda polikromatik i1sik uygulamasi sonrasi kornea yara

iyilesme cevabinin iyi oldugu goézlenmistir (Sekil 3.10.). Bu 1sik uygulama
protokolinin etkinligi Grup 3’e benzer idi.

Sigan 2

|Epite| kapali (3. giin) | | 1. doz sonrasi (5. giin) | |2. doz sonrasi (7. gun) | |3. doz sonrasi (10. glin) |

Sekil 3.10. Grup 5’te epitel kapandiktan sonra 1 gun ara ile sirasiyla 1 dk, 2 dk
ve 3 dk FBM uygulamasi.

Tez calismasinda kullandigimiz polikromatik 1sik kaynaginin dis akrilik
bariyerden 30 cm mesafedeki enerji yogunlugu dakikada 2.3 J/cm? ve Grup
3'te oldugu gibi her seansta 2 dk polikromatik uygulamasi ile 4,6 J/cm? eneriji
yogunlugu uygulanmaktadir. Mvula ve ark., AdMKH'lere 5 J/cm? enerji

yogunlugunda fototerapi uygulandiginda kok hicre proliferasyonun arttigini ve
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ortama daha fazla bluylime faktorlerinin salgilandigini gostermiglerdir [133].
Grup 3’teki tedavi protokolu (2-2-2 dk) uygulanarak FBM'nin AdMKH’lerin

rejenerasyon potansiyelini arttirmasi hedeflenmistir.

Bu sonuca gore, standart tedavi protokoli korneaya 30 cm mesafeden ve 2 dk
boyunca polikromatik 11k uygulanmasi seklinde guncellenmis ve bdylece her
tedavi setinde toplam 4.6 J/cm? doz enerji uygulanmistir. Polikromatik 11k
uygulamasi, sican korneasinin tamamini kaplamaktadir. Hem FBM hem de
FBM + AdMKH grubundaki si¢canlara sistemik anestezi altinda her seansta 2
dakika sureyle polikromatik 151k uygulamasi yapiimistir. Ardisik 3 FBM seansi
1 gun arayla (abrazyon sonrasi epitel iyilesmesini géz 6nune alarak 3., 5. ve

7. gunlerde) gergeklestirilmistir.
3.6. Deney Gruplarinda Yapilan Analizler

Yapilan tedavilerin kornea yara iyilesmesindeki etkisini arastirmak i¢in yapilan
analizler 2 ana kisma ayrnlmistir. ik kisimda tim hayvanlarin kornea
abrazyonu sonrasi 10. ve 30. gundeki klinik degerlendirmesi in vivo
gérintiileme ile yapilmistir. ikinci kisimda ise 30. giinde in vivo gdruntileme
yapildiktan sonra yuksek doz anestezik ile 6tenazi gergeklestirilip elde edilen
kornea dokulari histolojik, genetik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Sekil

3.7.'de yapilan analizler 6zetlenmistir.

In vivo géruntileme Doku analizi
(10. ve 30. glin) (30. glinde 6tenazi)
N
Histolojik inceleme
On segment gériintiileme H&E, IHK, BrdU boyama
\ A (
RT-PCR
s N COL1, COL3, TGF-B1, IL-18, KERA ve a-SMA
\
On segment optik koherens
tomografi
41 Gegirimli elektron mikroskopi }

Sekil 3.7. Deney gruplarina yapilan analizler.
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3.6.1. On Segment Gorintuleme

Abrazyon sonrasi 10. gunde kornea opasitesi, neovaskularizasyonu,
enflamasyonu veya diger komplikasyonlarin (enfeksiyon, perforasyon vb.)
varh@ini arastirmak igin her sican korneasi kamera atagsmanli yarik lamba
mikroskobu ile incelenmistir. Bulgulari belgelemek igin biyomikroskoba bagh
dijital kamera kullaniimistir. Korneadaki opasite ve neovaskularizasyon 0'dan

4'e kadar derecelendirilmistir [142]:
(0), vaskularizasyon olmadan tamamen seffaf bir kornea

(1), gorundr iris detaylari ile belirgin opasite ve 2 mm dahilinde limbal

neovaskularizasyon

(2), iris detaylarinin minimal dizeyde secgilememesi ve korneanin yarisindan

daha az kadranda neovaskularizasyon

(3), iris detaylarinin orta derecede secgilememesi ve korneanin yarisindan

fazlasinda neovaskularizasyon
(4) total kornea opasitesi ve neovaskularizasyonu

Abrazyon sonrasi 10. ve 30. gunlerde tum sigcan kornealarinin yarik lamba
mikroskobu ile gérintileri alinarak korneadaki opasite ve neovaskilarizasyon

varligi skorlanmigtir.
3.6.2. On Segment Optik Koherens Tomografisi

Kornea kesitlerini géruntilemek ve merkezi kornea kalinhigini (MKK) 6élgmek
icin 3,6 um'lik yiksek aksiyal ¢ozinurliige sahip OS-OKT cihazi (MS-39, CSO,
italya) kullanilmigtir. Abrazyon sonrasi 10. ve 30. giinlerde anestezi altinda,

tim sigan kornealari goéruntulenmistir.
3.6.3. Histolojik Degerlendirme

Abrazyondan 30 gin sonra in vivo goruntilemeyi takiben tim hayvanlara

Otenazi uygulanmis ve kornealari eksize edilmistir. Her gruptan 4-5 tane
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kornea rastgele secilerek H&E boyama ve IHK analizler igin %10’luk

formaldehit soliisyonuna alinmis ve dokular sabitlenmistir.

Isik mikroskobu ile inceleme 6ncesi %10’luk formaldehit solisyonunda tespit
edilen kornea doku ornekleri akar suda yikanmistir. Rutin histolojik takip
islemlerinin ardindan, parafine gomdilerek parafin bloklama iglemi
tamamlanmistir. Isik mikroskobu incelemeleri igin parafin bloklardan mikrotom
ile (Leica RM, Almanya) 4 um kalinhginda rodaijli ve polilizinli lamlara kornea
kesitleri alinmigtir. Deparafinizasyon isleminin ardindan preparatlar

histokimyasal ve IHK boyamalar icin hazir hale getirilmistir.
3.6.3.1. Hematoksilen&Eosin Boyama Protokol

Rutin histolojik islemlerden gecirilerek parafin bloklardan elde edilen 4 um
kalinligindaki kesitler, deparafinizasyon iglemi sonrasinda rehidratasyon iglemi
icin azalan etil alkol serilerinde 10’ar dk bekletilmistir. Kesitler havada kurutma
isleminin ardindan, 10 dk akan musluk suyu ile yikanip alkolden
uzaklastiriimistir. Yikama sonrasi 10 dk Harris hematoksilen boya sollisyonu
ile boyanan kesitler daha sonra akan musluk suyu altinda yikanarak glasiyel
asetik asit ve alkol karigsimi olan solisyona batirilip gikarilarak akan musluk
suyu altinda tekrar yilkanmigtir. Yikama sonrasi 10 dk eosin boya
solusyonunda bekletiimis ve tekrar 10 dk akan musluk suyu ile yikanmigtir.
Dehidratasyon iglemi i¢in sonrasinda ksilolde bekletilip lamlar kapama ortami
ile kapatiimistir. Hazirlanan kornea kesitlerinden, ZEISS Axiolab 5 (Almanya)
bilgisayar destekli 1sik mikroskobu ile elde edilen gorintiler, Zen Blue 3.4
programinda de@erlendirilmistir. Yara bolgesinden alinan tim kesitler bir
histoloji uzmani tarafindan koér olarak incelenmis ve tim ornekler iyilesme
yaniti, enflamasyon  varligi ve neovaskularizasyon acisindan

degerlendirilmistir.
3.6.3.2. immiinohistokimyasal Analizler

immiinohistokimyasal analizler igin kornea dokusuna ait parafin bloklardan
polilizinli lamlara 4 um kalinhginda kesitler alinmistir.  Kesitler,
deparafinizasyon islemi sonrasinda alkol serilerinden gegirilmistir. Dehidrate

edilen kornea dokulari distile sudan gecirilerek, sitrat tamponu (Thermo,
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ingiltere) (pH 6.0) ile yilksek sicaklikta antijen retrival islemi uygulanmistir.
Dokular, 2 kez 5’er dk distile sudan gecirilmistir. Ardindan dokularin gevresi
Pap pen (Patolab, Turkiye) ile sinirlandiriimigtir. Dokular 3 kez 3’er dk PBS
(Thermo, Ingiltere) (pH:7.4) ile yikanmistir. Daha sonra, 10 dk %3’liik hidrojen

peroksite (Thermo, ingiltere) maruz birakilmistir.

islem sonrasinda PBS ile lamlar yikanmis ve IHK yoénteme Ultra Vision
Detection System Large Volume Anti- Polyvalent, HRP (RTU) (Thermo,
Ingiltere) kiti kullanilarak devam edilmistir. Yikanan lamlara 5 dk UltraV block
uygulanarak 6zgun olmayan baglanmalarin engellenmesi saglanmistir. Bu
islemden sonra dokular yikkanmadan dogrudan primer antikor asamasina
gecilmigtir. Kesitler uygun seyreltmede (1:100) birincil antikorlarla gece
boyunca +4°C’de inklbe edilmistir. Tez ¢alismasinda birincil antikor olarak;
COL1 (Bioss, ABD), COL3 (Bioss, ABD), TGF-B1 (Bioss, ABD), IL-1B (Bioss,
ABD), keratokan (Bioss, ABD) ve a-SMA (Santa Cruz, ABD) kullaniimigtir.

Birincil antikor uygulamasindan sonra lamlar PBS ile yikanmistir. Yikamanin
ardindan 10 dk biotinli sekonder antikor uygulanarak tekrar PBS ile yikama
gergeklestirilmistir. Dokular 10 dk streptavidin peroksidaz enzim kompleksine
maruz birakilmis ve islem sonrasinda tekrar PBS ile yikanmistir.
Diaminobenzedin (DAB) substrati iceren kromojen DAB (Thermo, ingiltere) ile
gOzle gorulebilirimmun tepkimenin ortaya ¢gikmasi saglanmistir. Zemin boyasi
olarak Mayer’in hematoksileni kullaniimigtir. DAB ile boyanan lamlar azalan
alkol serilerinden gecirilmigtir. Kesitler 20 dk ksilolde bekletildikten sonra
entallan ile kapatilmistir. Immunohistokimyasal analizlerin gérintilenmesi,
ZEISS Axiolab 5 (AlImanya) bilgisayar destekli isik mikroskobu ve Zen Blue 3.4
(Almanya) programi ile yapilmigtir. Image J programi (National Institutes of
Health (NIH), Bethesda MD, ABD) ile kornea kesitlerinde primer antikorlara ait

immunoreaktivite yogunluk ylzdeleri hesaplanmistir [143].
3.6.3.3. Bromodeoksiiiridin immin Boyama Yéntemi

Deney gruplarina ait kornea stroma tabakasinda BrdU pozitif hicre varhigini
gostermek icin BrdU In-Situ Detection Kiti (BD Pharmingen, Invitrogen Life

Technologies, ABD) kullaniimigtir. Deparafinizasyon sonrasinda BD™

42



Retrievagen A solUsyonu ile antijen retrieval iglemi gerceklestirilmistir. Kesitler
5 dk 3’er kez PBS’de yikanip anti-BrdU antikoru ile 1 saat inkiibe edilmistir. Ug
kez 2’ser dk PBS’de yikanan kesitler, streptavidin-HRP ile 40 dk inkibe
edilmigtir. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra DAB ile muamele edilen dokular
su ile yilkamaya alinmigtir. Hematoksilen ile boyandiktan sonra tekrar yikanip
dehidrasyonun ardindan ksilolde bekletiimigtir. Kapama ortami ile kapatilarak
ZEISS Axiolab 5 Digital (Almanya) bilgisayar destekli 1sik mikroskobunda ve

Zen Blue 3.4 (Almanya) programinda goruntuleme islemi gerceklestirilmistir.
3.6.4. Gecirimli Elektron Mikroskopi

Kornea stromasindaki kolajenin yapisi, dizilimi ve kornea stromasinin
mikrogevresinin kalitatif olarak analiz edilmesi icin TEM analizi yapilmistir.
Analiz i¢in her gruptan 2 sigan korneasi incelenmigtir. Tim kornealar, TEM
ornekleri hazirlanana kadar %2 (v/v) gluataraldehit (Sigma-Aldrich, Almanya)

solusyonunda saklanmigtir.

Dokular %2 glutaraldehit (v/v) ve %1 (v/v) osmiyum tetroksit (Sigma-Aldrich,
Almanya) iceren bir PBS c¢ozeltisi icinde sabitlenmigtir ve daha sonra artan
konsantrasyonlarda etanol c¢ozeltileri ile dehidrate edilmistir. Numuneler
propilen oksit (Sigma-Aldrich Corp.) ile islendikten sonra suksinik anhidrit,
benzil dimetilamin ve dibatil fitalid iceren araldit CY 212 karisimina (Ciba-
Geigy) gomulmastur. Kalinhgr 1500 nm olan yari ince kesitler toluidin mavisi
ile boyanip fotomikroskopla (DM 500 Leica, Almanya) incelenmigtir. Uygun
orneklerden 75 nm kalinhdinda ince kesitler alinmis ve kursun sitrat (Sigma-
Aldrich, Almanya) ve uranil asetat (ProSciTech, Avustralya) ile boyanmigtir.
Numuneler ODTU Merkez Laboratuvarlar’ndaki TEM cihazi (Tecnai G2 Spirit,
FEI Company, ABD) ile goruntulenmistir.

