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KISALTMALAR

:“ATP-binding cassette sub-family G member 2 (ATP baglanan tasiyici
protein G2)

:“Breast cancer resistance protein-1"" (Meme kanseri direng proteini-1)

: Bromodeoksoiiridin

:“Dulbecco's Modified Eagle Medium” (Dulbecco’nun modifiye Eagle
Soliisyonu)

: Etilen diamin tetra asetik asit

:“Epidermal growth factor” (Epidermal biiytime faktorii)

: Ham’s F12 Soliisyonu

:“Fetal bovine serum” (Fetal sigir serumu)

: Floresan kanali—1

: Floresan kanali-4

:“Forward scatter” (ileri sag1lim)

: Gegici ¢coglan hiicre

: “Hank's Buffered Salt Solution” (Hank’in dengeli tuz soliisyonu)

: Limbal epitelyal kripta

: Limbal kok hiicre

-“Mitotracker deep red”

“Nerve growth factor” (Sinir biiylime faktorii)

-“Phosphate buffered saline” (Fosfatla tamponlanmis salin)

: P glikoprotein

: Propidium iodid

- Penisilin-Streptomisin

:“Supplemental Hormonal Epithelial Medium” (Zenginlestirilmis insan
Epidermal Ortami)

:“Side scatter” (Yana sagilim)

: Tirozin kinaz reseptor A

: Yan popiilasyon
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LIMBAL KOK HUCRELERIN IN VITRO KOSULLARDA URETILMESI VE
KARAKTERIZASYONU
Okiiler Yiizey Kok Hiicre Tanimlanmasinda Yeni Bir Boya: “Mitotracker Deep Red”

OZET

Giiniimiizde, limbal ve konjunktival epitelyal kok hiicrelerin izole edilmesinde flow
sitometrik yontemlerin kullanilmas:1 giderek yayginlasmaktadir. Bu flow sitometrik
yontemlerin 6nde gelenlerinden bir tanesi, DNA’ya baglanan bir boya olan Hoechst 33342
boyasi kullanilarak, kok hiicrelerin ayrigtirilmasidir. Okiiler yiizey kok hiicreleri, sahip
olduklart Adenozin trifosfat kaset baglayici tasiyicisinin G2 alt tipi (ABCG2) sayesinde, bu
boyay:r hiicre disina atabilmektedirler. Bu hiicre disina atim kapasiteleri kullanilarak, diger
hiicrelerden  ayristirilabilen  kok  hiicreler, literatirde yan  popiilasyon  olarak
adlandirilmaktadir. Kok hiicrelerdeki ABCG?2 tasiyicist tarafindan, Hoechst 33342 boyasinin
hiicre disina atilim1 sayesinde, bu boyanin hiicre i¢inde birikmesi ve DNA’nin igine girmesi
onlenmektedir. Hoechst 33342 boyasi ultraviyole lazer (UV) ile uyarilmaktadir. Kok
hiicrelerin ayristirilmasinda kullanilan bu yontemde, Hoechst 33342 ile uzamis inkiibasyon ve
UV kullanilmas: gerekmektedir. Bu iki 6zellik de yontemin en 6nemli dezavantajlarindan

olup, hiicrelerde DNA hasarina yol agabilmektedir.

Bu calismada, okiiler yiizey epiteli kok hiicre segilmesinde, bir ABC tasiyicisi ile
tasinan ve 633 nm’de uyarilan “Mitotracker deep red” (MTDR) boyasini, Hoechst 33342
boyasina alternatif yeni bir boya olarak tanimladik. Bu boya, DNA yerine mitokondride
birikmekte, uygulamasi ¢ok kisa bir inkiibasyon siiresine ihtiya¢ duymakta ve genisletilmis
bir YP secilmesine olanak saglamaktadir. Bu boyanin kullaniminda, gerek UV lazer
ithtiyacinin olmamasi, gerekse boyanin DNA’da birikmemesi nedeniyle hiicrelerde meydana
gelebilecek DNA hasar riski azalmaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde, onciil hiicreler ile ileride
yapilacak klinik uygulamalarda, genetik materyal hasarina bagl olusabilecek istenmeyen

etkilerden korunmada 6nem tasiyacaktir.



Kok hiicre fenotipi ile uyumlu olarak, MTDR bakimindan diisiik boyanma gosteren
(MTDR dusuk) hiicreler, yiiksek oranda, sessiz fazdaki hiicreleri kapsamaktadir. 3T3 hiicreleri
iizerinde yapilan klonal caligmalar, bu hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerinin, hiicre
dongiisiinde sessiz konumda bulunmalarindan, negatif olarak etkilendiklerini gostermektedir.
Okiiler yiizey kok hiicrelerinin, hiicre i¢i ve hiicre dis1 kontrol mekanizmalarinin anlagilmast,
bu hiicrelerin, okiiler yiizey rekonstriiksiyonu amaciyla kullanilmasinda gelismelere imkan

saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Limbal kok hiicre, “Mitotracker deep red”, Yan popiilasyon.



CHARACTERIZATION AND IN VITRO PROLIFERATION OF
LIMBAL STEM CELLS
A New Dye for Identification of Ocular Surface Stem Cells: Mitotracker Deep Red

ABSTRACT

In recent years, flow cytometric techniques are used more widely for isolating limbal
and conjunctival epithelial stem cells. Hoechst 33342 is one of the dye for this purpose.
Limbal and conjunctival epithelial stem cells transport out (efflux) the DNA binding dye
Hoechst 33342 by using their G2 subtype Adenosine triphosphate Binding Cassette
transporter (ABCG2) and are isolated by flow cytometry as side population (SP) cells.
Transport prevents the dye from accumulating in the cell and intercalating with DNA.
Unfortunately, SP sorting requires prolonged incubation with Hoechst 33342 and excitation

with a UV laser, features that may lead to DNA damage.

We have now identified a new ABCG2 substratum, Mitotracker deep red (MTDR)
that can be used for SP cell isolation, instead of Hoechst 33342. MTDR is excited at 633 nm,
accumulates in the mitochondria, not DNA, it’s application requires very short incubation and
allows the collection of an expanded SP. These properties will prevent genetic material

damage in clinical uses of stem cells in the future.

Consistent with the stem cell phenotype, these low Mitotracker deep red dye staining
(MTDR '™ ) cells incorporate a high proportion of cells in the quiescent, GO state. Clonal
studies on feeder 3T3 cells demonstrate that the clonal efficiency of these cells, essential to
initiate to growth limbal stem cells for ocular reconstruction is affected by their cell cycle
status. Understanding intracellular and extracellular control mechanisms of ocular surface

stem cells will potencially improves the usage of these cells for ocular reconstruction.

Key words: Limbal stem cell, Mitotracker deep red, Side population.



GIRIS VE AMAC

Okiiler yiizey, goziin dis ortamla ilk temas eden boliimii olup, iistte ve altta kapak
kenari cildi ile sinirlanan tiim mukozal epiteli kapsamakta ve kornea epiteli, konjunktiva

epiteli ve aradaki gegis zonu olan limbus bolgesinden olugsmaktadir (1)

Limbal bolgenin ciddi hasarlanmasi ile kornea epitelinin konjunktiva epiteline
dontistimiiniin, kalict korneal epitel defektleri, korneal opaklasma ve gérme kaybi ile
sonuglandigi bilinmektedir (2). Limbal kok hiicre yetmezligi yapan nedenler, primer ve
sekonder nedenler olarak ikiye ayrilmaktadir. Klinikte, sekonder nedenler, genetik faktorlerin
etiyolojide rol oynadig1 primer nedenlerden daha sik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Primer
limbal kok hiicre yetmezligi nedenleri arasinda, aniridi ve konjenital eritrokeratodermi yer
alirken; sekonder limbal kok hiicre yetmezligi nedenleri arasinda, termal, kimyasal yaniklar,
ultraviyole (UV), iyonizan radyasyon, kontakt lens kullanimi, prezervan madde toksisitesi ve

skatrisyel okiiler yiizey hastaliklar1 sayilabilir (3).