3.6.5. Gergek Zamanh PCR ile Kantitatif Gen Ekspresyonu Analizi

COL1, COL3, TGF-B1, IL-1B, keratokan ve a-SMA genlerinin ifadeleri RT-PCR
analizi ile incelenmistir. Analize her gruptan 4-5 sigan dahil edilmigtir.
Abrazyon sonrasi 30. ginde 6tenazi sonrasi eksize edilen kornealar RT-PCR

analizine kadar -80°C’de saklanmisgtir.
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ilk asamada mesajci RNA (MRNA) elde edilmesi hedeflenmistir. Mikromakas
yardimiyla kuguk parcalara ayrilan dokulara 500 L trizol reaktifi eklenmis ve
vorteks islemi 20 s uygulanarak trizol ile 20 dk inkube edilmigtir. Tuplere 125
ML kloroform eklenip g¢alkalama islemi yapilmis ve 5 dk inkiibasyonu takiben
4°C’de 15 dk 13000 rpm’de santriflijlenmistir. Santrifij sonrasi tlipln Ust
kisminda izole olan RNA igerigi alinmis ve alinan miktar kadar her bir tipe
%70 (v/v) mutlak etanol ¢ozeltisi eklenmistir. Mesajci RNA'nin saflastiriimasi
icin (tastyict RNA ve ribozomal RNA'nin uzaklastiriima iglemi), Greticinin
protokoliine gore RNeasy Mini Column Kit (Qiagen, ABD) kullaniimistir. Elde
edilen mRNA konsantrasyonlari, 260 nm optik yogunlukta Nanodrop (Thermo

Scientific, ABD) cihazi kullanilarak olgtlmustr.

ikinci asamada, elde edilen mRNA igeriginin tamamlayici DNA’a (cDNA,
complementary DNA) ¢evrilmesi hedeflenmistir. Tamamlayici DNA sentezine
esit miktarda mRNA ile baglayabilmek igin en disuk konsantrasyona sahip
gruba goére hesaplama yapilip kullanilan kitin protokoliine gére soguk
kosullarda hazirlanan reaksiyon karigimi ve mRNA icerigi PCR tuplerine
aktariimigtir. Yuksek kapasiteli bir cDNA kiti (Applied Biosystems, ABD)
kullanilarak mRNA o6rnekleri, cDNA’ya kopyalanip bir termal donguleyici ile
cogaltiimistir. High Capacity cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti ile (Thermo
Fischer, ABD) 25°C’de 10 dk, 40°C’de 120 dk ve 85°C’de 5 dk reaksiyon
programiyla Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoFisher
Scientific, ABD) cihazinda cDNA sentezlenmistir. Sentezlenen cDNA -20°C’de
RT-PCR calismalari icin saklanmistir.

Son asamada ise RT-PCR analizi gerceklestiriimistir. 5X HotFire Pol® Eva
Green® gPCRMix Plus (SolisBioDyne, Estonya) kiti kullanilarak reaksiyon

igerigi hazirlanmig ve primer dizileri eklenerek analiz LightCycIer® Nano
Instrument (Roche, Isvigre) cihazinda, denatiirasyon basamagi 95°C’de 900
S, uzama basamag 95°C’'de 15 s, primerin yapigsma sicakliginda 20 s ve
72°C’de 20 s olacak sekilde 45 déngu ve son olarak ayrilma basamagi 60°C’de
20 s ve 95°C’'de 20 s olacak sekilde uygulanmigtir. Her genin ekspresyon
seviyesi, housekeeping gen B-aktin'e gore normallestiriimistir. Negatif kontrol

grubunun C: degerleri kontrol olarak kullanilip kat degisimi 2-22Ct yontemi
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kullanilarak belirlenmistir. Gergek zamanli PCR ile analiz edilen tum hedef

genler ve bunlarin primer dizileri Cizelge 3.1.'de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Gergek zamanli PCR analizi icin kullanilan primerler ve baz

dizileri.

Primer Primer baz dizisi (5’ - 3°)

Kolajen tip 1 CoL1 Forward GGACACTACCCTCAAGAGCC
Reverse TCGATCCAGTACTCTCCGCT

Kolajen tip 3 CoL3 Forward  GCCTACATGGATCAGGCCAA
Reverse CACCAGTGTGTTTAGTGCAGC

Déniistiiriicii bilyiime faktorii pl ~ TGF-g1  Forward ~ CTGCTGACCCCCACTGATAC
Reverse AGCCCTGTATTCCGTCTCCT

Interlokin-1P IL-18 Forward TGGCAACTGTCCCTGAACTC
Reverse AAGGGCTTGGAAGCAATCCTTA

a-diiz kas aktini a-SMA  Forward ACCGGGAGAAAATGACCCAG
Reverse GTCCAGCACAATACCAGTTGT

Keratokan KERA Forward TGACCAGTCACCATACGTTTCA
Reverse CCATTGCAGTGCCTTGCTTT

B-actin p-actin - Forward AGCAAGCAGGAGTACGATGAG
Reverse AAAGGGTGTAAAACGCAGCTC

3.7. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler Statistical Package for Social Science (SPSS, Chicago,

ABD) 27,0 versiyonu kullanilarak yapilmigtir. Bulgularin yorumlanmasinda

frekans tablolari ve tanimlayici istatistikler kullaniimistir. Veri dagiliminin

normal olup olmadigini belirlemek igin Kolmogorov-Smirnov testi kullaniimistir.

Tam veriler ortalama + standart deviasyon (SD) olarak belirtiimigtir. Klinik

veriler Wilcoxon signed rank testi ve Kruskal-Wallis testi kullanilarak analiz

edilmistir ve p degeri 0,05'ten kiguk olan sonuclar ise istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez g¢alismasinin sonuglari U¢ temel baslkta o6zetlemistir, bu

kapsamda;

(1) Wistar albino sicanlardan allojenik AdMKH izolasyonu, kdltart ve

karakterizasyonu

(2) Siganlarda mekanik abrazyon ile kornea yara modelinin olusturulmasi ve

tedavi protokollerinin uygulanmasi

(3) Tedavi uygulamalarinin klinik gérinttleme ve doku analizi ile kornea yara
iyilesmesi ve doku rejenerasyonundaki etkileri ve farkli tedavi
uygulamalarinin gruplar arasinda kiyaslanmasina ait sonuglar incelenmis

ve guncel literatir caligmalariyla kiyaslanarak tartisiimistir.

4.1. Wistar Albino Siganlardan Allojenik AAMKH izolasyonu, Kiltiirii ve

Karakterizasyonu

Allojenik AMKH izolasyonu i¢in 3 adet Wistar albino sigan kullaniimigtir.
izolasyon sonrasi, pasaj 0'dan pasaj 3'e kadar hiicre stogu olusturulmustur.
Her pasajda kdltir, kontaminasyon ve hicre morfolojisi agisindan
degerlendirilmigtir. Kultir galismalari boyunca kontaminasyon izlenmemigtir.
Her pasajda hicrelerin morfolojisinin homojen olup igsi gérinuma ve fibroblast

benzeri morfolojisini korudugu gorulmastur (Sekil 4.1 A).
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Sekil 4.1. Sigcanlardan izole edilen AJMKH hicrelerinin karakterizasyonu A)
Pasaj 3’teki optik mikroskop gorintileri (10X biylitme) B) Negatif

ve pozitif yizey antijenleri igin akis sitometri analiz sonuglari.

Ayrica MKH karakterizasyonu icin Pasaj S'teki hucrelere akis sitometri analizi
yapilmistir. Literatlrde belirtildigi gibi MKH icin fenotip pozitif antijenler
(CD105, CD29, CD73, CD90, CD44) ve fenotip negatif antijenlerin (CD45,
CD34, CD14, CD11b) varligi incelenmigtir [144, 145]. Pozitif antijenlerden
CD29 ve CD90, adipoz doku kaynakli kdk hucreler igin spesifiktir [145].
Yapilan akis sitometri analizinde, yuzey belirteclerinden CD44, CD29 ve
CD90’nin oranlari sirasiyla %88,9, %87,9 ve %86,8 ve |6kosit hiicre belirtegleri
olan CD11b ve CDA45'in oranlari da sirasiyla %0,2 ve %0,3 olarak tespit
edilmigtir. Sonug olarak izole edilen hiicrelerin ADMKH’ler oldugu gdsterilmistir
(Sekil 4.1 B). Bu tez galismasinda kullanilan AAMKH izolasyon yodntemi
calismanin yapildigi laboratuvar tarafindan rutin olarak uygulanan bir yontem
olup kemik, kikirdak ve yag gibi dokulara farklilasma potansiyelleri, 6zgul

ureme hizi ve ikilenme suresi agisindan incelenmistir [146].

Adipoz kaynakli MKH’lerin fizyolojik rolleri ¢esgitlidir ve doku rejenerasyonu ve
yara iyilesmesinde umut vericidir. Lipoaspirattan elde edilen AdMKH’lerin,
fonksiyonel insan MKH’lerini tanimlamak icin kullanilan, Uluslararasi Hucresel
Tedavi Dernegi'nin Mezenkimal ve Doku Kok Hiucre Komitesi (Mesenchymal
and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular

Therapy) tarafindan énerilen minimum 3 kriter setini karsiladigi gosterilmistir
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[90]. Yuksek proliferasyon kapasitesine ve ¢oklu hicre tipine farklilasmasina
ek olarak AdMKH’ler, pro-enflamatuar faktorlerin azaltiimasi ve c¢esitli trofik
faktorlerin  Uretimi yoluyla etkilesime girebilir ve bagisiklik sisteminin
yaralanmaya cevabini olumlu etkileyebilmektedir [147]. Cesitli raporlar
MKH'nin immun duzenleyici oOzelliklerini gostermistir; bunlar arasinda T
hdcrelerinin inhibisyonu, dentritik hicrelerden timor nekroz faktorinde artis,
dizenleyici T hucrelerinde artis, immuanostpresif sitokin olan IL-10 ve TNF-
B'da artig, IL-2'de azalma ve ¢ok sayida buyume faktorinun salgilanmasi
bulunmaktadir [148].

Mezenkimal kok hlcre tedavisi oftalmolojide yaygin olarak kullaniimaktadir ve
benzersiz anti-enflamatuar ve immunomodulator etkileri sayesinde kuru goz,
kornea epitel hasari, kornea nakli ve diger hastaliklarin tedavisinde ideal bir
terap6tik ara¢ haline gelmistir [101, 149, 150]. Kemik iligi ve yag dokusu
MKH’lerin elde edilmesinde en sik kullanilan kaynaklardir ve kornea doku
muhendisliginde benzer basariya sahiptirler [151]. Birgok ¢alisma MKH'lerin
intravendz, intrastromal ve subkonjonktival uygulamasinin dogrudan veya
parakrin etki yoluyla kornea rejenerasyonuna olumlu katkisi oldugunu
gOstermigtir [100-102, 151, 152]. Kemik iliginden MKH izolasyonu yag
dokusundan kok hicre izolasyonuna gore daha agril ve invazivdir. Ayrica
kemil iligi aspiratindan elde edilen kok hicre yogunlugu yag dokusuna gore
daha azdir. Bu tez ¢calismasinda yag dokusu, diger mevcut MKH kaynaklariyla
karsilastinldiginda farklilasma kapasitesinin ylksek olmasi, daha az morbidite
ile kolayca erisilebilmesi ve ¢ok sayida kok hicrenin kolayca izole edilebilmesi

nedeniyle tercih edilmigtir [153].

4.2. Sigcanlarda Mekanik Abrazyon ile Kornea Yara Modelinin

Olusturulmasi ve Tedavi Protokollerinin Uygulanmasi

Dunya genelinde kornea kaynakl gorme kaybinin globalde en 0Onemli
nedenlerinden biri kimyasal veya mekanik travmadir [44-46]. Bu nedenle bu
tez calismasinda kornea yara iyilesmesini degerlendirmek i¢in mekanik
abrazyon modelini tercih edilmistir [141]. TUm si¢anlarda kornea yara modeli
basariyla tamamlanmigtir. Mekanik abrazyonu takiben 10. ginde tim

siganlarda, yarikli lamba muayenesinde korneada skar olusumu ve OS-OKT
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ile kornea stromasinin 6n kisminda artmis hiperreflektivite (skar ile uyumlu
bulgu) izlenmistir. Calismaya 48 adet sicanla baslanmis ancak 10. gunde
yapilan yarikli lamba degerlendirmesinde negatif kontrol grubunda 2 sigan,
FBM + AdMKH tedavi grubunda ise 1 adet sigan keratit olusumu nedeniyle
calismadan c¢ikariimistir. Béylece negatif kontrol (NK) grubunda 10 adet sigan,
FBM grubunda 12 adet sican, AAMKH grubunda 12 adet sigan ve FBM +
AdMKH grubunda 11 adet sican olmak Uzere toplamda 45 adet sigcan
degerlendirmeye alinmigtir. Tum sigcanlarda mekanik abrazyon ile yara modeli
sadece sag goze uygulanmistir. Negatif kontrol grubundaki siganlarin (n=10)
saglam olan sol gozleri ise pozitif kontrol (PK) grubu olarak ¢alismaya dahil

edilmistir.

Hayvanlarda yapilan preklinik ¢calismalarda kornea yara iyilesmesi icin MKH
uygulamasi ilk olarak intrastromal (kornea stromasi igine) enjeksiyon veya
excimer lazerle olusturulan stromal flep altina hicre implantasyonu ile
uygulanmistir [6, 147, 154, 155]. Nakledilen hicrelerin glvenli oldugu, kornea
seffafligini korudugu ve herhangi bir bagisiklik reaksiyonuna neden olmadigi
gorulmustar. Ayrica implante edilen kok hucrelerin keratositlere benzer
ozellikler kazandigi gosterilmigtir [156]. Bu nedenle, tez calismasinda ilk olarak
sican gozune intrastromal (kornea stromasi igine) AAMKH enjeksiyonu
planlanmistir, ancak piyasada bulunan en ince igne (33G) ile yapilan 6n
denemelerde 1/3 oraninda kornea perforasyonu oldugu icin bu yontemden

vazgecilmistir.

Literatirde MKH uygulamasi icin farkh yontemler de bildirilmistir. Topikal
damla [157-159], intravendz [12, 160, 161], intraperitoneal [161],
subkonjonktival [11] ve 6n kamaraya enjeksiyon [151] ile MKH uygulamasi
yapan calismalarda da doku onariminda ve kornea seffafliginin yeniden
saglanmasinda olumlu sonugclar elde edilmistir. Alkali kornea yanigi olan
insanlarda standart medikal tedaviye ek olarak yaralanmanin ilk 2 haftasi
icinde subkonjonktival kemik iligi MKH enjeksiyonu yapilmigtir. Hastalarin
%87’sinde epitelizasyon saglanarak kornea perforasyonu engellenmistir [162].
insanda MKH’leri akut okiler yaniklarin tedavisinde uygulayan ilk Kklinik

calismada kok hucrelerin subkonjonktival enjeksiyonunun gecerli ve gtvenli
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oldugu ve bu hastalarda potansiyel bir tedavi olarak degerlendirilebilecegi
gosterilmigtir. Bir gcalismada fare modelinde kornea hasari onarimi igin farkl
MKH uygulama yollarinin (topikal damla, subkonjonktival, intraperitoneal ve
intravendz enjeksiyon) etkinligi kiyaslanmigtir. Kornea opakhgi ve fibrozisi
azaltmada, enflamatuar yaniti sinirlamada ve yeniden epitelizasyonu tesvik
etmede en iyi sonuglar intravendz ve subkonjonktival uygulama ile elde
edilmistir [10]. ilgin¢ olarak en diisiik etkinlik topikal uygulamada izlenmistir.
Topikal g6z damlalari goz hastaliklarinda en uygun uygulama yontemidir.
Ancak g6z damlasi formunda uygulanan MKH’ler yeterli sirede okdiler
yuzeyde kalamamakta ve istenilen etkiyi gOsterememektedir. Bazi
arastirmacilar MKH’lerin ylzeyde kalmasini arttirmak i¢in kdk hicreleri fibrin
jel icine implante etmis ve goz yuzeyine uygulamigtir [86, 104]. Ancak, fibrin
jel kok hucrelerin fenotipini ve fonksiyonel 6zelliklerini dedistirerek etkinligini
azaltmistir [163].

Kok hucrelerin bulunduklari mikrocevre onlarin immunojenitesini, hayatta
kalmalarini ve farklilagmalarini etkileyerek MKH’lerin terapdtik etkinligini
degistirebilmektedir [164]. Her ne kadar sistemik olarak infiize edilen MKH'lerin
%1'inden azi hedef dokuya ulasgsa da [165], topikal damla olarak uygulamanin
aksine, intravendz uygulama ile verilen hicrelerin besin ve oksijen agisindan
zengin bir ortamda olmasi etkinligini arttirmaktadir [166]. Benzer sekilde,
konjonktivanin altindaki mezenkimal bir doku olan tenon dokusu, MKH'lerin
hayatta kalmasi icin uygun bir mikrocevre sunabilmektedir [164].
Subkonjonktival MKH uygulamasi klinik kullanimda Umit verici gérinmektedir.
Bu nedenle tez ¢alismasinda AAMKH uygulamasi hem kanitlanmig etkinligi
hem de uygulama yolunun kolay olmasi nedeniyle subkonjonktival enjeksiyon

ile gerceklestirilmigtir.

Son yillarda, dusuk seviyeli 151k kullanan FBM tedavisi, hlicre metabolizmasini
arttirma veya c¢esitli sinyal yolaklarini duzenleme potansiyeli nedeniyle gesitli
klinik yaklagimlarda uygulanmaktadir. Birgok memeli hiicre tipinin bu tedaviye
yanit verebildigine dair kanitlar bulunmaktadir [134]. Bu tedavide, gérunur
(390-700 nm) ve yakin kizilétesi (780-1100 nm) dalga boyundaki isik

mitokondrideki bircok kromofor tarafindan emilerek hlcresel fonksiyonu
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iyilestirmekte ve boylelikle hasarli hucreleri  onarabilmektedir [135].
Fototerapinin bu olumlu etkisinin tam olarak hangi mekanizma Uzerinden
olduguna dair caligmalar devam etmektedir. Terapotik optik penceredeki 1gikla
aktive edilebilen sitokrom c oksidaz hucresel degisikliklere neden olan ana
fotoreseptordir [114]. Ayrica katalaz, superoksit dismutaz, sitokrom b, guanilat
siklaz ve nitrik oksit sentaz gibi diger molekullerde de fotoreseptorler
bulunmakta ve hepsinin optimum etki gosterdigi 1s1gin dalga boyu farkl
olmaktadir[114, 115, 121]. Bu nedenle hentiz FBM uygulamasi igin maksimum
etkinin elde edilebildigi optimum dalga boyuna iligkin fikir birligi
bulunmamaktadir. Fototerapi ve parametrelerine iliskin bilinenler hentz temel
dizeyde olup, dogru parametrelerin tanimlanmasi igin daha fazla bilgiye
ihtiya¢ duyulmaktadir [167]. Son zamanlarda, NIR dalga boylari da dahil olmak
Uzere daha genis spektrumda polikromatik 1s1k uygulamasi, optimum fayda
icin onerilmektedir [25, 26]. Calig ve ark. metakrilatli jelatin hidrojelleri i¢inde
kapsullenmis AdMKH’lerin in vivo kemik rejenerasyonunu ve osteojenik
farkllagsma potansiyelini arttirmak igin polikromatik 1sik kaynagi ile FBM
uygulanmasinin etkisini degerlendirmistir. Kok hicre iceren metakrilatlanmis
jelatin hidrojellerinin ve periyodik polikromatik 1sik uygulamasinin kemik
yenilenmesi Uzerinde faydali etkiye sahip oldugu gosterilmis ve bu iki yontem
birlikte uygulandiginda osteojenik farklilagsmanin en yiksek dizeyde oldugu
bildirilmistir [26]. Sert ve ark. yag dokusu greftinin canlihgini arttirmak icin
polikromatik isik ile yag dokusu transferinden dnce ve sonra alici bélgeye FBM
uygulamistir ve neovaskularizasyon ile adiposit canliiginin arttigini, nekroz,
fibrozis ve inflamasyonun azalmasi yoluyla yag greftinin canliigini devam
ettirdiklerini rapor etmistir [168]. Bu deneysel galismalarla polikromatik 11k

uygulamasinin yara iyilesmesinde etkinligi ve guvenirligi gosterilmistir.

Fotobiyomodilasyon terapisinin 0zellikle mitokondriyal disfonksiyonun esas
rol aldigi bilinen g6z ve beyindeki dejeneratif bozukluklarda tedavi edici
uygulamalari Uzerinde c¢alisiilmaktadir ve FBM'nin retinitis pigmentosa ve yasa
bagli makiler dejenerasyonu olan hastalarda faydali etkileri rapor edilmistir
[27, 28, 111]. Bu terapinin yakin gelecekte pek c¢ok hastaligin tedavisini
saglayacak “mucize tedavi’ olma potansiyeli bulunmaktadir ve yeni NIR isik

ekipmanlarinin gelistiriimesi ve standart tedavi protokollerinin olusturulmasi
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icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir. Oftalmoloji alaninda fototerapi, retina
ve optik sinir hastaliklar ile sinirli kalmistir. Okuler yuzey icin yapilan FBM
calismalar henuz az sayidadir [29-31]. Rhee ve ark.’nin yaptidi bir in vitro
calismada, FBM'nin kornea epitelindeki yara iyilesmesi Uzerinde kisa vadeli
etkisi arastirlmistir [29]. Kornea epitelinin goci, proliferasyonu, ylzeye
tutunmasi ve hicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi, kornea epitelinin yara
iyilesme slrecinde kritik bir rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, FBM'nin kornea
epitel hucrelerinin yara iyilesmesi Uzerindeki kisa vadeli etkisini incelemek ve
kornea epitelindeki yara iyilesmesinde hangi dalga boyunun en etkili oldugunu
belirlemek icin 470, 530, 660, 740 ve 850 nm dalga boylarina sahip farkli LED
kaynaklari kullaniimigtir. Tim 1sik kaynaklarinda FBM'nin hlicre ¢ogalmasi
Uzerinde higbir etkisi yok iken; 660 nm'den buyuk dalga boylarinda FBM
uygulamasi epitel hicresinin go¢ kapasitesini arttirmistir. Kanavi ve ark. ise
dusuk frekansh atimli elektromanyetik alan ve LLLT nin kombinasyonunun
tavsan kornealarindaki alkali yanik modelinde yara iyilesmesi Uzerine etkisini
arastirmistir [31]. Calismada LLLT tedavisi i¢in dalga boyu 810 nm, maksimum
cikis glci 100 mW, enerji yogunlugu 0,5 J/cm? olan NIR LED kullaniimistir.
Fototerapi ile kornea stromasinda enflamasyonun daha dislk oldugu ve daha
dusuk keratosit kaybinin oldugu gosterilmis ve bu tedavinin, alkali yanik olan
kornealarin iyilesmesi icin bir tedavi segenegi olabilecegi sonucuna varilmistir.
Okuler yuzeyde epitel ve stromanin rejenerasyonunda fototerapinin olumlu

sonuclarini bildiren bu calismalar tez calismasi igin yol gdsterici olmustur.

Tez galismasi kapsaminda, 600 nm'den 1200 nm'ye kadar son derece genis
bir spektrumda 151k enerjisi uygulayabilen polikromatik i1sik kaynaginin kornea
epitel ve stromasinda mekanik abrazyonla olusturulan yaranin iyilesmesindeki
etkinligi ve guvenirliginin arastirilmasi amaclanmigtir. Henuz polikromatik 1s1k
uygulamasinin okuler yuzeydeki yara iyilesmesi ve rejenerasyonu hakkinda
calisma bulunmamaktadir. Bu yonuyle tez galismasi 6zgun bir ¢alismadir.
Ayrica kornea yara iyilesmesinde etkinligi deneysel ¢alismalarla gosterilen ve
insanda klinik ¢calismalari yapilan AJMKH uygulamasi da tez kapsaminda
cahisilmigtir ve FBM ile birlikte uygulamasi yapilmistir. Calismalar, FBM'nin
mezenkimal kok hucrelerin proliferasyonunu, farklilasmasini ve goégund,

immunolojik fonksiyonlarini  arttirarak doku onarimini  hizlandirdigini
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gOstermigtir [21-23]. Bu nedenle, tez calismamiz, polikromatik 11k ve hucre
terapisinin kornea yara iyilesmesinde, tek basina AAMKH veya tek basina
FBM tedavisi uygulamasina gére daha fazla terapaétik etkisi olabilecegi hipotezi
Uzerine kurulmustur. Ayrica 5 J/cm? enerji yogunlugunda FBM'ye maruz kalan
AdMKH'lerde hlcre ¢ogalmasinin arttigi ve ortama daha fazla buylime
faktorlerinin salgilandigi gosterilmistir [133]. Bu nedenle bu tez ¢calismasinda
her seansta 4,6 J/cm? enerji yogunlugunda uygulanan FBM'nin, AdMKH'lerin

korneadaki yaray! iyilestirme potansiyelini artirabilecegi dusunulmustur.

4.3. Tedavi Protokollerinin Etkinliginin Klinik Goriuntileme ve Doku

Analizleri ile Degerlendirilmesi
4.3.1. Klinik Degerlendirme ve Merkezi Kornea Kahnhgi Ol¢iimleri

Kornea abrazyonunu takiben kornea opasitesini azaltmaya yonelik tedavi
yaklagimlarinin etkinligini incelemek icin, kornea opasite skoru (KOS) ve
neovaskularizasyon derecesi (NVD), abrazyon sonrasi 10. ve 30. glnlerde
tum gruplarda analiz edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
kargilagtinimistir (Cizelge 4.1.). Ortalama KOS ve NVD degerleri tim
gruplarda 10. gunde benzer bulunmustur (p=0,393).

Cizelge 4.1. Kornea abrazyonunu takiben 10 ve 30. guinlerde tum gruplardaki
KOS ve NVD sonuglari.

b Coklu
Gruplar P karsilagtirma
Negatif
kontrol FBM® AdMKH®  FBM+AdMKH®
(NK)(l)
Kornea 10. gl:.:m 2,00+0,00 1,82+0,75 1,64+0,81 1,70+0,82 0,393
opasite 30-9Un 1,92+051  1,18+0,60  0,91+0,54 1,00+0,00 <0,001  (1,2) (1,3) (1,4)
skoru a 0,564 0,020 0,011 0,038
(KOS) Gﬁg?;f‘;‘a -0,08+0,51 -0,64+0,67 -0,73*0,65  -0,70+0,82 0012  (1,2)(13) (1.4)
Kornea 10. gEIn 1,08+0,29 1,82+1,17 1,36+0,67 1,50+0,85 0,198
feovae.  30.gun 1,17¢0,39  1,10+0,87  0,36+0,67 0,70+0,82 0,022 (1,3) (L,4) (2,3)
d t a 0,317 0,034 <0,001 0,011
ereCes!  Ortalama
(NVD) degisim 0,08£0,29  -0,720,92  -1,00+0,00 -0,8020,63 0,001  (1,2)(L,3) (1,4)

Veriler ortalama + SD olarak gosterilmigtir.

Ortalama degisim her parametre i¢in 30. glin — 10. giin olarak hesaplanmigtir.
aWilcoxon signed rank test.

b Kruskal-Wallis H test.

Bonferroni yontemiyle ¢oklu kargilagtirmalar yapilmistir.
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Coklu karsilastirmalar icin yalnizca p<0,05 olanlar gosterilmistir.

Kalin yazi tipi, anlamli degerler, p<0,05.

Gruplar arasi karsilastirmada, tum tedavi gruplarinin (FBM, AdMKH ve FBM +
AdMKH gruplar) 30. giunde ortalama KOS degerleri, tedavi edilmemis skarl
kornealarla (negatif kontrol grubu, NK) karsilastirildiginda anlamli derecede
dusuk bulunmustur (p<0,001) (Sekil 4.2.). Ortalama NVD degeri ise AdMKH
ve FBM + AdMKH tedavi gruplarinda, NK grubuna gére anlamli derecede
dusuk iken (p=0,022); FBM grubundaki ortalama NVD degeri 30. ginde NK
grubuyla benzer bulunmustur (p>0,05) (Sekil 4.3.). AAJMKH grubuyla
kargilagtinldiginda ise FBM grubundaki NVD degerinin anlamli derecede
yuksek oldugu goérulmustir (p=0,013).