Limbal kok hiicre yetmezligi tedavisinde, cesitli yaklagimlar bulunmaktadir. Bunlar
arasinda, otolog ve allogreft limbal greft transplantasyonlarinin yan sira, gliniimiizde giderek
onem kazanan kiiltiire edilmis limbal kok hiicre transplantasyonu yer almaktadir (4).
Giliniimiizde, limbal transplantasyon ve/veya amniyotik membran transplantasyonu, okiiler
yiizey rekonstrilkksiyonunda siklikla kullanilan yontemlerdendir. Bu yontemlerin, yeterli
kornea dondrii elde edilememesi, allograft rejeksiyonu ve greft basarisizligi gibi ciddi
sorunlart bulunmaktadir. Her ne kadar bir¢cok farkli cerrahi yontem bulunsa da, ciddi limbal
kok hiicre yetmezligi olan hastalarda, 6zellikle de bilateral vakalarda, halen etkili bir tedavi

yontemi mevcut degildir (5).

Tim bu bilgilerin 15181nda, limbal kok hiicrelerin in vitro kiiltiirii gibi yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi, kaginilmaz hale gelmistir (6-7). Bu yeni tedavi yaklagimlart,
klinik uygulamalarda yer almaya baslamigssa da, biyolojik arka planlari, halen net olarak

bilinmemektedir. Ozellikle limbal kok hiicre karakteri ve limbal mikro ¢evre, giiniimiiz limbal
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kok hiicre galigmalarinin en 6nemli arastirma konularindandir (5). Limbal kok ya da diger
adiyla Onciil hiicrelerin, kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi, direkt transplantasyonda
kullanilmasimin yami sira, ileride bu hiicrelere yapilacak gen transferlerinde, dolayisiyla

kornea hastaliklarinda gen tedavilerinin uygulanmasinda da 6nemli rol oynayacaktir.

Kok hiicreler, ¢ogunlukla asimetrik hiicre boliinmesine girerek, kendi kendini
yenileyebilme yetenegini koruyabilen, 6zellikli hiicrelerdir. Kok hiicrelerin bir alt grubu olan
embriyonik kok hiicreler, blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden gelisen ve viicuttaki ¢ogu hiicreye
kaynak olusturan hiicrelerdir. Bir diger kok hiicre alt tipi olan eriskin kok hiicreler ise, sadece
tek tip hiicreye doniisebilen hiicreler olup, kendini yenileyebilme yetenegine sahip eriskin
dokularinda bulunmaktadir (8). Kok hiicrelerin karakteristik ozellikleri arasinda; zayif
diferansiye olmalari, sitoplazmalarinin ilkel yapida olmasi, kendini yenileme kapasitelerinin
yiiksek olmasi, bulunduklari organizmanin yasama siiresiyle esit Omiirlii olmalari, yavas
dongiilii olmalar1 ve 6zel hiicre boliinmesi gecirmeleri sayilabilir (9). Limbal kok hiicreler,
boyutlarinin  kii¢tikliigii, diferansiyasyon isaretleyicilerini eksprese etmeme ve yiiksek
¢ekirdek/sitoplazma oranina sahip olma gibi ozellikleri ile viicuttaki diger eriskin kok

hiicrelerine benzerlik gostermektedir (10-12).

Kok hiicrelerin izole edilebilmesinin saglanmasinda en 6nemli konulardan biri, uygun
hiicre membran antijenlerinin tanimlanmasi ile birlikte floresanla bagli antikorlarla immiin
boyamalarin yapilabilmesi ve floresan ile aktive edilmis hiicre ayirma yoOnteminin

kullanilabilmesidir (13).

Gilinliimiizde, hematopoetik kok hiicrelerin tanimlanmasi ve izolasyonunda cesitli
yontemler kullaniliyor olmasina ragmen, epitelyal sistemlerde kok hiicre i¢in tanimlayici

isaretleyiciler halen tartigsmalidir.

Kok hiicrelerin ayristirilmasinda, bir DNA boyas1 olan Hoechst 33342 boyasinin
kullanilmasi, alternatif bir yontemdir. Bu boya, hiicrede DNA’ya baglanarak, hiicrenin DNA
icerigi hakkinda bilgi vermektedir. Serbest konumda boya, 465 nm’de fléresan yayma 6zelligi
gostermektedir. DNA’ya bagli konumda ise, hiicrelerde sikica paketlenmis Hoechst 33342

molekdilleri arasindaki elektronik etkilesimler, 675’nm de ikincil bir yayilima Onciiliik
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etmektedir. 1996 yilinda Godell (14), fare hematopetik kok hiicreleri ile yaptig1 bir ¢aligmada,
bu hiicrelerin, Hoechst 33342 boyasini, hiicre membranindan disa atim kapasitelerinin
bulundugunu tespit etmistir. Bu hiicreler, kirmizi ve mavinin iki boyutlu grafik gériintiisiinde,
solda yerlesen ve DNA igerigi bakimindan GO/G1 hiicre fazinda yer alan, canli somatik
hiicrelerin kuyrugunda yer almaktadir. Bu yerlesimleri nedeniyle yan popiilasyon (YP) ismi
ile tanimlanmiglardir. Bu YP hiicreleri, bir¢ok eriskin dokusunda, kok hiicre karakteristigi
gosteren hiicrelerdir. YP hiicrelerinin, yani kok hiicrelerin, bu azalmisg boya tutulumu, sahip
olduklar1 Adenozin trifosfat Kaset Baglayici tastyict siiper ailesine mensup olan, ¢oklu ilag
diren¢ geni ve meme kanseri direng proteini (Berpl/ABCG2) sayesinde gerceklesmektedir
(13-15).

Gilinitimiizde limbal ve konjunktival epitelyal kok hiicreler de, hiicre membranlarinda
yerlesen ABCG2 tasiyict proteini sayesinde, Hoechst 33342 boyasini hiicre disina atim
kapasiteleri kullanilarak, flow sitometri ile yan popiilasyon olarak izole edilebilmektedir (14—
17).

Arastirmalarda agikliga kavusturulmaya calisilan bir diger 6nemli konu da, izolasyonu
yapilan YP, yani kok hiicrelerin, kiiltiir ortamindaki davramslarinin incelenmesidir. izole
durumdaki kok hiicreler, diger hiicrelerden farkli olarak, genellikle gerekli hormonal sinyaller
saglandiginda ¢ogalmaya baslayabilmektedir (18). Hiicrenin, kok hiicre fenotipine yakinligi,
cogalarak koloni yapmaya basladiginda, uzamis lireme yetenegini belirlemektedir. Belirli bir
popiilasyonun, kok hiicre acisindan durumunu degerlendirmede, koloni olusturma
ozelliklerinin incelenmesi, baglangic donem koloni yapma yetenegine gore daha giivenilirdir.
Bu koloni olusturma &zellikleri, hiicrenin biiyiik ve siki bir koloni yapmak i¢in ¢ogalmaya
devam edebilirligini ve tekrar hiicrelere ayristirilip kiiltlir ortamina ekildikten sonra bile, yeni

koloniler yapabilecek yetenege sahip olmasini kapsamaktadir.

Okiiler ylizey kok hiicrelerinin tanimlanmasi, bu hiicrelerin kiiltiir ortaminda
cogaltilmasi, direkt transplantasyonda kullanilmasi ve ileride muhtemel gen tedavilerinde

uygulanmasi konularinda, anahtar rol oynamaktadir.

Kok hiicrelerin  karakterizasyonu amaciyla, metabolik olarak durumlarinin

tanimlanmas1 da, yine gilinlimiizde 6nemli arastirma konularindandir. Bu amagla, bir ¢ok
6



degisik mitokondriyel boya kullanilmaktadir. Bu mitokondriyal boyalarin basinda, Rhodamin
123 boyast gelmektedir. Floresan 6zellikteki Rhodamin 123 boyasi, 505 nm’de uyarilmakta,
534 nm’de yayilim yapmaktadir. Bu boya, canli hiicrelerde mitokondrilerin belirlenmesinde
kullanilan bir boya olup, mitokondride birikir ve hiicre aktiflestikce yogunlugu giderek artar
(19). Rhodamin 123 boyasi ile hematopoetik hiicre popiilasyonlarinda yapilan ¢alismalarda,
ilging olarak bu boyanin da Hoechst 33342 boyast ile benzer sekilde kok hiicre
belirlenmesinde kullanilabilir oldugu tespit edilmistir. Bu 6zellik, hematopoetik hiicrelerin
sahip oldugu coklu ila¢ direng genlerinden P-glikoprotein (Pgp) ile iliskili olup, kodladig1
tastyict protein, hiicre membraninda yer almaktadir ve Rhodamin 123’tin hiicre digina
atilimini1 saglamaktadir (20). Ancak bu tasiyicinin, insan okiiler yiizey epitel hiicrelerinde yer

almadig1 gosterilmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ erisim numarast GSE5543). Bu

boyanin mitokondriye baglanmasi, mitokondriyal membran potansiyeline bagimlidir ve
mitokondriyal membran potansiyelinin ortadan kalkmasi ile beraber boya, mitokondri i¢

membranina baglanamaz hale gelmektedir (21).