Kornea Opasite Skoru

3,00 - A
2,50 -

2,00 -

R
1,50 -
1,00 -

0,50 -

0,00 “

-0,50 - M «
N
-1,00 * V"’b *

10.giin [ 30.giin [ Degisim

Sekil 4.2. Kornea opasite skorunun (KOS) 10. ve 30. glindeki degerlerinin ve
ortalama degisim degerlerinin grafiksel gosterimi. Degerler ortalama
+ SD (10-12 hayvan/grup) olarak sunulmustur. Grup i¢i analizde
Ap<0,05; 30. glnde tedavi gruplarinin NK grubuyla
karsilastinimasinda  ™p<0,05; tedavi gruplarinin  ortalama
degisimlerinin NK grubunun degeri ile karsilastirilmasinda *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 ve ***p<0,0001.
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Grup ici karsilastirmada, FBM, AdMKH ve FBM+AdMKH gruplarinda
yaralanmanin 30. gintunde 10. gune kiyasla KOS ve NVD degerlerinde anlaml
iyilesme izlenmistir (tm ikili kargilagtirmalar igin p<0,05) (Sekil 4.2.). Negatif
kontrol grubunda ise KOS degerinde 30. ginde anlamli olmayan bir azalma
izlenmigtir (p<0,05). Tedavilerin 30. glinde etkinligini degerlendirmek icin KOS
ve NVD degerlerinin 10. gindeki degerlerine gore degisimi gruplar arasinda
kiyaslanmigtir. Ortalama degisim her iki parametre i¢in 30. glindeki deger ile
10. gundeki degerin farki olarak hesaplanmistir. TUm tedavi gruplarinda KOS
ve NVD degerlerinin ortalama degisimleri benzer bulunmustur (tim ikili
kargilagtirmalar icin p>0,05) ve NK grubuyla Kkarsilastirildiginda bu
degisimlerin anlamli olarak daha iyi oldugu gérilmustir (p=0,001) (Sekil 4.2.).
Sonug olarak her tedavi grubunda KOS ve NVD degerinde 30. glinde 10. giine
g6re anlamli iyilesme gortulmuastir ama NK grubunda iyilesme gorulmemigtir.
Bu bulgular her tedavi grubunun kornea yara iyilesmesinde klinik olarak

anlamli duzelme sagladigini géstermektedir.

Kornea Neovaskiilarizasyon Derecesi

3,50 -
3,00 -
2,50
2,00 |
1,50 -
1,00 -
0,50 -
0,00 -
-0,50 -
-1,00 -
-1,50 -

10.giin [ 30.giin [ Degisim

Sekil 4.3. Kornea neovaskilarizasyon derecesi (NVD) 10. ve 30. gundeki
degerlerinin ve ortalama degisim degerlerinin grafiksel gosterimi.
Degerler ortalama + SD (10-12 hayvan/grup) olarak sunulmustur.
Grup ici analizde 4p<0,05; 30. giinde tedavi gruplarinin NK grubuyla

karsilastinimasinda  ™p<0,05; tedavi gruplarinin  ortalama
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degisimlerinin NK grubunun degeri ile karsilastirimasinda *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 ve ***p<0,0001.

Sekil 4.4.’teki grafik tim gruplarda yaralanmanin 10. ve 30. gunlerini takiben
OS-OKT ile olgilen merkezi kornea kalinligi (MKK) degerlerini temsil
etmektedir. On segment OKT ile kornea kalinligi oSlgtimleri klinik 6nem
tagimaktadir, cunku doku eksizyonu ve o6rnek hazirlamaya gerek kalmadan
doku goruntulerini yerinde ve gergcek zamanli olarak gostermekte ve analiz
etmektedir [169]. Onuncu ve 30. gunlerde tedavi edilmemis yarali
kornealardaki (NK grubu) ortalama MKK degeri, pozitif kontrol (PK) ve tim
tedavi gruplarina kiyasla anlamli derecede yuksek bulunmustur (p<0,001).
Yaralanmadan 30 gun sonra ortalama MKK degeri PK grubunda 122,5 + 11,6
um; NK grubunda 197,1 + 26,6 um; FBM grubunda 160,5 + 19,2 um; AMKH
grubunda 144.1 + 19.7 um; FBM + AdMKH grubunda ise 131.5 + 13.6 um
olarak bulunmustur. Tedavi gruplari arasinda 30. gunde PK grubuna en yakin
olan ve en dusuk ortalama MKK degerine sahip FBM + AdMKH uygulanan
g6zler olmasina ragmen diger tedavi yontemleri ile arasinda anlamh fark

gorulmemistir (p>0,05).

Merkezi Kornea Kalinhigi

%150- \\\§
$ 100 | §
50 - §

10. giin 30. giin

K [l AdMKH \\ FBM [l FBM + AdMKH

Sekil 4.4. Merkezi kornea kalinhiginin (MKK) 10. ve 30. glinlerdeki degerlerinin
grafiksel gosterimi. Degerler ortalama + SD (10-12 hayvan/grup)
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olarak  sunulmustur. Tedavi gruplarinin  NK grubu ile
kargilastiriimasinda *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve ****p<0,0001.

Sekil 4.5.’te NK grubunun 10. ve 30. gunlerdeki yarik lamba biyomikroskop
gorintulerinin ve OS-OKT 6lglimlerinin temsili goérintileri gosterilmistir.
Kornea abrazyonunu takiben 10. ginde yara alaninda elevasyon (yukseklik)
gOsteren vaskularize skar alani izlenmektedir. Yara iyilesmesindeki yeniden
yapllanma (remodeling) ile 30. gunde skar dokusunun azaldigi ve
vaskilarizasyonun nispeten azaldi§i gorilmektedir. On segment OKT
kesitlerinde de 10. gunde eleve skar alani ve o bolgedeki artmis
hiperreflektivite dikkat cekmektedir. Hiperreflektivite yani yansimanin artmasi
kornea saydamliginin azaldigini géstermektedir. Otuzuncu glinde ise hem
skar alanindaki elevasyon hem de hiperreflektivitenin azaldigi gorulmektedir.

Bu bulgularin 6n segment géruntileme ile uyumlu oldugu izlenmistir.

Yarik lamba mikroskobu

0S-OKT

Sekil 4.5. Yaralanmanin 10. ve 30. guninde NK grubunun temsili yarik lamba

biyomikroskop goériintileri ve OS-OKT kesitleri.

Sekil 4.6."da FBM grubunun 10. ve 30. gunlerdeki yarik lamba biyomikroskop
goruntilerinin ve OS-OKT olguimlerinin  temsili gorintlleri gdsterilmistir.
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Kornea abrazyonunu takiben 10. ginde kornea santralinde belirgin kornea
skarina eslik eden hafif vaskilarizasyon izlenmektedir. On segment OKT
kesitinde de kornea skar alani ile uyumlu bolgede korneanin derin tabaklarina
kadar inen hiperreflektivite ve diizensiz kornea 6n yuzeyi segilmektedir. Tedavi
sonrasi 30. glnde skar alaninin azaldi§i, ancak neovaskilarizasyon
yogunlugunda azalma olmadigi gériilmektedir. On segment OKT kesitinde ise
hiperreflektif alanin derinliginin ve yogunlugunun azalmis oldugu ve kornea

yuzeyinin daha reguler hale geldigi gorulmektedir.

10. giin 30. giin

Yarik lamba mikroskobu

0S-OKT

Sekil 4.6. Yaralanmanin 10. ve 30. gununde FBM grubunun temsili yarik

lamba biyomikroskop goériintiileri ve OS-OKT kesitleri.

Sekil 4.7’de AdMKH grubunun 10 ve 30. gunlerdeki yarik lamba
biyomikroskop goriintiilerinin ve OS-OKT dlcuimlerinin temsili goruntileri
gOsterilmigtir. Yaralanma sonrasi 10. gunde kornea santralinde belirgin genis
kornea skari izlenmektedir. On segment OKT kesitinde de kornea skar alani
ile uyumlu bolgede korneanin derin tabaklarina kadar inen hiperreflektivite ve
duzensiz kornea on yuzeyi segilmektedir. Tedavi sonrasi 30. gunde skar
alaninda belirgin azalma oldugu, ancak hala neovaskularizasyonun eglik ettigi

gorulmektedir. On segment OKT kesitinde ise hiperreflektif alanin derinliginde
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ve yogunlugunda belirgin azalma oldugu ve kornea yuzeyinin daha dizenli

hale geldigi izlenmektedir.

Yarik lamba mikroskobu

0S-OKT

Sekil 4.7. Yaralanmanin 10. ve 30. gininde AAMKH grubunun temsili yarik

lamba biyomikroskop goériintiuleri ve OS-OKT kesitleri.

Sekil 4.8’de FBM + AdMKH grubunun 10 ve 30. gunlerdeki yarik lamba
biyomikroskop gorintiilerine ve OS-OKT oélguimlerinin temsili gorintilerine yer
verilmigtir. Yaralanma sonrasi 10. ginde kornea santralinde orta derecede
kornea skari ve skar alanina kadar ulasan neovaskularizasyon gortulmektedir.
On segment OKT kesitinde kornea skari alani ile uyumlu bdlgede
hiperreflektivite secilmektedir. Tedavi sonrasi 30. ginde skar alaninda belirgin
azalma oldugu ve yeni olusan damarlarda da belirgin azalma oldugu
izlenmistir. On segment OKT kesitinde ise hiperreflektivitenin belirgin olarak

azaldigi gérulmastar.
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Yarik lamba mikroskobu

0S-OKT

Sekil 4.8. Yaralanmanin 10. ve 30. gununde AMKH + FBM grubunun temsili
yarik lamba biyomikroskop goérintiileri ve OS-OKT kesitleri.

Literatlirde korneada cgesitli yontemlerle olusturulan yara modelinde farkli kdk
hicreler farkh yontemlerle uygulanmistir ve c¢ogunlugunda sunulan tez
calismasinda da oldugu gibi kok hucre uygulamasi yapilan gruplarda kornea
opasitesinde ve neovaskularizasyonunda ve kornea kalinhiginda anlamli
azalma bildirilmistir. Demirayak ve ark. siganlardaki kornea yara modelinde
kemik iligi MKH ve AAMKH’lerin terapotik etkinligini arastirdiklari bir calismada
korneaya yapilan tam kat kesi sonrasi 6n kamaraya 2x10° kok hicre
enjeksiyonu yapmislar ve kornea opasitesi ve kornea kalinhgini 4. ve 8.
haftada degerlendirmislerdir. Adipoz kaynakli MKH grubunda kornea opasite
skoru ve kornea kalinhgi, NK ve kemik iligi MKH uygulanan gruplara gore
azalmis, ancak bu degisiklikler anlamli diizeye ulasamamistir [151]. Baska bir
hayvan calismasinda farelerde alkali yanik modelinde yara iyilesmesini
arttirmak icin kornea stroma kok hicreleri (1x104 hiicre/hayvan) intrastromal
enjeksiyon ile uygulanmigtir. Kok hucre uygulamasindan 3 ay sonra kornea
opasite skorlan kargilastirildiginda NK grubuna kiyasla stroma kok hucre
enjeksiyonu yapilan grupta anlamh bir azalma gorulmugtiur. Ancak kornea

kalinliginda tedavi ile anlamli degisim izlenmemistir. Bu iyilesme kdk hicrelerin
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anti-enflamatuar etkisi ve COL3 Uretiminin azalmasi ile agiklanmistir [88].
Rohaina ve ark. kemik iligi MKH’lerini limbal kultur ortaminda dncelikle kornea
kok hucresi olarak degistirmis ve amniyon membran Uzerine ekerek si¢canlarda
kornea alkali yanik modelinde kornea yuzeyinin yeniden yapilandiriimasi igin
kullanmistir [170]. Kornea yuzeyine kok hicre ekilmis amniyon membrani
uygulamasinin 8. hafta yarik lamba degerlendirmesinde, kornea berrakligi ve
azalmig vaskularizasyon agisindan dikkate deger bir iyilesme oldugu
g6zlenmis, OS-OKT analizleri ile kornea kalinh§inin normal korneaya
benzedigi goOsterilmistir. Sunulan tez calismasindaki protokole benzer bir
hayvan galismasinda kornea abrazyonunu takiben kornea opasifikasyonunun
sinirlandiriimasinda farkli MKH uygulama yollarinin etkinligini incelemek igin,
MKH'ler (5x10° hiicre) topikal yolla, subkonjonktival, intraperitoneal veya
intravendz enjeksiyonla uygulanmigtir. Yaralanan kornealar yarik lamba
mikroskobu ile degerlendirilmis ve yaralanma sonrasi 0., 2. ve 4. gunlerde
kornea opaklagma alani Image J yazilimi kullanilarak toplam opasite alaninin
ylUzdesi olarak hesaplanmistir. Tedavi edilmemis gruptaki kornea opasitesine
kiyasla (%52,0 £ 10,1) AdMKH'lerin hem subkonjonktival (%14,0 + 3,4) hem
de intravendéz (%17,2 + 8,8) uygulanmasinin yaralanmaya bagl kornea

bulaniklagmasini 6nemli dlgtide baskiladigi gosterilmigtir [10].

Korneada herhangi bir kan damari yoktur, korneanin beslenmesi gbzyasindan
ve On kamaradan saglanmaktadir. Bununla birlikte, kornea hasari meydana
geldiginde, onarim ve yenilenme agsamasinin dnemli bir pargasi olarak besin
maddelerini ve bagisiklik hdcrelerini tasimak icin damarlar olusmaktadir.
Onarim sonrasi yeni olusan damarlar geriler veya korneayi bulaniklastiran
kalici kan damarlarinin olugmasiyla sonuglanir. Korneanin saydamligini
bozdugu igin korneada neovaskularizasyon oOnemli bir yara iyilesme
komplikasyonudur. Bu nedenle kornea neovaskularizasyonunun azaltiimasi
oftalmolojide her zaman 6nem tasimaktadir ve yonetimi zor olan bir durumdur
[171]. Onarim surecinde en Onemli basamak, genellikle fibrozisin eslik ettigi
granulasyon olusumudur. Kolajen lif onarimi ve skar olusumu olarak da bilinen
kornea fibrozisi, miyofibroblast farklilagsmasi ve gogalmasi, kornea stromasi
kalinlagsmasi ve buylk miktarda hicre disi matriks Gretimi ile karakterizedir.

Hucre disi matriks sadece gesitli dokulardaki ana yapisal bilesenlerden biri
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degildir, ayni zamanda fizyolojik ve patolojik kosullar sirasinda
neovaskularizasyonda da hayati bir rol oynamaktadir [172]. Hlcre dig1 matriks,
¢6zUndr anjiyogenik faktorlerin biyoyararlanimini artirarak anjiyogenik
sinyallesme igin bir ortam saglamaktadir [173]. Sonug¢ olarak, hiucre disi
matriks bilesenlerini asiri  eksprese eden fibroblastlarin  kornea

neovaskularizasyonu ile iligkili oldugu bilinmektedir [174].