Rhodamin 123 boyasindan farkli olarak, mitokondriyel membran potansiyeline bagl
olma ve potansiyelin kaybi ile kolayca yikanma gibi dezavantajlara sahip olmayan bir baska
mitokondriyel boya ise “Mitotracker deep red” (MTDR) boyasidir. Membran potansiyelinden
bagimsiz olarak ¢alisan bu boya, 6zellikle spermatozoalarin motilitelerini degerlendirmede ve
mitokondriyal aktivitelerinin gozlenmesinde kullanilan bir boyadir. Bu boya, 633 nm’de
uyarilir ve 665 nm’de yayilim yapar, hiicre membranini1 diflizyonla gecer ve mitokondride
birikir. Icerdigi klorometil grubu sayesinde, fiksasyon yapilan &rneklerde bile &lgiim ve

degerlendirme yapma imkani saglar (22).

Bu ¢alisma ile amacimiz, okiiler yiizey epiteli kok hiicrelerinin karakterizasyonunun
ve izolasyonun yapilmasi ile birlikte, ileride kok hiicrelerin klinik kullanimlarina yonelik
caligmalara Onciiliik etmektir. Bu amagla Hoechst 33342 boyasi ve flow sitometrik yontemler
kullanilmigtir. Ayrica, kok hiicrelerin metabolik olarak sessiz ya da yar1 sessiz fazda olduklari
bilgisi 1s181nda, mitokondriyal boyalarin kullanimi, béylece okiiler yilizey kok hiicrelerinin
metabolik aktivitelerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amacla, Rhodamin 123 boyasinin
kullanimi planlanmig olup, bu boyanin mitokondriye baglanmasinin, mitokondriyal membran

potansiyeline bagimli olmasi ve bu membran potansiyelini ortadan kaldiran durumlarda
7
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kolayca yikanmasi nedeniyle, bu dezavantajlara sahip olmayan bir bagska mitokondrial boya

olan “Mitotracker deep red”” kullanimi, ¢alisma planina dahil edilmistir.



GENEL BILGILER

Okiiler yiizey, goziin dis ortamla ilk temas eden boliimii olup, iistte ve altta kapak
kenari cildi ile sinirlanan tiim mukazal epiteli kapsamakta, kornea epiteli, konjunktiva epiteli

ve aradaki gecis zonu olan limbus bolgesinden olugsmaktadir (1).

Kornea epitel tabakasi, total kornea kalinliginin % 10’luk béliimiinii olusturan ve
korneanin dig ortamdan oksijen ve besin almasini saglayan en yiizeyel tabakasidir.
Konjunktiva epiteli, 1-2 hiicre tabakasindan olusmakta, goblet ve epitel hiicrelerini
icermektedir (1,23). Limbus, kornea ile konjunktiva arasinda yer alan, yaklasik 11-12 hiicre
tabakasindan olusan, gegis zonudur. Limbus epiteli, yasam boyu korneal epitelyal
rejenerasyondan sorumlu olan limbal epitelyal kok hiicre olarak bilinen eriskin kok

hiicrelerini igermesi bakimindan, oldukga biiyiik 6neme sahiptir (4,8,24).

1. KORNEA, LIMBUS VE KONJUNKTIiVANIN YAPISI VE HUCRELERI

Korneanin yapisi ve hiicreleri

Kornea, bes tabakadan olusan goziin saydam boliimiidiir (25). Korneanin en dis
tabakasi olan epitel tabakasi, total kornea kalinliginin % 10’luk boliimiinii olusturmaktadir.
D1s ortamdan oksijen ve besinin korneaya gecisinden sorumludur. Kornea epitelinde yer alan
hiicreler; bazal, kanat ve skuamoz hiicrelerdir. Epitel tabakasindan sonra gelen tabaka,
Bowman membran1 olup, bazal membranin hemen altinda yer alan yapidir ve 6n stromanin
aseliiler zonudur. Stroma tabakasi tiim korneal kalinligin % 90’11 olusturan ve Bowman
membraninin altinda yer alan kornea tabakasidir. Avaskiiler bir yapidir ve baslica su ve
kollajen liflerden olugmaktadir. Stromanin altinda yer alan Descement membrani, endotelin
bazal membranidir. Endotel tabakasi, korneanin en i¢ tabakasi olup, endotel hiicrelerinden
olusmaktadir ve stromadan suyu disar1 pompalayarak, korneanin saydam kalmasini saglayan

yapidir (4).

Korneanin {i¢ hiicre tabakasi, mitotik ve kendini yenileme ozellikleri agisindan

incelendiginde, belirgin farklilik gostermektedir. Kornea epitelinde, mitotik 6zelligi olmayan
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suprabazal hiicreleri yenileyen, mitotik Ozellikteki bazal hiicreler yer almaktadir. Stromal
keratositler ise yetiskinde ¢ok az mitotik aktivite gostermektedir. inflamasyon ve yara
iyilesmesi sirasinda, stromal Kkeratositler aktive olarak, fenotipleri fibroblast ve
miyofibroblastlara doniiserek mitotik aktivite gosterebilmekte ve bag dokusu materyali
salgilayarak opak skarlar olusmasina yol agmaktadirlar. Endotel hiicrelerinin ise kendini
yenileme aktiviteleri, kerotositlerden bile daha azdir. Cocukluk ¢agindan sonra boliinme
gostermemektedirler. Endotelyal hasar sonrasi olusan boslugu, kalan hiicreler sekil

degistirerek kapatmaktadirlar (8).

Limbusun yapisi ve hiicreleri

19. ylizyilin baslarinda, limbusun biyomikroskobik incelenmesi sonucunda, burada
gozlenen nadir yapisal ozellik, onceleri radyal seritler olarak adlandirilmis, sonrasinda da

Vogt palizatlar1 olarak isimlendirilmistir (26).

Limbus epiteli, 11-12 hiicre tabakasindan olusmaktadir (4). Limbal bolgede,
Descement membrani kaybolmakta, endotel hiicreleri ise santral korneadan farkli olarak daha
biiylik ve diiz goriiniime sahip olmaktadir (27). Kendini yenileme kapasitesine sahip olan tiim
dokularda, eriskin kok hiicreleri bulundugu varsayimi dogrultusunda, bu ozellige sahip
dokularin arasinda yer alan kornea epitelinin de muhtemel kok hiicrelerinin, limbus

bolgesinde yerlestigi ongoriilmektedir (28).

Konjunktivanin yapisi ve hiicreleri

Konjunktiva epiteli, vaskiilarize bir stroma iizerinde uzanir ve korneadan farkli olarak
organize olmayan, iist iiste gelmis epitel katlarindan olusmaktadir. Konjunktiva epiteli, farkli
sitokeratinler ve miisinler eksprese etmesi ve glikokaliks i¢ermesi ile kornea epitelinden

ayrilmaktadir (29).

Konjunktiva epiteli; bulber, forniks ve gézkapagi olmak iizere {i¢ ayr1 alana ayrilmistir
(30).
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Konjunktival kok hiicrelerin, tiim konjunktivada bazal hat boyunca yayildigi ancak
ozellikle forniks bolgesinde yogunlastigi diistiniilmektedir (31). Bu kok hiicrelerin bipotent
ozelligi oldugu, yani hem goblet hem de goblet olmayan keratinositlere doniisebildigi

gosterilmistir (32).

2-KOK HUCRE TANIMI

Kok hiicreler, ¢ogunlukla asimetrik hiicre bdliinmesine girerek, kendi kendini
yenileyebilme yetenegini koruyabilen, 0Ozellikli hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler
blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden gelisen ve pluripotent 6zellikleri sayesinde, viicuttaki ¢ogu
hiicreye kaynak olusturan hiicrelerdir. Erigkin kok hiicrelerin ise, unipotent ozellikli, bu
nedenle de sadece tek tip hiicreye doniisebilen ve kendini yenileyebilme yetenegi olan eriskin

dokularinda bulunan hiicreler oldugu diisiiniilmektedir (8).

Kok hiicrelerin  karakteristik 6zellikleri arasinda; zayif diferansiye olmalari,
sitoplazmalarinin primitif yapida olmasi, kendini yenileme kapasitelerinin yiiksek olmasi,
bulunduklar1 organizmanin yagsama siiresine muhtemelen esit uzunlukta yasam siirelerinin
olmasi, yavas dongiilii olmalar1 ve 6zel hiicre bdliinmesi gecirmeleri sayilabilir (9). Limbal
kok hiicreler de viicuttaki diger eriskin kok hiicreleri ile boyutlarmin kiigiikliigii,
diferansiasyon isaretleyicilerini eksprese etmemeleri ve yiiksek niikleus/sitoplazma oranina

sahip olmalari gibi ortak 6zellikler gostermektedir (11,12,33).

3-KORNEAL KOK HUCRE VARLIGINA DAIR KANITLAR

Korneanin rejeneratif kapasitesi goz oniinde bulunduruldugunda, kok hiicrelerin
varlig1 ve yerlesim yerlerini tanimlama konularinda, giiniimiize kadar bir¢ok ¢alisma yapilmis

olup, halen bu ¢aligmalar biiyiik bir hizla devam etmektedir.

1944 yilinda Mann (34), tavsan korneasinda, yaralanma sonrasi olusan epitel defektine
dogru limbal bolgeden pigment haraketi oldugunu rapor etmistir. Davanger ve Evensen (25),
limbustan korneaya olan pigment gogiinii tespit etmis ve kok hiicrelerin limbal yerlesimli

olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Costarelis ve arkadaslar1 (35), ilk kez limbus bolgesinde yavas
11



dongiilii hiicrelerin bulundugunu rapor etmislerdir. Schermer ve arkadaslari (36) ise, korneal
epitelyal kok hiicrelerin, limbal bazal epitelde yer aldigini, keratin igcerigi bakimindan, korneal

epitel hiicreleri ile karsilagtirarak gostermislerdir.

Huang ve arkadaslar1 (37), kdk hiicrelerin limbal bazal epitelde yerlesiminden yola
cikarak, limbal bolgenin saglam oldugu ve yerinden kaldirildigi durumlardaki korneal yara
iyilesmesini incelemek amaciyla, deneysel bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alismada, limbal
epiteli kaldirilan tavsanlarin, korneal yara iyilesmelerinde gecikme, tekrarlayan epitel

defektleri, konjunktivalizasyon ve korneada vaskiilarizasyon gelistigini rapor etmislerdir.

Kinoshita ve arkadaslar1 (38) ise, farkli cinsiyetlerdeki tavsanlar arasinda yaptiklar
lameller keratoplasti cerrahisi sonrasinda, postoperatif olarak transplante olan epiteldeki
cinsiyet kromatinini incelemisler ve donér korneal epitel hiicrelerinin zamanla azaldigini,
yerini alict korneal epitel hiicrelerinin aldigini, bunun da sentripedal yolla gergeklestigini

gostermislerdir.
4-LIMBAL KOK HUCRENIN AKTIVASYONU
Kok hiicrelerin aktivasyonu ile ilgili bir¢ok hipotez yer alsa da en ¢ok kabul géren

gorlislerden bir tanesi, limbal niste (mikro c¢evre) yer alan kok hiicrelerin, asimetrik hiicre

boliinmesidir. (Sekil-1)
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Sekil-1: Limbal niste (mikro ¢evre) yerlesim gosteren kok hiicreler, aktivasyon
sonrast asimetrik hiicre boliinmesine gitmektedir. Yavru hiicrelerden kiigiik olani,
lokal ortamda diferansiye olmamis olarak kalirken, digeri diferansiye olmakta ve
migrasyona ugramaktadir. Yavru hiicrenin tekrar mikro ¢evreye donerek kok hiicre
fonksiyonunu iistlenmesinde, mikro ¢evre ile indiiklenen hiicre yenilenmesi gibi
aciklayict  goriisler bulunmakla beraber halen etkili faktorler net olarak

aydinlatilamamustir. (Prof. Dr. J. M. Wolosin’in izniyle)

Bu asimetrik boliinme sonucu, aktivasyon sonrasi diferansiye olmamis yavru hiicre,
limbal bolgede kalarak, gelecekte gerekli durumlarda yeniden kok hiicre rezervini olusturma
gorevini istlenirken, diger yavru hiicre, gecici ¢ogalan hiicreye (GCH) doniiserek, korneaya

ve suprabazal bolgeye dogru yer degistirmektedir (4,39). (Sekil-2)
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Sekil-2: Limbal mikro ¢evrede yerlesim gosteren kok hiicreler, nadir olarak aktive
olmakta ve asimetrik hiicre boliinmesine gitmektedir. Yavru hiicrelerden kiigiik olani,
lokal ortamda diferansiye olmamis olarak kalirken, digeri diferansiye olmakta, once
gecici ¢ogalan hiiceye sonrasinda da terminal diferansiye kornea epitel hiicresine
doniismekte, bu siire¢ icerisinde de aym1 zamanda kornea santraline dogru yer

degistirmektedir. (Prof. Dr. J. M. Wolosin’in izniyle)

Kok hiicreler sahip olduklar1 6zel i¢ karakteristikleri sayesinde, hemostaz ve doku
onarimi sirasinda, hiicre degisimini kontrol edebilmektedirler. Bu 6zellikleri, kok hiicreleri,
daha diferansiye formlar1 olan gegici ¢ogalan hiicrelerden ayirmaktadir. Bu Onemli
karakteristikleri nedeniyle, kok hiicreler genellikle korunakli viicut bolgelerinde yer

almaktadirlar. Limbusta da bu korunakli yer, bazal epiteldir (4).

5-LIMBAL KOK HUCRE YETMEZLIiGIi

Limbal kok hiicre yetmezligi, etiyolojisinde birgok faktoriin yer aldigi, korneanin

gereksinim duydugu rejenerasyon yetenegini kismen veya tamamen kaybederek buna bagh
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konjunktivalizasyon, tekrarlayan epitel bozulmalari gibi sonuglarla karsimiza ¢ikan karmasik
bir patolojidir (40). (Sekil-3)

Sekil-3: Steven-Johnson Sendromuna bagli olarak gelisen limbal kok hiicre
yetmezlikli bir olguya ait fotograf. Agir konjunktivalizasyon, korneanin opaklasmasi ve

belirgin vaskiilarizasyon izlenmekte. (Prof. Dr. Ismet Durak'in arsivinden)

Limbal kok hiicre yetmezliginde etiyoloji

Limbal kok hiicre yetmezligine neden olan durumlar, primer ve sekonder nedenler
olarak ikiye ayrilmaktadir. Klinikte, sekonder nedenler, genetik faktorlerin etiyolojide rol
oynadigi primer nedenlerden daha sik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Primer limbal kdk hiicre
yetmezligi nedenleri arasinda, aniridi ve konjenital eritrokeratodermi yer alirken; sekonder
limbal kok hiicre yetmezligi nedenleri arasinda, termal ve kimyasal yaniklar, UV, iyonizan
radyasyon, kontakt lens kullanimi, prezervan madde toksisitesi, Steven -Johnson sendromu ve
okiiler skatrisyel pemfigoid gibi okiiler yilizeyin skatrisyel hastaliklari, limbal bolgeye
uygulanan cerrahiler ve yaslanma sayilabilir (3). (Tablo-1)
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Primer kok hiicre yetmezligi sebepleri Sekonder kok hiicre yetmezligi sebepleri

Aniridi Termal yaniklar
Konjenital eritrokeratodermi Kimyasal yaniklar
Ultraviyole

Iyonizan radyasyon

Kontakt lens kullanimi

Prezervan madde toksisitesi

Okdiler ylizeyin skatrisyel hastaliklar
Limbal bolgeye uygulanan cerrahiler

Yaglanma

Tablo—1: Limbal kok hiicre yetmezligi nedenlerinin siniflandirilmasi

Limbal yetmezlik durumundaki semptomlar arasinda; azalmig goérme keskinligi,
fotofobi, sulanma, blefarospazm, kronik inflamasyona bagli kizariklik ve epitel bozulmasina

bagl tekrarlayan agr1 ataklar1 sayilabilir (3, 41).

Biyomikroskobik muayenede, kornea epitelinin donuk ve diizensiz reflesi goriiliir.
Limbal kok hiicrelerin ciddi diizeydeki fonksiyon kaybi, kalin fibrovaskiiler pannus olusumu,
kronik keratit, skarlasma ve kalsifikasyona yol agabilir. Korneanin konjunktivalizasyonu
sonucundaki gecirgenlik artisina bagli olarak, korneal fléresein tutulumu da siklikla anormal
olur (3).