Mezenkimal kdk hiicreler kornea neovaskuilarizasyonu icin tedavi edici bir ajan
olarak arastiriimaktadir [136, 157, 175]. Adipoz kaynakh MKH’ler kornea
fibrozisini inhibe ederek neovaskilarizasyonu azaltabilmektedir [175]. Ayrica
neovaskularizasyon, proanjiyogenik MMP-2'nin baskilanmasi ve bir VEGF
inhibitéri  olan antianjiyogenik faktdér trombospondin-1in (TSP-1) gen
ekspresyonunun indtksiyonu yoluyla inhibe edilebilmektedir [157, 176, 177].
Shang ve ark. farelerde etanol ile olusturduklari kornea hasari sonrasi AMKH
tedavisinin gozlerde a-SMA ekspresyonunu ve Kkolajen, fibronektin ve
tenaskin-C gibi hdcre digi matriks bilesenlerini de azaltarak kornea
neovaskularizasyonunu azalttigini gostermistir [175]. Bizim ¢alismamizda NK
grubuna kiyasla kornea neovaskularizasyonunun azaldigi gruplar AMKH ve
FBM + AdMKH gruplari olmustur. Sadece FBM uygulanan grupta 30. gundeki
NVD degeri 10. gline gore azalmis olsa da 30. guinde NVD degeri hala NK
grubu ile benzer bulunmustur. Fotobiyomodilasyon VEGF ve hipoksinin
neden oldugu faktor-1a ekspresyonundaki artis yoluyla yeni kan damari
olusumunu artirarak dolagimi artirir ve boylece doku onarimini iyilestirmede
etkili olmaktadir [178]. Fotobiyostimulasyon sonrasi muhtemel anjiyogenik
faktorlerin artmasi ile calismamizdaki FBM grubunda yeni damar olusumunda
istenen azalma gozlenememistir. Benzer sonug bildiren bir galismada, Kanavi
ve ark. LLLT’nin tavsan kornealarindaki alkali yanik modelinde yara iyilesmesi
Uzerine etkisini arastirmis ve fototerapi ile kornea stromasinda
enflamasyonunun daha disuk oldugunu ve daha dusik keratosit kaybinin
oldugunu gostermistir [31]. Bu ¢alismadaki sonuca benzer sekilde, anlamli
kornea neovaskularizasyonu olan tavsan orani LLLT grubunda daha az
olmasina ragmen sadece medikal tedavi verilen NK grubu ile kiyaslandiginda

kornea neovaskularizasyonu agisindan anlamli bir fark gosterilememisgtir.
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4.3.2. Gecirimli Elektron Mikroskopi Analizi

Pozitif kontrol grubunun saglam korneasinin TEM goéruntilemesinde, epitelin
yuzeyel katmanlari yassi 6kromatik cekirdeklere sahip skuamdz hicrelerden
olusmakta ve epitel hucreleri arasindaki desmozom baglantilari izlenmektedir
(Sekil 4.9 A). Ara katmanlar, yuvarlak 6okromatik c¢ekirdeklere ve
sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondriye sahip poligonal hucrelerden
olugsmaktadir (Sekil 4.9 A). Bazal katmanlar, sitoplazmada dizenli 6kromatik
cekirdeklere ve mitokondriye sahip kolumnar hlcrelerden olusmaktadir (Sekil
4.9 B). Hucreler dizenli bir bazal membran Gzerinde bulunmaktadir (Sekil 4.9.
B). Stroma, duzenli ortogonal dizilim gosteren kolajen fibrillerinden
olugsmaktadir (Sekil 4.9. C). Kolajen fibriller arasinda 6kromatik cekirdeklere ve
sitoplazmik organellere sahip ig seklindeki keratositler gorulmektedir.
Descemet membrani stroma ve endotel arasinda homojen olarak
secilmektedir (Sekil 4.9. D). Endotel, 6kromatik yassi cekirdek ve degisken
blyuklukte pinositotik vezikiller igeren sitoplazmadan olusmaktadir (Sekil 4.9.
D).
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Sekil 4.9. Saglikli bir sicanin (PK grubu) kornea kesitlerinin TEM goéruntdleri.
Epitel (e), desmozom («), nikleus (N), Bowman tabakasi («),
stroma (S), keratosit (K), Descemet memrani (D), endotel (4),
(3000X buyttme).

Yaralanmayi takip eden 30. glinde, NK grubundaki siganlarin kornealarinda,
saglikli korneaya kiyasla, kornea epitelinin hiicre morfolojisi ve diziliminin,
kornea stromasindaki kolajen fibril diziliminin ve keratosit morfolojisinin
bozuldugu, enflamatuar hicre infiltrasyonunun ve skar olugsumunun
gerceklestigi gorulmektedir (Sekil 4.10. A). YlUzeyel tabakanin skuamoz
hlcreleri kiigiimus ¢ekirdeklere sahiptir ve enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu
ile hiicre ici genis bogluklar (vakuoller) secilmektedir (Sekil 4.10. B). Ara ve
bazal katmanlardaki diizensiz sekilli hiicreler arasinda da ayrilma (6dem) ve

epitel hicre cekirdekleri ve sitoplazmalarinda cgesitli dejeneratif degisiklikler
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gorulmektedir. Bazal membran devamlihidi bozulmus ve komsulugunda yogun
skar dokusu olugsmustur (Sekil 4.10. B). Stromada kolajen fibrillerin
dizensizligi (skar olusumu) ve aralarinda ¢ok sayida enflamatuar hicrenin,
bircok dilate kan damarinin (neovaskularizasyon) bulundugu genig araliklar
(6dem) gorulmektedir. Keratositler diizensiz heterokromatik cekirdeklere ve
vakuollii sitoplazmaya sahiptir (Sekil 4.10. C). Stromadaki tniform kolajen
fibrillerinin dizilimi ve ortogonal yapi tamamen bozulmustur ve yogun skar
alanlari dikkat cekmektedir. Yara modelinde korneanin 1/3’G yani epitel ve 0n
stromasi etkilenmigtir. Korneanin kalan kismi olan arka stroma, Descemet

membrani ve endotelde herhangi bir patoloji izlenmemistir (Sekil 4.10 E).

Sekil 4.10. Yaralanmayi takiben 30. gunde, NK grubundaki sican korneasi
kesitlerinin TEM gorintileri. Epitel (e), vakuol (v), nukleus (N),
stroma (S), keratosit (K), epitel hicresinde vakuol (+),
neovaskilarizasyon (<), enflamatuar hiicre (<), epitel hiicreleri ve
stromadaki kolajen lifleri arasinda genis bosluklar (), dizorganize
kolajen fibrilleri (skar dokusu) (=), Descemet membrani (D),
endotel (4), (3000X buyutme).
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Yaralanmayi takip eden 30. gunde, polikromatik i1sikla tedavi edilen
kornealarda epitel hiicrelerinin hala diizensiz olusu ve hucreler arasi bogluklar
tespit edilmig, ancak epitel hicre morfolojisinin daha iyi organize oldugu ve
desmozom baglantilarinin NK grubuna goére daha iyi oldugu gézlenmistir (Sekil
4.11. A). Negatif kontrol grubundaki kornealarla kargilastirildiginda stromanin
hlcre digi matriks organizasyonu daha iyidir, ancak diizensiz kolajen fibrilleri
(skar dokusu), neovaskilarizasyon ve enflamasyon hicrelerinin 30. ginde de
oldugu goérulmektedir. Bazi keratositlerde dizensiz 6kromatik cekirdek
ilerleyen zamanda da izlenmektedir (Sekil 4.11. B). Endotel hicresinin
cekirdek ve sitoplazmasinin saglikli ve Descemet membraninin homojen ve

devamhliginin oldugu goérulmustir (Sekil 4.11. C).

Sekil 4.11. Yaralanmayi takiben 30. gunde, FBM grubundaki sigan korneasi
kesitlerinin TEM gorantileri. Epitel (e), nukleus (N), stroma (S),
keratosit (K), epitel hiicresinde vakuol («), neovaskularizasyon
(<), enflamatuar hiicre (<), epitel hiicreleri ve stromadaki kolajen
lifleri arasinda genis bosluklar (<), dizorganize kolajen fibrilleri
(skar dokusu) (=), Descemet membrani (D), endotel (4), (3000X

blyutme).

Yaralanmayi takip eden 30. gunde, subkonjonktival AdMKH enjeksiyonu
yapilan sigan kornealarinda epitel hucrelerinin bir kisminin, minimal hiicreler
aras! bosluklarla PK grubundakilerle karsilastirnlabilir hticre morfolojisine ve
desmozom baglantilarina sahip oldugu goérilmustur (Sekil 4.12. A). Yer yer
epitel hicrelerinde hala dizensizlik, heterokromatik ¢gekirdek ve hlcreler arasi

belirgin bosluk (6dem) oldugu izlenmistir (Sekil 4.12. B). Kornea stromasinda
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ise, FBM ile tedavi edilen kornealarla karsilastirildiginda daha az skar,
neovaskularizasyon ve enflamatuar hicre infiltrasyonu mevcuttur ve
keratositler tekrar igsi morfoloji gdstermeye baglamistir (Sekil 4.12. C). Sonug
olarak ADMKH grubundaki kornealarin FBM grubuna gore daha iyi stromal

organizasyona sahip oldugu goéralmustar.

Sekil 4.12. Yaralanmayi takiben 30. giinde, AMKH grubundaki sigan korneasi
kesitlerinin TEM gorantileri. Epitel (e), nukleus (N), stroma (S),
keratosit (K), epitel hicreleri veya stromadaki kolajen lifleri
arasinda genis bosluklar (), dizorganize kolajen fibrilleri (skar
dokusu) (=), Descemet membrani (D), endotel (4), (3000X

buyitme).
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Yaralanmayi takip eden 30. gunde, polikromatik i1sik ve AAMKH ile tedavi
edilen kornealarin epitel tabakasi normal korneaya benzer gorinumdedir.
Kornea epitelinde minimal hucreler arasi bogluk ve vakuoller, belirgin
desmozom baglantilarina sahip normal nukleer ve sitoplazmik konfiglirasyonu
olan hucreler izlenmektedir (Sekil 4.13. A). Stromada, PK grubundaki
kornealara benzer ortogonal dizilime sahip iyi organize olmus kolajen fibrilleri
ve okromatik cekirdege sahip i§ seklindeki keratositler gérilmektedir (Sekil
4.13. B). Yer yer dizorganize kolajen fibrilleri (skar dokusu) secilebilmektedir
(Sekil 4.13. C). Descemet membrani homojen izlenmekte ve endotel hicreleri
okromatik c¢ekirdek ve degisken buyuklukte pinositotik vezikuller iceren
sitoplazmadan olugsmaktadir (Sekil 4.13. D).

Sekil 4.13. Yaralanmay takiben 30. glinde, FBM + AAMKH grubundaki sican
korneasi kesitlerinin TEM goruntuleri. Epitel (e), nukleus (N),
stroma (S), keratosit (K), epitel hicreleri ve stromadaki kolajen
lifleri arasinda genis bosluklar (), vakuol (v), dizorganize kolajen
fibrilleri (skar dokusu) (=), Descemet membrani (D), endotel (4),
(3000X buydtme).
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Farelerde alkali yanik modelinde yara iyilesmesini arttirmak igin intrastromal
kornea stroma kok hiicre enjeksiyonu uygulanmis ve 3. ayda TEM analizinde
kolajen fibrillerinin Gniform ve siki bir sekilde paketlenmis farkli katmanlar
halinde diuzenlendigi ve tedavi edilmemis hasarli kornealarda bu
organizasyonun kayboldugu izlenmistir [88]. Saghkh kornea ile
karsilastinldiginda alkali yaralanmasindan sonra kolajen fibril ¢aplarinda
anlaml bir artis oldugu ve kok hucre tedavisi ile fibril gcaplarinda anlaml bir
azalma oldugu gérilmustir. On segment goriintilemede de bu bulgulari
destekleyen kornea opasitesinde azalma izlenmigtir [88]. Bagka bir hayvan
calismasinda kornea opasite modeli i¢in genetigi degistirilerek lumikan tretimi
yapamayan lumikan negatif (Lum-/-) fare kullaniimistir. Lumikan, kornea
saydamhgi igin gerekli olan proteoglikanlarin g¢ekirdek proteinidir ve
yoklugunda korneada bulaniklik meydana gelmektedir [41]. Lum-/- farelerin
TEM goruntulemesinde kornealarinda stroma mimarisinin bozuldugu ve arka
stromada blyiik, anormal, kaynasmis kolajen fibriller izlenmistir. insan stroma
kok hacreleri, 14 haftalik Lum-/- farelere enjekte edilmis ve 12 hafta sonra
kornea stromasindaki lumikan ekspresyonu immun boyama ile gosterilmis ve
TEM analizinde hem 6n hem de arka stromada, normal korneaya benzer
dizilim gosteren ve benzer boyutta olan kolajen fibrilleri izlenmistir. Bu
caligmalara benzer olarak bu tez ¢calismasinda da kok hucre uygulamasinin
korneadaki kolajen mimariyi iyilestirdigi gosterilmistir. Kok hicre uygulanan
kornealardaki kadar olmasa da FBM uygulanan grupta da kornea rejenerasyon

bulgulari izlenmisgtir.
4.3.3. Hematoksilen ve Eozin Boyama

Pozitif kontrol grubuna ait kornea dokular karakteristik Ozellikte normal
histolojik yapiya sahip olup kornea epiteli keratinizasyon gdstermeyen ¢ok katli
yassi epitel 6zelligi sergilemektedir (Sekil 4.14. A). Bazal katmanda kiboidal
hucreler, Ustteki katmanda daha az kuboidal hucre ve ardindan 1-2 sira yassi
cekirdeklere sahip hiicreler gorilmektedir. Epitel, aseliler Bowman membrani
ile desteklenmektedir. Avaskuler stroma tabakasi, paralel dizenlenmis kolajen
lifleri ve stroma lamelleri arasinda homojen dagilmis keratositleri icermektedir.