Limbal kok hiicre yetmezliginde tam

Limbal kok hiicre yetmezliginde, kesin tani konulmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Bunun en 6nemli nedenlerinden bir tanesi, bu hastalarda korneal transplantasyonda prognozun

oldukea kotii olmasidir (4).

Limbal kok hiicre yetmezliginin tiim  bulgularina ragmen, yalnizca

konjunktivalizasyon ve korneal ylizey iizerine goblet hiicre go¢ii, tanida 6zellik tagimaktadir.
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Konjunktivalizasyonun klinik bulgulari arasinda, Vogt limbal palizatlarinda bozulma veya
korneada gecikmis floresein boyanmasi sayilabilmektedir. Konjunktivalizasyonun asil tanisi,

impresyon sitolojisi ile korneada goblet hiicrelerinin varliginin gosterilmesi  yoluyla

konulabilmektedir (40).

Limbal kok hiicre yetmezliginde tedavi yaklasimlari

Limbal kok hiicre yetmezligi tedavisinde, cesitli yaklagimlar bulunmaktadir. Bunlar
arasinda otolog ve allogreft limbal greft transplantasyonlarinin yani sira, giiniimiizde giderek

onem kazanan kiiltiire edilmis limbal kok hiicre transplantasyonu yer almaktadir (4).

Tek tarafli limbal kok hiicre yetmezliginde, otolog limbal greftler kullanilabilmektedir
(42). Ancak bilateral limbal kok hiicre yetmezliklerinde, allogreft kullanimi s6z konusu
olmakta fakat bu yontemin de immiin reaksiyon nedeni ile basar1 sansi kisith kalmaktadir
(4,41). Ayrica, limbal transplantasyon ya da amniyotik membran transplantasyonu gibi
yontemlerin, yeterli kornea donérii elde edilememesi, allograft rejeksiyonu ve greft
basarisizlig1 gibi sorunlari bulunmaktadir. Her ne kadar birgok cerrahi yontem bulunsa da,
ciddi limbal kok hiicre yetmezligi olan hastalarda, 6zellikle de bilateral vakalarda, halen
giivenilir bir tedavi yontemi mevcut degildir (5). Tiim bu nedenlerle, limbal hiicre kiiltiirii gibi

yeni tedavi stratejilerinin gelismesi kaginilmaz hale gelmistir. (6.7.43-46)

Klinik uygulamalarda, yavas yavas yer almaya baslayan yeni tedavi yaklagimlarinin,
biyolojik arka planlari net olarak bilinmemektedir. Ozellikle limbal kok hiicrelerin karakteri
ve mikro gevreleri, glinlimiiz limbal kok hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin en 6nemli arastirma
konular1 arasindadir (5). Son yillarda, kiiltiir ortaminda iiretilen limbal kok ya da onciil
hiicrelerin transplantasyonuna dayali teknikler gelistirilmis ve bu ydntemin, ciddi okiiler

yiizey hastaliklarmin tedavisinde kullanilabilir oldugu gosterilmistir (7,45).

Ilk kez 1997 yilinda Pellegrini ve arkadaslarmm (6), Lancet dergisinde yayinlanan
caligmalarinda, limbal kok hiicrelerin “feeder layer” (besleme tabakasi) tizerinde tiretildigi ve
80 kadar boliinme gegirdikleri bildirilmistir. Daha sonraki yillarda arastirmacilar, amniyotik

membran {iizerinde {iiretilen korneal limbal epitel hiicrelerini, kornea rekonstriiksiyonunda
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kullanmiglardir (46). Fakat bu yaklasimlar, tamamiyla stratifiye olmus ve iyi differansiye
epitel tabakalarimin olugmasini saglayamamistir. Ayrica limbal kok hiicreye 06zgl
isaretleyicilerin tam olarak bilinmemesi, fiziksel izolasyonunun yapilamamasina neden
olmaktadir. Dolayisiyla c¢alismalar ¢ogunlukla, kornea farklilagsmasini saglayan genleri
kontrol eden, kok hiicre ortamini olusturacak mikro ¢evrenin karakterizasyonu ve limbal bazal
epitelde bulunan gegici ¢ogalan hiicrelerin farklilasmasi i¢in gerekli sinyallerin bulunmasi

yolunda olmustur ( 47-49).

6-LIMBAL KOK HUCRENIN ISARETLEYICILERI VE iZOLASYONU

Kok hiicreler igin en iyi isaretleyicilerden bir tanesi, DNA’nin 3H timidin veya
bromodeoksoiiridin (BrdU) ile uzun doénem etiketlenmesidir. Bu islem yavas dongiilii
hiicreleri, daha hizli dongiilii yavru GCH’ dan ayirmada belirleyicidir. Cotarelis ve arkadaglar
(35), 1989 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda, 3H timidin veya BrdU ile limbal epitelyal
hiicreleri isaretlemigler, 4-8 haftalik takip periyodunda yavas dongiili kok hiicrelerde
seviyenin degismedigini gostermiglerdir. Fare kornealarinin limbal bolgesinde, bu yontemle

bazal hiicrelerin % 10’unun kok hiicre oldugunu bildirmislerdir.

Kok hiicrelerin varligina dair, giiclii kanitlar bulunmasina ragmen, halen bu hiicrelerin

kiiltiir ve izolasyonunu saglayacak metotlar kesin olarak tanimlanamamustir (8).

Molekiiler ¢aligmalara ve limbal epitelyal hiicrelerle yapilan immiinofenotipik
karakterizasyonlara dayanarak limbusun, epitelyal kok hiicrelerin kaynagi olduguna dair

onemli kanitlar bulunmaktadir (50, 51).

P63

P53, tiimor siipresor 6zelligi olan genlerdendir. P63, p53 gen ailesinin liyelerinden
olmasina ragmen, timor slipresdr gen olmayip, proliferatif keratinositlerin niikleuslarindan
normal olarak eksprese edilen bir gendir (8, 52). P63, Pelligrini (52) tarafindan, keratinosit
kok hiicre isaretleyicisi olarak ileri siiriilmiistiir. Bu calismada, klonal analiz ve “Western
blotting” yontemleri kullanarak, p63’tin epidermal ve limbal kok hiicrelerde giiglii, geng

GCH’ da zayif, GCH’ da ise belirlenemeyecek seviyede oldugu rapor edilmistir. Takip eden
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caligmalarda, P63’iin yalniz limbal bolgede degil, kornea santralindaki bazal epitelde de
pozitif oldugu tespit edilmistir (53). Di Iorio ve arkadaslar1 (54), yaptiklar1 bir ¢alismada,
p63’iin alfa, beta ve gama olmak {izere {i¢ alt izomerinin de okiiler ylizey epitel hiicrelerinde
farkli gorevlerle bulundugunu tespit etmislerdir.

Kawasaki ve arkadaglar1 (55) ise, yaptiklar1 ¢alismada, p63’un, Delta Np63 alfa

izoformunun, insan okiiler yiizey epitelinde en baskin izoform oldugunu gostermislerdir.

Konneksin 43 ve 50

Konneksinler, iletisimi saglayan hiicreler arasi baglant1 birimlerini (“gap junctionlar™)
olusturan proteinlerdir. Kornea epitelinde varligi saptanan iki konneksin, konneksin 43 ve
50°dir. Bu iki konneksinle ilgili yapilan ¢alismalarda, konneksin 43 ve 50’nin diferansiasyon

isaretleyicileri oldugu ve kok hiicrelerde bulunmadigi belirtilmektedir. (54, 56, 57)

Keratin 3/12

Schermer ve arkadaslart (36), 1980°li yillarda yaptiklari g¢alismalart ile temel
keratinlerden olan Keratin 3’iin tiim korneal ve suprabazal limbal hiicrelerde bulundugunu,
bazal limbal epitel hiicrelerinde ise mevcut olmadigini gostermislerdir.

Yine bir diger keratin olan Keratin 12 de, Keratin 3 ile benzer sekilde diferensiyasyon
isaretleyicisidir ve limbal bazal epitel hiicrelerinde bulunmamaktadir (11).

Sinir biiyiime faktorii reseptorleri (NGF) Trk-A ve p75" "

Sinir biylime faktorii (NGF), norotrofin ailesinin bir iiyesi olup, insan kornea
hiicrelerinin proliferasyonu ve diferensiasyonunda dnemli rol oynamaktadir ( 58, 59).