Kornea stromasi ve tek katli yassi epitel olan endotel arasinda Descemet
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membran yer almaktadir. Pozitif kontrol grubunun kornea kesitlerinde fibrozis,
neovaskularizasyon ve monontkleer hicre infiltrasyonu gibi histopatolojik

degisimler izlenmemektedir (Sekil 4.14. A).
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Sekil 4.14. Tum deney gruplarinin 30. gunde H&E ile boyanmis histolojik
kesitleri. (A) Pozitif kontrol grubu (B, C) negatif kontrol grubu (D)
FBM grubu (E) AMKH grubu (F) FBM + AdMKH grubu. Epitel (e),
Bowman tabakasi (=), stroma (s), keratosit (—), Descemet
membrani («), endotel (4), Epitel ve stroma arasinda ayrilma ve
batinlik kaybi (*), 6dem (%), vakuolize sitoplazmali epitel hiicreleri
(«), vaskularize olusumlar (neovaskilarizasyon) (<),
mononUkleer hicre infiltrasyonu (<), kolajen lamellerde ayriima ve

dizensizlegsme (<) ve fibrotik alanlar (=), (400X buyutme).

Yaralanmayi takip eden 30. giinde NK grubuna ait kornea kesitlerinde epitel
batinligundn bozuldugu ve bazi kornea epitel hucrelerinde sitoplazmik
vakuolizasyon dikkati cekmektedir (Sekil 4.14. B ve C). Epitel ve stroma
sinirinin net olarak ayirt edilemedigi izlenirken, tabakalar arasi ayriima ve
o0dem oldugu goérilmektedir. Stroma tabakasinda fibrotik degisimlerin yani sira
kolajen lamellerinde dizensizlesme ve ayrilmalarin oldugu, keratositlerin
dagilmis olarak yer aldigi izlenmektedir. Stromada mononukleer hicre
infiltrasyonu ve kan damarlarinin invazyonu goriilmektedir. Odem ve
neovaskularizasyon ile birlikte stroma hucre kaybi izlenen bulgular arasindadir
(Sekil 4.14. B ve C).

70



Polikromatik 1sik uygulanan FBM grubuna ait kornea kesitlerinde
neovaskilarizasyon ve mononukleer hicre infiltrasyonu ile karakterize
histopatolojik degisimlerin yer yer devam ettigi izlenmektedir (Sekil 4.14. D).
Bazi epitel hdcrelerinde pinositotik ¢ekirdeklerin yani sira sitoplazmada
vakuolizasyon varhgi dikkati cekmektedir. Negatif kontrol grubuna gére stroma
alaninda kolajen lif dagiliminin dizenli hale geldigi, ancak fibrotik degisimlerin

bazi alanlarda devam ettigi gortilmektedir (Sekil 4.14. D).

Subkonjonktival AMKH enjeksiyonu yapilan gruba ait kornea kesitlerinde ise
NK ve FBM gruplarina goére epitel bitinliginin korundugu, stromal fibrotik
degisimlerin, vaskilarize olusumlarin ve mononukleer hicre infiltrasyonunun
azaldigi ve kolajen liflerinin dagiliminin daha duizenli hale geldigi dikkati
cekmektedir (Sekil 4.14. E). Adipoz doku kaynakli MKH grubundaki histolojik
veriler, TEM'de oldugu gibi FBM grubuyla karsilastiriidiginda epitel ve
stromada enflamasyon, neovaskularizasyon ve skar olusumu agisindan daha
iyi yara iyilesme surecinin isaretlerini gostermektedir. Baska bir ¢calismada
AdMKH'’lerin kornea alkali yaralanmalarindaki kornea iyilesmesine etkilerini
degerlendirmek icin AdMKH’ler tavsanlara intrastromal ve subkonjonktival
enjeksiyon ile uygulanmistir. Bu galismaya benzer sekilde tedavi edilmeyen
kornealara gore kolajen liflerinin diziliminin daha iyi oldugu ve damarlanmanin

ve enflamatuar hicre infiltrasyonunun daha az oldugu goésterilmistir [179].

Fotobiyomodulasyon ve AMKH’nin birlikte uygulandigi grupta ise NK, FBM
ve ADMKH gruplarina gore epitel butinlagandn, stroma alaninda kolajen
liflerinin ve keratosit diziliminin belirgin sekilde korundugu izlenmektedir (Sekil
4.14. F). Bu grupta epitel batinltgundn, kolajen liflerinin diziliminin ve keratosit
morfolojisinin normal kornea kesitleriyle karsilastirlabilir dizeyde oldugu
izlenmigtir. Mononikleer hticre infiltrasyonu stromada yer yer azalirken, 6dem
ve fibrotik alanlardaki azalma dikkati cekmektedir (Sekil 4.14. F). Bu bulgularin

TEM goruntuleri ile uyumlu oldugu gorulmustar.

Sonug olarak, TEM goruntuleme ve H&E boyamayla birlikte yapilan histolojik
analizde, FBM ve AdMKH tedavilerinin tek basina uygulanmasina kiyasla

polikromatik 11k ile birlikte uygulanan kok hicre tedavisinde kornea
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opasitesinde ve neovaskilarizasyonunda belirgin azalma ve en iyi yara

iyilesme cevabi oldugu gorulmustir.
4.3.4. immiinohistokimyasal Boyama

Yaralanmayi takiben 30. gundeki deney gruplarina ait kornealardaki COL1,
COL3, TGF-B1, IL-1B, a-SMA ve keratokan antikorlarina ait IHK boyamalarinin
kesitleri Sekil 4.15'te sunulmustur. Immunopozitif yogunluklari kantitatif olarak
analiz edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak kiyaslanmistir (Sekil
4.15.)

PK NK FBM AdMKH FBM+AdMKH
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Sekil 4.15. Yaralanma sonrasi 30. gunde tum deney gruplarinin kornea
kesitlerinin IHK boyama gériintileri (DAB-Hematoksilen, 400X
bayttme).

Kornea yara iyilesmesi sirasinda aktive hale gelen keratositler hucre disi
matriks Uretimini arttirmaktadir. Kornea yara iyilesme cevabinda, COL1'in ve
esas olarak COL3'Un asin Uretimi, stromadaki benzersiz hiicre digi matriks
organizasyonunu bozarak kornea berrakliginin azalmasina ve korneada skar
olusumuna yol agmaktadir [180]. Kolajen Uretimini karakterize etmek icin
COL1 ve COL3 i¢in IHK boyama yapilmistir. Negatif kontrol grubunda COL1
immunoreaktivite yogunlugu, PK, AdMKH ve FBM + AdMKH gruplarina gore
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istatistiksel olarak anlamli artis gostermigtir (p<0,001). Adipoz kaynaklh MKH
grubu ve FBM + AdMKH grubunda COL1 yogunlugunun benzer diizeyde
(p>0,05) ve FBM grubuna goére anlamli olarak daha disik oldugu gorGimustir
(p<0,001). Bu iki gruptaki COL1 degeri PK grubuna yaklasmis olsa da PK

grubuna goére anlamli olarak daha yuksek bulunmustur (p<0,01).

Saglikli kornea stromasinda COL3 bulunmaz ve yara iyilesme cevabinda
hicre digi matriks bileseni olarak Uretilmektedir [52]. Negatif kontrol, FBM,
AdMKH ve FBM + AdMKH gruplarinda saglikl kornealarla kargilastiriidiginda
COL3 yogunlugu dizeyinde anlamli bir artis izlenmistir (p<0,01). Adipoz doku
kaynakli MKH ile FBM birlikte uygulandiginda COL3 yogunlugu hem NK hem
de FBM grubuyla karsilastinldiginda anlaml olarak daha digsuk bulunmustur
(p<0,01). Negatif kontrol grubuna gore COL3 degerinde anlamli azalma
sadece FBM + AAMKH grubunda izlenmigtir.

Bu sonuglar, kornea stromasindaki keratosit hicre olumu ve ardindan kalan
keratositlerin aktivasyonu ve miyofibroblastlarin Grettigi hicre digi matriks ile
karakterize olan onarim surecini gosteren oOnceki c¢alismalarla uyumlu
bulunmustur [88, 181, 182]. ilk olarak deri yaralanmalarinda tanimlanan
miyofibroblastlarin, kornea onarimi sirasinda yara kontraksiyonunun yani sira
hicre digi matriks birikimi ve organizasyonundan da sorumlu oldugu
distnulmektedir [183]. Torricelli ve ark., miyofibroblastlarin ve bu hucreler
tarafindan Uretilen dlzensiz hicre digi matriksin, kornea hasarindan sonra
stroma opakliginin seviyesi ve kalicihginin kritik belirleyicisi oldugunu
tanimlamistir [54]. Bu tez c¢alismasinda mekanik abrazyon sonrasi COL1
miktarindaki artis ve COL3 varli§i bu htcrelerin gelisimi ile iligkilendirilmistir.
Normalde kornea stromasinda bulunmayan COL3 birikmesi, kolajen
lamellerinin organizasyonunu degistirerek stroma opakliginin artmasina
neden olmaktadir. Benzer sonu¢ Shojaati ve ark. tarafindan fare kornea
opasite modelinin gelistiriimesinde de elde edilmistir. Calismalarinda, fare
korneasinin merkezi 2 mm Uzerine elmas tur uygulanarak kornea epiteli ve
bazal membranin debridmani yapilmis ve COL3 sentezi, fibrotik skar

dokusunun gelisimi ve kornea geffafliginin kaybi izlenmistir [182].
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Sekil 4.16. Tum gruplarda 30. giinde kornea dokularinin iIHK boyamalarina ait
immunoreaktivite yogunluklarinin analizi. Grafikler ortalama + SD
(4-5 hayvan/grup) olarak temsil edilmektedir. Negatif kontrol
grubuyla karsilastirildiginda *p<0,05; pozitif kontrol grubuyla
karsilastiriidiginda ®p<0,05 ve gruplar arasi analizde 4p<0,05.

Kornea hasarindan sonra asiri kornea skari olusumunu onlemek igin
inflamasyonun baskilanmasi 6nemlidir [180]. Korneada hasar, epitel
hlcrelerinden ve/veya gozyasindan basta IL-1a ve B olmak Gzere enflamatuar
sitokinlerin salinmasini tetiklemekte [51] ve IL-1 de fibroblastlara dontugume
neden olan fibroblast buytume faktorl, platelet kokenli blyume faktéri ve TGF-
B1 gibi blylime faktoérlerinin salimini uyarmaktadir [33]. Onceki galismalar,
epitelyal-mezenkimal gecisin ve miyofibroblast farklilagsmasinin anormal skar
olusumunda o6nemli bir rol oynadigini gostermistir ve bu c¢oklu sinyal
yolaklarinda en kritik dizenleyici faktér TGF-B1’dir [11, 50]. Bu ¢alismada
AdMKH'lerin ve FBM tedavisinin anti-enflamatuar etkisini arastirmak igin
yaralanma sonrasi 30. gunde eksize edilen kornealarda TGF-B1 ve IL-1B
varhgi incelenmigtir. Negatif kontrol, FBM, AdMKH ve FBM + AdMKH
gruplarinda saglkh kornealarla karsilastinidiginda TGF-B1 yogunlugu
dizeyinde anlamli bir artis izlenmistir (p<0,01). Adipoz doku kaynakli MKH ile
FBM birlikte uygulandiginda TGF-B1 yogunlugu hem NK hem de FBM
grubuyla kargilasgtinldiginda anlamli olarak daha dusuk bulunmustur (p<0,01),

ancak yine de saglikli kornealardan daha yuksek diizeyde olmustur (p<0,01).
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Negatif kontrol grubuna gore TGF-f1 degerinde anlamli azalma sadece FBM
+ AAMKH grubunda izlenmigtir. Saglikli kornealarla karsilastirildiginda IL-13
duzeyinde NK, FBM, AdMKH ve FBM + AdMKH gruplarinda anlamli bir artis
izlenmistir (p<0,001). Fotobiyomodulasyon ve AAMKH’nin birlikte uygulanmasi
ile IL-1B duzeyi NK, FBM ve ADMKH gruplarina kiyasla anlamli olarak daha
dusuk bulunmustur (p<0,001). Sonug olarak enflamasyonu baskilamada en iyi
sonu¢c FBM + AMKH grubunda elde edilmistir.

Mezenkimal kok hucreler izole edildikleri dokuya go6re farkli Ozellikler
gosterirler. Enflamasyonun farkh dlzeylerine ve zamanina bagh olarak
immunomodulator sitokinlerin salgi duzeyi degisiklik gosterebilmektedir. Bu,
ayni kosullar altinda MKH'lerin farkli tepkilerini belirleyebilir ve MKH'lerin
etkileri buyUk oranda parakrin nitelikte olmaktadir [184]. Siganlarda penetran
kesi ile kornea yaralanmasi sonrasi AAMKH ve kemik iligi MKH’ler 6n
kamaraya enjekte edilmis ve kok hucre nakledilen her iki grupta da pro-
enflamatuar olarak bilinen TNF-a, IL-6r ve IL-12b ekspresyonlari tedavi
almayan kontrol grubuyla karsilastiriimistir. Her iki kok htcre uygulanan grupta
NK grubuna gére anlamli bir azalma gorilmus ve kemik iligi MKH grubuyla
karsilastinidiginda AAMKH grubunda IL-12b'nin ekspresyonu anlamli olarak
daha duguk bulunmustur. Bu sonuglar, MKH'lerin delici yaralanma gegiren
korneaya nakledildiginde anti-enflamatuar 6zelliklere sahip olabilecegini
gostermektedir. Ayrica AMKH’ler anti-enflamatuar 6zellikler agisindan kemik
iligi MKH’lerine gore daha Ustin bulunmustur [151]. Bu hucreler, sadece
keratositlere farkhlasmak yerine, Basu ve ark.’nin agikladigi gibi parakrin etki
ve anti-enflamatuar 6zellikleri ile yarali bdélgenin rejenerasyonuna katki

saglamaktadir [86)].

Tez calismasinda uygulanan subkonjonktival ADMKH enjeksiyonunun anti-
enflamatuar etkisini destekleyen bir calismada, AdMKH’lerin siganlarda
mekanik yaralanmaya bagl enflamasyonu farkli uygulama yollari ile ne élctide
azalttigini degerlendirmek igin, enflamatuar sitokinlerden IL-13 ve TNF-a’nin
MRNA ekspresyonu, yaralanmadan sonraki 4. giinde toplanan kornealarda

RT-PCR ile olculmustir. Adipoz kaynakli MKH'lerin subkonjonktival ve
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intravendz yolla uygulandigi gruplarda en iyi anti-enflamatuar yanit elde
edilmigtir [10].