Norotrofinlerin, p75N™

adr verilen ve diisiik affinite gosteren bir ortak reseptorleri
bulunmakla birlikte, farkli alt tipleri, tirozin kinaz (Trk) reseptorlerinin farkli dyelerini

reseptor olarak kullanirlar (60).
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Trk-A, tirozin kinaz reseptorlerinden birisi olup, NGF’e yiiksek afinite gostermektedir.

Bu reseptoriin, limbal bazal hiicrelerde yer aldigi gosterilmistir (61)

NGF’nin bir baska reseptorii olan p75™'", hem limbal hem de korneal bazal ve
suprabazal hiicrelerde yer alan, limbal bazal hiicrelerde fazla ekspresyonu oldugu rapor edilen

bir reseptordiir (62).

Qi ve arkadaslar (63), yaptiklar1 bir ¢alismada, limbal bazal epitel tabakasinda, NGF
ve Trk A’nin, ABCG2 ve p 63 ile birlikte eksprese olurken, keratin 3 ile koeksprese
olmadiklarmi gostermiglerdir. Primer limbal epitel kiiltiirinde, NGF eksprese eden hiicre
sayis1, p 63 exsprese eden hiicre sayisindan az bulunurken, Trk A eksprese eden hiicre sayisi

ile p63 eksprese eden hiicre sayisi esit bulunmustur.

ABCG2

ABCG?2, diger adiyla BCRP-1, kok hiicrelerin genel isaretleyicisi olarak One siiriilen,

limbal kok hiicre tanimlamasinda en giincel ve en iyi isaretleyicilerden bir tanesidir (8,15).

Chen ve arkadaglar1 (64), 2004 de yayinladiklar1 ¢aligmalarinda, ABCG2’nin primer

olarak limbal bazal epitel hiicrelerinde yer aldigini gostermiglerdir.
Kok hiicre belirlemesinde  kullanilan diger isaretleyiciler arasinda, nestin,
involukrinler, metabolik enzimler ve daha birgok molekiil yer almakta ve bunlarla ilgili

calismalar halen devam etmektedir (5, 64—70).

Okiiler yiizeye ait isaretleyiciler eksprese olduklar1 bolgelere gore asagidaki tabloda

ozetlenmistir. (Tablo—2)
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Isaretleyici Korneal epitel Limbal epitel
suprabazal bazal suprabazal Bazal

P63 - + + +++
ABCG2 - - + 4+
Keratin 3/12 +++ +++ +++ -
Konneksin 43 +++ + F++ _
Konneksin 50 +++ - +++ -
Trk-A ++ +++ ++ 4+

Tablo-2: Kornea ve limbal epitelde bazal ve suprabazal yerlesim bdlgelerinde gesitli

isaretleyicilerin ekspresyon diizeyleri.

7-LIMBAL KOK HUCRELERIN YERLESIMi VE MiKRO CEVRELERI

Son yillarda, erigkin kok hiicrelerinin, 6zel bolgelerde veya mikro ¢evrelerde yer aldigi
anlagilmistir (71). 2005 yilinda Dua ve arkadaslar1 (72), limbusun bazi bolgelerinde, epitel
hiicrelerine ait solid kordlarin, alttaki stromaya dogru uzandigini gostermislerdir. Bu bolgeler
limbal epitelyal kriptalar (LEK) olarak adlandirilmistir. Shanmuganattahan ve arkadaslarinin
(73), 2006 yilinda limbal epitelyal kriptalarin morfolojik karakteristiklerini tanimlamak tizere
yaptiklari caligmalarinda, 8 insan kornea-skleral riminde total olarak 74 limbal epitelyal kripta
saptanmigtir. Bunlarin 46 tanesi mindr (<40 mikron), 28 tanesi major (>40 mikron) Kkripta
olarak tespit edilmistir. Kriptalarin en ¢ok yerlesim gosterdigi alan ise, nazal bolge olarak
saptanmistir. Yeung ve arkadaglarinin (74), 2008 de LEK’1 inceledikleri ¢aligsmalarinda, bazal
membranda yer alan ve limbal kok hiicrelerin yavas dongiilii olmalarinda rol oynadigi
diistiniilen, ekstraselliiler bag doku proteinlerinden Tenascin C’nin boyanmasina gore limbal
bolge; zon 1’1 LEK igeren limbus; zon2’yi LEK ile iliskili limbus ve zon3’ii ise LEK’ten uzak

limbus olmak iizere {i¢ zona ayrilmistir.
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8-OKULER YUZEYDE YAN POPULASYON TANIMI

1996°da Godell (14), fare hematopetik hiicrelerinde, uzun dénemli ve bir¢ok hiicreye
doniisme kapasitesi olan hiicrelerin, Hoechst 33342 boyasini disa atim yetenegine gore, yan
popiilasyon ad1 altinda izole edilebileceklerini géstermistir.

Epitelyal sistemlerde, kok hiicre icin tanimlayici isaretleyiciler halen tartigmalidir.
Kok hiicrelerin ayristirtlmasinda, bir DNA boyasi olan Hoechst 33342 boyasinin kullanilmasi

alternatif bir yontemdir (17).

Serbest konumda bu boya, 465’nm de bir fléresan yayma ozelligi gostermektedir.
Boya DNA ile interkalasyon yapmaktadir. (Sekil—4)

Nikleus Kromozom

Ho033342

Interkalasyon

Sekil-4: Hoechst 33342 molekiilii, hiicre icine girdikten sonra, niikleusta DNA ile
interkalasyon yapmaktadir. (Prof. Dr. J. M. Wolosin’in izniyle)

Canl1 hiicrelerde, sikica paketlenmis Hoechst 33342 molekiilleri arasindaki elektronik

etkilesimler, 675’nm de sekonder bir yayilima onciiliik eden, renk koyulastirict bir kaymaya
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neden olmaktadirlar. Bir popiilasyondaki hiicreler, DNA igerik miktarlarina gére Hoechst

33342 boyanmasi a¢isindan degerlendirilebilmektedirler. (Sekil-5)

Hoechst Mavi

v Hoechst Kirmizi =

Sekil-5: Bir popiilasyondaki hiicreler, DNA miktarlarina gore Hoechst 33342
boyanmasi agisindan degerlendirilebilirler. DNA miktarinin arttigit S, G2 ve M fazlarinda
Hoechst 33342 boyanmasi yiiksek saptanmakta, DNA miktarmin hiicre sayisina esit oldugu
GO ve GI1 fazlarinda ise Hoechst 33342 boyanmasi diisik olmaktadir. (Prof. Dr. J. M.

Wolosin’in izniyle)

Yan popiilasyon hiicreleri, bir¢ok eriskin dokusunda, kok hiicre karakteristigi gosteren
hiicrelerdir. Yan popiilasyon olarak tanimlanan bu hiicreler, kirmiz1 ve mavinin iki boyutlu
goriintiisiinde azalmis Hoechst 33342 boyanmasi olan hiicreler olup, solda yerlesen hiicre
dongiisiinde, GO/G1 fazinda yer alan canli somatik hiicrelerin kuyrugunda bulunmaktadir.

(Sekil-6)
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Hoechst Mavi !

= Mavi/Kirmizi orani

o —— > Pe—p—p——
Hoechst Kirmizi

Sekil-6: Hoechst 33342 boyasi hiicrelerin DNA igerigini belirlemede kullanilan bir boyadir.
Yan popiilasyon hiicreleri, Hoechst 33342 grafiginde DNA igeriklerine gore tek kopya DNA
iceren G0/G1 fazindaki, canli somatik hiicrelerin kuyrugunda yer almaktadir. (Prof. Dr. J. M.