Bu calismada hem TGF-f1 hem de IL-1B duzeylerinde NK grubuna goére
anlamli azalma kok hucre ve fototerapi birlikte uygulandiginda elde edilmigtir.
Bu sonu¢ FBM uygulamasinin AdMKH’lerin anti-enflamatuar etkisini
arttirdigini ispatlamaktadir. Henuz kornea yara iyilesmesinde bu iki tedavi
modalitesini birlikte uygulayan bir galisma bulunmamaktadir. Deneysel in vitro
yapilan bir calismada derideki yara iyilesmesinde asiri skar (keloid veya
hipertrofik skar) olusumu tGzerine FBM ve AMKH tedavilerinin tek basina ve
birlikte uygulamalarinin anti-fibrotik etkisi incelenmigtir. Adipoz kaynakli MHK
uygulamasinin keloid fibroblastlarin (KF) ve hipertrofik skar fibroblastlarinin
(HSF) ¢ogalmasi ve gogu Uzerinde baskilayici bir etkiye sahip oldugu ve
AdMKH’lerin ayni zamanda COL1 ve COL3 sentezini, fibronektin ve a-
SMA'nin  mRNA ekspresyonunu da azalttigi bulunmustur. Kok hucre
tedavisine ek olarak 635 nm ve 655 nm dalga boyunda LLLT 152 s boyunca
her seansta 4 J/cm? olacak sekilde toplamda 4 kere uygulanmis ve fibroziste
anahtar rol oynayan TGF-B1 ve Notch1 Uretiminin azalmasi ile fibroblastlarin
proliferasyon ve migrasyonunun inhibe oldugu gdésterilmistir. Sonuc olarak
fototerapinin  AdMKH'lerin  keloid fibroblastlari ve hipertrofik  skar
fibroblastlarinin  Gzerindeki anti-fibrotik kapasitesini arttirdigi  sonucuna
variimigtir [185]. Tez galismasinda bu galismaya benzer FBM parametreleri
uygulanmis ve isik ile kdk htcreleri birlikte uygulamasinin COL1, COL3, TGF-
B1 ve IL-1B’i azaltmada en basarili tedavi modalitesi oldugu gdsterilmistir.
Baska bir deneysel ¢alismada FBM ve AMKH tedavilerinin terapatik etkileri,
tip 1 diyabetli sicanlarda gecikmis yara iyilesme modelinde yara onariminin
maturasyon asamasinda ayri ayri ve birlikte degerlendirilmistir. Mikrobiyolojik
analiz, FBM + AMKH'nin tek basina FBM ve AAMKH'den anlamli olarak daha
iyi oldugunu gostermistir. Ayrica yara kapanma hizi ve anjiyogenez agisindan
FBM + AAMKH grubu daha iyi bulunmustur. Sonug¢ olarak FBM + AdMKH
kombinasyon terapisi, tip 1 diyabetli siganlarin metisiline direncli
Staphylocococus aureus ile enfekte olmus yara modelinde cilt hasari onarimini
uyarmada ve enflamatuar yaniti module etmede FBM veya AdMKH’den daha
etkili bulunmustur [186].
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Kornea hasarini takiben TGF-B1’in artmis ekspresyonu, sessiz stroma
keratositlerinin ~ miyofibroblastlara  donUsimudnu  tesvik  eder ve
miyofibroblastlarin asiri birikimi ve aktivitesi, dlizensiz hlicre digi matrikse yol
acarak kornea skari olusumuna neden olmaktadir [187]. Bu calismada skar
olusumunu degerlendirmek icin miyofibroblastlara gecisi gdsteren a-SMA
varligi IHK boyama ile incelenmistir [187]. Negatif kontrol, FBM, AdMKH ve
FBM + AdMKH gruplarindaki a-SMA yogunlugu normal kornealarla
karsilastinldiginda anlamli olarak yuksek bulunmustur (p<0,001). Tim tedavi
gruplarinda (FBM, AdMKH ve FBM + AdMKH gruplari) a-SMA'nin dizeyinin,
NK grubundaki kornealara kiyasla anlamli olarak daha dusuk oldugu
gOrulmustar. Skar olusumu igin 6nemli bir belirteg olan a-SMA'daki bu degisim,
klinik degerlendirmedeki KOS degisimi ile tutarli bulunmustur (Sekil 4.2.).
Fotobiyomodulasyon ve ADMKH’nin birlikte uygulandidi grup, tek basina FBM
grubuna gore anlamli olarak daha dusik a-SMA yogunlugu gostermistir
(p<0,001).

Sonug olarak, calismamizda bir miyofibroblast belirteci olan a-SMA duizeyi
hem FBM grubunda hem de AAMKH grubunda tedavi edilmemis kornealara
gbre oOnemli oOlgcude azalmigtir. Fototerapi tedavisine kok hucrelerin
eklenmesiyle a-SMA seviyesinde anlamli derecede daha yuksek bir dusus
g6zlenmigtir. Bu sonuglar tedavi gruplarindaki anti-enflamatuar yanitla
paralellik gostermektedir. Adipoz kaynakli MKH’lerin topikal damla formunda
uygulamasinin etkinligini arastiran bir calismada excimer lazer ile kornea yara
modeli olusturulan farelere topikal AMKH damla 5 giin boyunca giinde 3 kere
uygulanmistir. Tedavi almayan kontrol grubuna gore AMKH damla uygulanan
kornealarda epitel iyilesme hizi daha fazla bulunmus ve epitele komsu
stromada a-SMA varliginin ciddi olarak azaldigi ve muhtemelen a-SMA
azalmasiyla iligkili olarak kornea bulanikliginin da daha az oldugu belirtilmigtir
[188]. Bu tez calismasinda a-SMA sonuglarina benzer sekilde KOS degerleri
her tedavi grubunda NK grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Bagka bir
calismada farkli AMKH uygulama yollarinin (topikal yol, subkonjonktival,
inraperitoneal veya intravenoz enjeksiyon) kornea mekanik yaralanmasinin
neden oldugu kornea fibrozisi Uzerindeki etkisini belirlemek igin, kornea

kesitlerinde IHK analizi ile a-SMA ekspresyonu ve ayrica RT-PCR kullanarak
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MRNA seviyesinde a-SMA ve TGF-B1'in ekspresyonu incelenmistir. Uygulama
yollarindan subkonjonktival enjeksiyon, tedavi edilmemis yarali kontrollere
gore a-SMA (~%90 azalma) ve TGF-B1'in (~%70 azalma) ekspresyonunu en
fazla azaltan uygulama yontemi olmustur [10]. Bu ¢alismada da AdMKH
uygulamasinda etkinligi kanitlanmis subkonjonktival enjeksiyon yontemi tercih

edilmistir.

Kornea stromasina 6zgu proteoglikan olan keratokan, saglikli keratositler
tarafindan uretiimekte ve kornea seffafiginin  korunmasinda ©6nem
tasimaktadir [52]. Yara iyilesme cevabinda keratositler fibroblastlara
farkhlasirlar ve bu hucreler kornea kristalinleri (transketolaz ve aldehit
dehidrojenaz 1A1) ve keratan sulfat gibi farklilasmis keratosit proteinlerinin
ekspresyonunu azaltarak yara yerindeki hucre disi matriksi yeniden
sekillendirmek igin gerekli olan MMP gibi proteinazlari ve fibronektin ve
tenaskin-C ve COL3 dahil diger proteinler agisindan zengin gegici hucre disi
matriksi Uretmeye baslamaktadir [53]. Bu suregte yeni Uretilen hicre digi
matriks ve keratokanin azalmasi kolajen fibrillerinin muntazam dizilimini
bozmakta ve kornea skarina neden olmaktadir. Bu nedenle ¢aligmada saydam
kornea igin onemli bir biyobelirte¢ olan keratokanin varligi incelenmistir. Pozitif
kontrol kornealariyla karsilagtirildiinda  keratokan = immunoreaktivite
yogunlugu hem NK hem de FBM grubunda 6nemli dl¢tide azalmigtir (p<0,001).
Polikromatik 11k uygulamasiyla NK grubuna gore keratokan yogunlugu artmis
olsa da hala saglikh korneadaki yogunluga ulagamamistir. Bunun yaninda,
AdMKH'ler ile tedavi edilen kornealarda ve AMKH ve FBM kombinasyonu ile
tedavi edilen kornealarda keratokan dizeyi saglikli kornealarinkine benzer
bulunmustur (p>0,05). Baska bir ¢alismada siganlarda penetran yaralanma
sonrasi 6n kamaraya AAMKH ve kemik iligi MKH enjekte edilmis ve 8 hafta
sonra kok hucrelerin kornea epiteli ve stromasinda oldugu gosterilmistir.
Ayrica immunofloresan analizinde kornea stromasina 6zgu proteoglikan olan
keratokanin ekspresyonunun, kontrol grubundaki ekspresyonla
karsilastinldiginda hem kemik iligi MKH hem de ADMKH uygulanan gozlerde
anlamli olarak arttigi gosterilmistir [151]. Keratokan ekspresyonundaki artis
kornea stromasina go¢ eden kok hucrelerinin keratosite farklilasmasini

gOstermektedir. Bu calismada kOk hucre uygulanan grupta keratokan
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yogunlugunda belirgin artis olmamasinin muhtemel nedeni subkonjonktival
enjekte edilen kok hicrelerin  korneaya g6¢ edip keratositlere

farklilasamamasidir.

Sonu¢ olarak, IHK analizler FBM ve AdMKH tedavilerinin tek basina
enflamatuar cevabi ve skar olusumunu azalttigini gostermistir. Ancak
polikromatik isik ile kdk hiucre uygulamasi beraber yapildiginda, muhtemelen
fototerapi AdMKh’lerin olumlu etkilerini daha da arttirmis, kornea yara
iyilesmesinde enflamasyonu ve skar olusumunu azaltmada en iyi sonug elde

edilmigtir.

Calismamizda birgok galismada kanitlandigi Gzere kdk hicre terapisinin yara
iyilesmede olumlu katkisi oldugu goésterilmistir. Mezenkimal kok htcreler
kornea hastaliklarinda terapotik etkinliklerini 2 mekanizma Uzerinden
gerceklestirmektedir; (1) Mezenkimal kok hlcrelerin korneada keratositlere
farkhlasmasi, (2) Korneada parakrin etki (sekretomlar (sitokin ve kemokinler)
ve hucre digi matriks bilesenleri salgilayarak) ile anti-enflamatuar etki ve

immun modilasyonu saglamasi [103].

Bazi galismalarda direk stromaya enjekte edilmeyip sadece subkonjonktival
enjeksiyon yolu ile uygulanan koék htcrelerin korneadaki yara bolgesine gog
edip keratositlere farklilagsarak yara iyilesmeye katki sagladigi da gosterilmistir
[10]. Mezenkimal kok hucreler tercihen yaralanan bolgeye yanasip oraya go¢
etmektedirler [189]. Yaralh bodlgeye bu yonelme, MKH'lerin sistemik
uygulamasinda trofik faktérlerin ve hicre digi matriksin yara bdlgesine
salinmasini kolaylagtirmaktadir [190]. Arastirmalar MKH'lerin hasarli U¢
kornea hlcre katmanina (epitel, stroma ve endotel) da géc¢ ettigini gostermistir
[106, 191, 192]. Demirayak ve ark. penetran kornea yaralanmasinda iyilesmeyi
arttirmak icin 6n kamaraya yesil floresan proteini isaretli kemik iligi MKH ve
AdMKH’leri enjekte ettikten 8 hafta sonra kornea epiteli, stromasi ve
endotelinde isaretli kok hicrelerin oldugunu gdstermistir [151]. Shukla ve ark.
MKH'lerin okuler yuzey dokularina migrasyonunu arastirmak icin MKH’leri
kuantum noktalari (QDs) ile in vitro olarak isaretlemis ve kornea hasari
sirasinda topikal olarak, subkonjonktival, intraperitoneal veya intravenoz

enjeksiyon yoluyla uygulamistir [10]. imminohistokimyasal analizde, isaretli
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MKH'lerin subkonjonktival veya intraventz enjeksiyonunu takiben 4. gunde
hem korneada hem de konjonktivada oldugu izlenmistir. Bu tez ¢alismasinda
da 30. glnde eksize edilen kornealarda BrdU isaretli AdMKH'lerin varhdi
incelenmistir. immunohistokimyasal analizde, BrdU pozitif kontrol bagirsak
kesitinde BrdU pozitif hiicreler izlenirken, kék hicre uygulanan AAdMKH ve
FBM + AdMKH gruplarinin kornealarinda BrdU pozitif htcrelerin bulunmadigi
izlenmigtir (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. Deney gruplarina ait kornea kesitlerinde BrdU IHK boyamasi (A)
Pozitif kontrol grubu (B) Negatif kontrol grubu (C) FBM grubu (D)
AdMKH grubu (E) FBM + AdMKH grubu (F) Kit icerisinde mevcut
olan BrdU pozitif kontrol bagirsak kesiti. BrdU pozitif hiicreler (4),
(DAB-Hematoksilen, 400X buyutme).

Bu sonug, subkonjonktival enjeksiyonla uygulanan AdMKH'lerin terapotik
etkisinin, AdMKH'lerin korneaya goc¢u olmadan parakrin faktorlerinin (sitokinler

ve blyume faktorleri) salinmasi yoluyla oldugunu géstermektedir.
4.3.5. Kornea Dokularinda Gen Ekspresyonu

immiinohistokimyasal sonugclari dogrulamak icin RT-PCR analizi yapilmistir.
Negatif kontrol grubundaki COL1 ve COL3'lin goreceli ekspresyon seviyeleri
saglikli kornealardan anlamh derecede yuksektir (p<0,001) ve ADMKH, FBM
ve AdMKH + FBM gruplarinda COL1 ve COL3 duzeyleri NK grubuna gore
anlamli bir azalma gdstermistir (sirasiyla; p<0,01, p<0,01, p<0,001) (Sekil
4.18.). a-SMA'nin goreceli mMRNA ekspresyonu, NK grubunda en yiksek ve
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FBM, AMKH ve FBM + AdMKH gruplarinda NK grubuyla kargilastirildiginda
anlamli olarak daha az bulunmustur (p<0,0001) (Sekil 4.18.). Benzer sekilde,
NK grubuyla karsilastirildiginda tim tedavi gruplarinda IL-18'nin mRNA
ekspresyonunda anlamli bir azalma izlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.18.).
Bununla birlikte, IHK boyama degerlendirmesinin aksine, kornea dokularinda
keratokan ve TGF-B1'in mRNA ekspresyonunda dikkate deger bir degisiklik
izlenmemigtir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. Yaralanma sonrasi 30. gunde kornea dokularinda COL1, COL3, a-
SMA, TGF-B1, KERA ve IL-1B i¢cin RT-PCR ile kantitatif gen
ekspresyon analizleri. Sonuclar, B-aktin'e gore kat degisimi olarak
hesaplanmistir ve grafikler, ortalama = SD (4-5 hayvan/grup) olarak
temsil edilmektedir. Negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve ****p<0,0001.
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4.3.6. Polikromatik Isigin Kornea Endoteli, Lens ve Retina Uzerindeki
Etkisi

Polikromatik isik ile tedavi edilen siganlarin lens ve retina dérneklerinin histolojik
analizi, polikromatik 1s1gin sigan gozlerinin lensi ve retinasi Uzerinde olumsuz
bir etkisi olup olmadigini arastirmak icin yapilmistir. Lens lifleri normal
gorinimde birbirine paralel uzanmaktadir ve katarakt benzeri degisiklikler
gorilmemistir (Sekil 4.19. A). Retina dokusundaki hicre cekirdekleri ve
hlcreler arasi baglantilar saglamdir ve retinanin gok katmanh yapisi dizgtn
olarak izlenmistir (Sekil 4.19. B). Yalnizca polikromatik 1s1gin uygulandigi sigcan
kornealarinin  TEM  goruntilemesinde, Descemet membran-endotel
kompleksinde herhangi bir olumsuz etki goériimemistir. Stroma ve endotel
arasinda Descemet membrani homojen ve devamli olarak izlenmistir. Endotel
hlcresinin yassi okromatik ¢ekirdedi ve sitoplazmasinda cgesitli boyutlarda
pinositotik veziklller gortlmustur (Sekil 4.19. C).

Lens Retina Endotel

[
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Sekil 4.19. H&E ile boyanmis FBM grubuna ait lens (A) ve retina (B) gorintuleri
(400X buyutme). FBM grubuna ait endotelin (C) TEM gorintisi
(3000X buyutme). SLT; sinir lifi tabakasi, GHT; gangliyon hucre
tabakasi, IPT; i¢c pleksiform tabaka, INT; ic nikleer tabaka, DPT;
dis pleksiform tabaka, DNT; dis nUkleer tabaka, FRT; fotoreseptor

tabaka.

Tez galismasinda, polikromatik 1sik tedavisinde her seansta 4,6 J/cm? eneriji
yogunlugu uygulanmistir. Mevcut uluslararasi standartlara gore, gozu bu enerji
yogunluguna sahip dusuk seviyeli bir lazere maruz birakmak optik bir tehlike
olusturmamaktadir [193]. Gopalakrishnan ve ark. P23H transgenik sigan olan
retinitis pigmentosa modelinde NIR (830 nm) FBM tedavisinin mitokondriyal

metabolik durumu koruyacagi ve fotoreseptor kaybini azaltacagi hipotezini test
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etmistir [194]. P23H sigan yavrulari, dogum sonrasi 10. gunden 25. gune kadar
bir LED kaynagi kullanilarak 830 nm isik ile 180 s boyunca toplamda 4,5 J/cm?
enerji yogunlugu ile tedavi edilmistir. Tedaviden 1 ay sonra tedavi almayan
gruba kiyasla FBM ile tedavi edilen hayvanlarda retinanin metabolik durumu,
fonksiyonu ve morfolojisi korunmustur. Sonuc¢ olarak, FBM tedavi almayan
hayvanlarda goérilen mitokondriyal solunum zincirinin oksidasyon durumunun
bozulmasina karsi koruma saglamigtir. Ayrica tum siganlarda, klinik muayene
ve histolojik analizlere gore okuler ortamin (kornea, lens, vitreus) saydamhgi
korunmustur. Daha da 6nemlisi, 830 nm FBM'den sonra normal, etkilenmemis
retinada hasar olduguna dair bir kanit bulunamamistir [194]. Tez ¢alismasinda
da 4.6 J/cm? enerji yogunlugu kullanilmistir ve sigan kornealarina uygulanan
polikromatik 1s1gin TEM ve histopatolojik analizlere gore sigan lensi, retinasi
ve endotelinde hasara neden olmadigi ve guvenilir bir uygulama oldugu

gOsterilmigtir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez calismasi kapsaminda kornea yara iyilesmesinde sigcan kornea
yara modeli kullanilarak subkonjonktival AMKH enjeksiyonu ve polikromatik
IStk kaynagi ile FBM tedavilerinin tek bagina ve birlikte uygulamasinin kornea
saydamhgi ve hucre digi matriks organizasyonu uzerindeki terapotik etkinligi
ve guvenirligi degerlendirilmistir. Tez ¢alismasi, polikromatik 1s1k ve hucre
terapisinin kornea yara iyilesmesinde, tek basina AAMKH veya tek basina
FBM tedavisi uygulamasina goére daha fazla terapdétik etkisi olabilecegi hipotezi
tzerine kurulmustur. ilk olarak basarili bir sekilde siganlardan allojenik AAMKH
izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir. ikinci asamada, elmas uglu tur
araciligiyla epitel ve anterior stromanin mekanik debridmani ile basarili bir
sekilde kornea opasite modeli olusturulmustur. Uglincl asamada uygulanan
FBM tedavisinin suresi ve enerji dozu igin optimizasyon ¢alismalari yapilarak
tedavi parametreleri olusturulmustur. Dordinci asamada kornea skari
olusturulan sicanlar 4 tedavi grubuna ayrilmigtir ve tedavi gruplarina gore
allojenik sigan AdMKH'lerinin subkonjonktival enjeksiyonu ve polikromatik 11k
kaynagi ile FBM tedavisi gergeklestiriimigtir. Son asamada, yaralanmanin 10.
ve 30. gununde korneada opasite ve neovaskularizasyon olusumu yarikli
lamba muayenesi ile degerlendirimis ve kornea kalnhigi OS-OKT ile
Olgcllmustir. Tum siganlara 30. ginde 6tenazi uygulandiktan sonra kornealar
eksize edilip histolojik degerlendirme, IHK boyama, RT-PCR ve TEM ile analiz

edilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

e KOk hlcre karakterizasyonu igin yapilan akis sitometri analizinde, yuzey
belirteclerinden CD44, CD29 ve CD90’nin oranlari sirasiyla %88,9, %87,9
ve %86,8 ve |0kosit hicre belirtecleri olan CD11b ve CD45’in oranlari da
sirasiyla %0,2 ve %0,3 olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak izole edilen

hacrelerin AMKH'ler oldugu gosterilmistir.

e Polikromatik 151k uygulamasinin optimizasyon c¢alismasina goére standart
tedavi protokolu korneaya 30 cm mesafeden ve 2 dk boyunca polikromatik
Isik uygulanmasi seklinde glncellenmis ve bdylece her tedavi seansinda

toplam 4,6 J/cm? doz enerji uygulanmigtir. Ardisik 3 FBM seansi 1 giin
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arayla (abrazyon sonrasi epitel iyilesmesini gdéz 6nine alarak 3., 5. ve 7.

gunlerde) gergeklestiriimistir.

Yarikli lamba mikroskobu ile degerlendirmede KOS degeri tum tedavi
gruplarinda (FBM, AdMKH, FBM + AdMKH) NK grubuna goére anlaml
olarak azalmistir. Kornea neovaskularizasyonu AAMKH ve FBM + AdMKH
gruplarinda NK grubuna goére anlamli azalmistir, ancak FBM grubundaki

degisim NK grubuna benzer bulunmustur.

On segment OKT ile dlglilen MKK degeri tim tedavi gruplarinda NK
grubuna kiyasla daha disik bulunmustur. Pozitif kontrol grubuna en yakin
olan ve en dusuk ortalama MKK degerine sahip FBM + AMKH uygulanan
gOzler olmasina ragmen diger tedavi yontemleri ile arasinda anlamli fark

gorilmemigtir.

Tum tedavi gruplarinda yapilan TEM gorintileme ve H&E boyama
degerlendirmesinde NK grubuna gore epitel ve stroma mimarisinin daha iyi
oldugu, enflamatuar hticre, yeni damar olusumu ve skar varhdinin azalmig
oldugu izlenmistir. Tedavi gruplari kendi icinde kiyaslandiginda; FBM ve
AdMKH tedavilerinin tek basina uygulanmasina kiyasla polikromatik 1sik ile
birlikte uygulanan koék hicre tedavisinin kornea opasitesinde ve
neovaskularizasyonunda belirgin azalmaya neden oldugu ve vyara

iyilesmesinde en iyi sonucu sagladigi gérulmastir.

Hasar sonrasi artmis COL1 sentezi AMKH ve FBM + AdMKH gruplarinda
NK grubuna goére anlamli azalmistir. Yaralanma sonrasi artmig COL3

sentezi ise sadece FBM + AAMKH grubunda anlamli olarak azalmistir.

Tedavilerin anti-enflamatuar etkisini arastirmak igin TGF-p1 ve IL-1 varhigi
incelenmigtir. Adipoz doku kaynakhh MKH ile FBM birlikte uygulandiginda
TGF-B1 yogunlugu hem NK hem de FBM grubuyla karsilastirildiginda
anlamli olarak daha duguk bulunmustur. Negatif kontrol grubuna gore TGF-
B1 degerinde anlamli azalma sadece FBM + AdMKH grubunda izlenmisgtir.
Adipoz doku kaynakli MKH ile FBM birlikte uygulandiginda IL-1p dlzeyi NK,
FBM ve ADMKH gruplarina kiyasla anlamli olarak daha duguk bulunmustur.
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Sonu¢ olarak enflamasyonu baskilamada en iyi sonu¢ FBM + AdMKH

grubunda elde edilmisgtir.

Skar olusumunu degerlendirmek igin miyofibroblastlara gecisi gosteren a-
SMA incelenmistir ve tum tedavi gruplarinda o-SMA dizeyinin, NK
grubundaki kornealara kiyasla anlamli olarak daha dusUk oldugu
gorulmustir. Fotobiyomodulasyon ile AMKH birlikte uygulandiginda, a-
SMA yogunlugu tek basina FBM tedavisine gore anlamli olarak daha dusik

bulunmustur.

Saydam kornea igin dnemli bir biyobelirte¢ olan keratokanin yogunlugu
polikromatik 11k uygulamasiyla NK grubuna gore artmis olsa da hala
saglikh korneadaki yogunluga ulasamamistir. Adipoz kaynaklh MKH ve
AdMKH ve FBM kombinasyonu ile tedavi edilen kornealarda keratokan

duzeyi saglikh kornealarinkine benzer bulunmustur.

Eksize edilen kornealara kok hiicre gégunin varhgini arastirmak igin eksize
edilen kornealarda BrdU isaretli AdMKH'lerin varhgini incelenmigtir ve
AdMKH ve FBM + AdMKH gruplarinin kornealarinda BrdU pozitif hiicrelere
rastlanmamistir. Bu sonug, subkonjonktival enjeksiyonla uygulanan
AdMKH'lerin terapétik etkisinin, parakrin faktorlerinin salinmasi yoluyla

oldugunu gostermektedir.

Gergek zamanli PCR ile yapilan analizde COL1, COL3, IL-18 ve a-SMA'da
tiim tedavi gruplarinda NK grubuna gére anlamli azalma olmustur ve IHK
analizine benzer sonuclar elde edilmisti. Ancak IHK boyama
degerlendirmesinin aksine, kornea dokularinda keratokan ve TGF-B1'in

MRNA ekspresyonunda dikkate deger bir degisiklik izlenmemisgtir.

Uygulanan polikromatik 1g1gin guvenirligini degerlendirmek icin H&E
boyama ile sigan lensi ve retinasi, TEM ile sican endoteli incelenmisgtir.
Sigan kornealarina uyguladigimiz 4,6 J/cm? enerji yogunlugundaki
polikromatik 1s1gin TEM ve histopatolojik analizlere gore si¢an lensi, retinasi
ve endotelinde hasara neden olmadigi ve guvenilir bir uygulama oldugu

gOsterilmigtir.
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Sunulan tez g¢alismasi kornea hasarini takibpen AdMKH'lerin subkonjonktival
enjeksiyonunun kornea opasitesi, kalinhgi, fibrozisi ve enflamasyonunu énemli
Olclde azaltarak kornea rejenerasyonunda etkili oldugunu gostermigtir.
Tedavinin etkinligini arttirmak icin AAMKH uygulama sikligi ve/veya uygulanan
kOk hucre sayisinin ileri calismalarla optimize edilerek kullaniimasi

onerilmektedir.

Literatir arastirmalarina gore bu tez calismasi, mekanik kornea yara
modelinde FBM'nin AdMKH uygulamasina karsi etkinligini karsilastiran ve
ayni zamanda bu tedavilerin birlikte kullaniminin etkisini arastiran ilk
calismadir. Klinik gézlem ve doku analizi ile elde edilen verilere gore AAMKH
tedavisine benzer sonuclar elde edilen FBM tedavisinin, kornea doku
rejenerasyonunda kok hicre tedavisine guvenli bir alternatif tedavi olanagi
sunabilecegi degerlendirilmigtir. Calismada uygulanan FBM tedavi protokoli
ile faydali sonuglar elde edilmis olsa da terapdtik etkinligi arttirmak icin
optimizasyon ¢alismalarinin yapilmasi nihai tedavi protokolunun belirlenmesi
acisindan uygun olacaktir. Bununla birlikte gelecekteki FBM ¢aligmalari icin bu

calismanin iyi bir referans protokoll olusturacadi dastnulmektedir.

Sonug olarak, bu tez galismasi in vivo goérunttleme ve in vitro doku analizleri
ile, polikromatik 1sik ile uygulanan FBM tedavisinin kornea doku
rejenerasyonunda etkili ve guvenli oldugunu ve kornea hastaliklarinda
potansiyel bir tedavi olarak degerlendirilebilecegini gostermistir. Ayrica kornea
yara iyilesmesinde FBM tedavisinin, AMKH ile birlikte kullaniminda htcre

temelli rejeneratif tedavilerin etkinligini de arttirabilecegi gosterilmistir.
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