Wolosin’in izniyle)

Yan popiilasyon hiicrelerinin bu azalmis boya tutulumu, hiicre membraninda yerlesmis
ABCQG?2 ilag direng tasiyici proteini sayesinde, Hoechst 33342 boyasinin hiicre disina atilmasi
dolayistyla gerceklesmektedir. ABCG2 ilag¢ direng tasiyici proteini, Hoechst 33342 tasima
pompasi olarak tanimlanmistir (8,15, 17). (Sekil-7)
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Niikleus Kromozom

Sekil-7: Yan popiilasyon hiicrelerindeki azalmis boya tutulumu, hiicre membraninda
yerlesmis ABCG2 ilag direng tasiyici proteininin, Hoechst 33342 boyasini hiicre digina atmast

sonucu ortaya ¢ikmaktadir. (Prof. Dr. J. M. Wolosin’in izniyle)

Watanabe ve arkadaslar1 (16) da yine insan limbal epitelinde, Hoechst 33342
boyasimnin disa atilimina dayanarak, yan popiilasyon hiicrelerinin varligim1 gostermisler;
kornea epitelinde ise bu hiicrelerin yer almadigini bildirmislerdir. Bir baska deyisle, limbal
bolgeden yapilan flow sitometrik analizde, yan popiilasyon hiicreleri saptanirken, korneal

bolgede saptanmamaktadir. (Sekil-8)
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Hoechst MMavi

j:l'lSﬂIl

Hoechst Exrmia Hoechst Earmaa

Sekil-8: Flow sitometrik analizde, insan limbal epitelinde Hoechst 33342 boyasinin
disa atim kapasitesine bagli, yan popiilasyon hiicreleri saptanirken, korneal bolgede

saptanmamaktadir. (Prof. Dr. J. M. Wolosin’in izniyle)

Gergek zamanli PCR c¢alismalarinda da, YP hiicrelerindeki ABCG2/mRNA oraninin,
yan popiilasyon olmayan hiicrelere gore istatistiksel anlamli yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Immiinfldresan ¢alismalarinda da, limbal bazal hiicrelerde ABCG2 varlig1 gésterilmistir (17).

Budak ve arkadaglart (17), okiler yilizey epitelindeki ABCG2 bagimli yan
popiilasyonun, kok hiicre ile iliskili 6zellik gosterdigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada, insan
ve tavsan okiiler yiizey epitel hiicrelerini, Hoechst 33342 boyasi ile inkiibe ettikten sonra flow
sitometre ile analiz etmisler ve hiicreleri biriktirmislerdir. ABCG2 inhibitorii Fumitromorgin
C’ye duyarli olan yan popiilasyonu, limbal ve konjunktival epitelde % 1 oraninda pozitif
bulurken, korneal epitelde negatif olarak bildirmislerdir. Yan popiilasyon hiicrelerinin, flow
sitometrik olarak kiiciik yan dagilma paterni bulundugunu, kiiltiir sonras1 proliferasyonda
baslangic bir gecikme gosterdiklerini, klonojenik kapasite sergilediklerini ve forbol indiikli
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diferensiasyona direngli olduklarini rapor etmislerdir. Tiim bu 6zellikleri ile okiiler yiizey yan
popiilasyon hiicrelerinin, kok hiicre fenotipi ile uyumlu olduklarini rapor etmislerdir. Okiiler

ylizeyde, limbal bolge ile benzer sekilde konjunktivada da yan popiilasyon hiicrelerinin varligi

gosterilmistir. (Sekil-9)

Konjunktival epitel

Hoechst Mavi

T Tavgan

Hoechst Kirmizi

Sekil-9: Okiiler yiizeyde, hem limbal hem de konjunktival epitelde yan popiilasyon

hiicreleri mevcuttur. (Prof. Dr. J. M. Wolosin’in izniyle)
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GEREC VE YONTEM

Doku temini ve islem siireci:

Insan limbal ve korneal epitel elde edilmesi:

Korneal transplantasyon i¢in uygun olmayan insan kornealari, mikroskop altinda 6nce
PBS (Phosphate buffered saline) (Invitrogen/GIBCO, Grand Island, NY) ile yikandi ve bu
soliisyon igerisinde konjunktiva ve skleradan olabildigince diseke edildi. Elde edilen kornea

ve limbal doku birbirinden ayrildi.

Ayristirilan dokular, DMEM (Dullbeccos modified Eagles medium) / Ham-F12 1:1
(Invitrogen/GIBCO, Grand Island, NY) %1 PS (Penisilin-Streptomisin) ( Invitrogen/GIBCO,
Grand Island, NY) ile 5mg/1ml olarak hazirlanan Dispaz Il 0.82U/mg (Roche, Indianapolis,
IN) soliisyonundan 2 ml igerisinde, 16 saat +4 derecede yavas salinimli (20—30 siklus/dakika)

yan yana egimli harekete birakildi.

Diseksiyon mikroskobu altinda, iki penset yardimiyla, limbus ve kornea epiteli
nazikce altindaki dokudan ayristirildi. Elde edilen epitel, dnce 50 ml konikal tiipe aktarildi,
sonrasinda 0.05% 1X Tripsin/EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid)(Invitrogen/GIBCO,
Grand Island, NY) ile 37 C derecede, orbital ¢alkalamada (40 siklus/dakika) 20 dakika inkiibe
edildi. ilave edilen tripsin miktar1 ile ayn1 miktarda DMEM/F12 (1:1) (Invitrogen/GIBCO,
Grand Island, NY) %20 FBS (Gemini Bioproducts, Calabasas, CA) kullanilarak, tripsin
notralize edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu sirasiyla, 100 ve 40 mikrometrelik
filtrelerden siiziildii. Saf tekli hiicreleri iceren siispansiyondan alinan 6rnekten, hemositometre
ile hiicre sayimi1 yapildi. 200 g de santrifiije edilerek hiicre peleti elde edildi. SHEM (DMEM /
Ham-F12 1:1, %5 FBS (Fetal Bovine Serum), 10ng/ml kolera toksini (Sigma, St. Louis, MO),
10 ng/ml EGF (Epidermal Growth Factor) (Sigma, St. Louis, MO), 5ng/ml selenium sodyum
selenat (Sigma, St. Louis, MO), %0.5 dimetil sulfoksit (Sigma, St. Louis, MO), 5

mikrogram/ml insulin (Sigma St. Louis, MO), 0.5 mikrogram/ml hidrokortizon (Sigma, St.
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Louis, MO), 5 mikrogram/ml transferrin (Sigma, St. Louis, MO), 1:1000 fosfoetanolamin
(Sigma, St. Louis, MO), 1;1000 etanolamin (Sigma, St. Louis, MO), 50 mikrogram/ml
gentamisin (Sigma, St. Louis, MO) ile tekrar siispansiyon haline getirilerek, 37 C derecede
%5 CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi.

Insan konjunktiva epiteli elde edilmesi:

Klinik kullanima uygun olmayan insan konjunktivalar1 elde edildikten sonraki 48 saat
icinde isleme tabi tutuldu. Insan konjunktivas1 mikroskop altinda énce PBS yikand: ve bu

sollisyon igerisinde altindaki stromal dokudan olabildigince diseke edildi.

Ayristirilan dokular, DMEM/Ham-F12 1:1 %1 PS ile Smg/Iml olarak hazirlanan
Dispaz 1l 0.82U/mg’dan 2 ml igerisinde, 16 saat +4 derecede yavas salinimli (20-30
siklus/dakika) yan yana egimli harekete birakildu.

Diseksiyon mikroskobu altinda, konjunktiva epiteli, nazik¢e altindaki dokudan
ayristirildi. Elde edilen epitel, once 50 ml konikal tiipe aktarildi, sonrasinda 0.05% 1X
tripsin/EDTA ile 37 C derecede, orbital galkalamada (40 siklus/dakika) 20 dakika inkiibe
edildi. Tlave edilen tripsin miktar1 ile ayn1 miktarda DMEM/F12 (1:1) % 20 FBS kullanilarak
tripsin notralize edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu sirasiyla, 100 ve 40 mikrometrelik
filtrelerden siiziildii. Saf tekli hiicreleri igeren siispansiyondan alinan 6rnekten, hemositometre
ile hiicre sayimi yapildi. 200 g de santrifiije edilerek hiicre peleti elde edildi. SHEM ile tekrar

stispansiyon haline getirilerek, 37 C derecede %5 CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi.

Tavsan kornea ve limbal epitel elde edilmesi:

Tavsan kornealar1, mikroskop altinda 6nce PBS ile yikand1 ve bu soliisyon igerisinde

konjunktiva ve skleradan diseke edildi. Elde edilen kornea ve limbal doku birbirinden ayrildi.

Ayrigtirilan dokular, DMEM/Ham-F12 1:1 %1 PS ile Smg/1ml olarak hazirlanan
Dispaz Il 0.82U/mg’dan 2 ml igerisinde, 16 saat +4 derecede yavas salimmli (20-30

siklus/dakika) yan yana egimli harekete birakildi.
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Diseksiyon mikroskobu altinda, limbus ve kornea epiteli, nazik¢e altindaki dokudan
ayristirildi. Elde edilen epitel, dnce 50 ml konikal tiipe aktarildi, sonrasinda 0.05% 1X
tripsin/EDTA ile 37 C derecede, orbital galkalamada (40 siklus/dakika) 20 dakika inkiibe
edildi. flave edilen tripsin miktar1 ile ayn1 miktarda DMEM/F12 (1:1) %20 FBS kullanilarak
tripsin notralize edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu sirasiyla, 100 ve 40 mikrometrelik
filtrelerden siiziildii. Saf tekli hiicreleri igeren siispansiyondan alinan 6rnekten, hemositometre
ile hiicre sayimi yapildi. 200 g de santrifuje edilerek hiicre peleti elde edildi. DMEM/F12
(1:1) %20 FBS ile tekrar siispansiyon haline getirilerek, 37 C derecede %5 CO,

inkiibatoriinde inkiibe edildi.

Tavsan konjunktiva elde edilmesi:

Tavsan konjunktiva dokusu, kapak ve bulber konjunktivalar1 igerecek sekilde diseke
edildi. Mikroskop altinda dnce PBS ile yikandi ve bu soliisyon igerisinde, altindaki stromal

dokudan olabildigince diseke edildi.

Ayrnistirilan dokular, DMEM/Ham-F12 1:1 %1 PS ile 5mg/Iml olarak hazirlanan
Dispaz Il 0.82U/mg’dan 2 ml igerisinde, 16 saat +4 derecede yavag salmimli (20-30
siklus/dakika) yan yana egimli harekete birakildi.

Diseksiyon mikroskobu altinda, konjunktiva epiteli, nazik¢e altindaki dokudan
ayristirilldi. Elde edilen epitel, 6nce 50 ml konikal tiipe aktarildi, sonrasinda 0.05% 1X
tripsin/EDTA ile 37 C derecede, orbital galkalamada (40 siklus/dakika) 20 dakika inkiibe
edilir. ilave edilen tripsin miktar1 ile ayn1 miktarda DMEM/F12 (1:1) %20 FBS kullanilarak
tripsin notralize edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu sirastyla, 100 ve 40 mikrometrelik
filtrelerden siiziildii. Saf tekli hiicreleri iceren siispansiyondan alinan 6rnekten, hemositometre
ile hiicre sayim1 yapildi. 200 g de santrifiije edilerek hiicre peleti elde edildi. DMEM/F12
(1:1) %20 FBS ile tekrar silispansiyon haline getirilerek, 37 C derecede %5 CO;

inkiibatoriinde inkiibe edildi.
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Floresan boyalarin kullanim ve Flow Sitometre

Elde edilen okiiler yiizey epitel hiicreleri, %5 CO; inkiibatoriinde 6 saatlik inkiibasyon
sonrast, 4 ug/ml Hoechst 33342 (Sigma, St. Louis, MO) ile 1-1.5 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun son 30 dakikasinda, “Mitotracker deep red”in (Invitrogen, Carlsbad,
CA) 25ug/ml stok soliisyonundan 0.5 ul/ml ve Rhodamin 123’{in (Sigma, St. Louis, MO)
50ug/ml stok soliisyonundan 4 ug/ml olacak sekilde kiiltiir ortamina ilave edildi. Toplam 1.5
saatlik inkubasyon sonrasinda kiltiir ortamlari, insan hiicre kiiltiirleri i¢in SHEM, tavsan
hiicre kiltiirleri i¢in ise DMEM/F12 %5 FBS soliisyonu olacak sekilde yenilenerek,
Rhodamin 123 boyasinin temizlenmesi i¢cin 30 dakika daha 37 C derecede %5 CO;
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Daha sonra hiicre kiiltiir soliisyonu, PBS ile degistirildi. PBS ile
yikanan kiiltiir kaplari, tripsin ile 37 C derecede 2-3 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda, esit miktarda DMEM/F12 %20 FBS kullanilarak tripsin nétralize edildi. Elde
edilen hiicre siispansiyonundan alinan Ornekten, hemositometre ile hiicre sayimi yapildi.
Hiicreler santrifiije edildi. Elde edilen hiicre peleti, %4 FBS ve 2ul/ml Propidium lodide (P,
Roche, Indiana, IN) iceren HBSS (Hank's Buffered Salt Solution) soliisyonu ile 10° hiicre/ml
olacak sekilde tekrar siispansiyon haline getirilerek flow sitometrik incelemeler igin
hazirlandi. BD Influx hiicre ayiricisi ile ileri sacilim (FSC), yana sacilim (SSC) ve fléresan

yayilimlar1 agisindan degerlendirildi ve 6zelliklerine gore biriktirildi.

Inhibitdr etkisini gdzlemek igin yapilan deneylerde, elde edilen okiiler yiizey epiteline,
6 saatlik %5 CO, inkiibatoriinde inkiibasyon sonrasi, 20uM Rezerpin (Sigma, St. Louis, MO)
ilave edildi. Rezerpin ile 15 dakika inkiibe edilen okiiler yiizey epiteline, sonrasinda yukarida

tarif edildigi sekilde boyalarla inkiibasyon islemi uygulandi.
Hiicre kultiri:

Cesitli boyalar kullanilarak izole edilen hiicreler, koloni yapma yetenekleri ve kiiltiir
ortaminda davramislar1 acisindan incelenmek tizere, 3T3 hiicreleri tizerine ekildi. EKim

yapilan hiicre alt gruplarini; yan populasyon hiicreleri, yan populasyon olmayan hiicreler,
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“Mitotracker deep red” bakimindan diisiik ve yiliksek boyanan hiicreler ve yine Rhodamin 123

bakimindan diisiik ve yiiksek boyanma gosteren hiicreler olusturmaktaydi.

Bu amagla, gama radyasyona maruz tutulmus 3T3 hiicreleri, 24 saat 6ncesinde, 1x10*
hiicre/cm? yogunlugunda, 6 odacikli kiiltiir kaplarina ve 25cm? kiiltiir kaplarina (Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) ekildi. Bir giin sonrasinda izole edilen hiicreler,
bu 3T3 hiicrelerini i¢eren kiiltiir kaplarina ayr1 ayri, 80-160—400 hiicre/cm? olacak sekilde
ekildi. Insan hiicre kiiltiirleri icin, besi yeri olarak SHEM, tavsan hiicre kiiltiirleri igin ise
DMEM/F12 %20 FBS soliisyonu kullanildi. Ekim islemi tamamlanan kiiltiir kaplari, 37 C
derecede %5 CO, inkiibatdriinde 2 ile 3 hafta arasinda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince

kiiltiir ortamlar1 giin asir1 olarak yenilendi.
Inkiibasyonun sonunda hiicre kiiltiirleri, koloni olusturma yetenekleri bakimindan

metanol ile fikse edildikten sonra, “Coomesia brilliant blue” boyast ile boyanarak

degerlendirildi.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Canli hiicreler, FCS Express (DeNovo Software, Toronto, Canada) programi
kullanilarak analiz edildi. Enstriimanin voltaji, DNA’nin tek kopyasini igeren ana hiicre

kohortunu goriintiilemek i¢in ayarlandi.

Atim genislik ve ileri sagilim grafiginde tek hiicreler kapilandi. Kapilanan tek hiiceler, Pl ileri
sagilim grafiginde canli olduklar1 tespit edilenler agisindan tekrar kapilandi. Canli ve tek
hiicreler, yana ve ileri sagilim grafiginde, muhtemel lenfositler ve apoptotik hiicreler gibi ¢ok
kiiciik hiicrelerden ayiklanarak tekrar kapilandi. (Sekil-10)

Tek hiicre kapis: Canl: hiicre kapis: ileri/yan sacilm kapis:
B5526
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™ - 4p152
L o o
c & ©
:’n é " 32788
O c
E | p———— 5 eee] &
0 16384 22768 40152 65528 ~ ol -
0 183284__ 40182

0 16384 22788 40152 65536

Ileri sacilm .
e lleri sagilm Illeri sacilm

Sekil-10: Atim genislik ve ileri sagilim grafiginde tek hiicreler kapilandi. Kapilanan tek
hiiceler, PI ileri sagilim grafiginde canli olduklar: tespit edilenler agisindan tekrar kapilandi.
Canli ve tek hiicreler, yana ve ileri sagilim grafiginde muhtemel lenfositler ve apoptotik
hiicreler gibi ¢ok kiiciik hiicrelerden ayiklanarak tekrar kapilandi. (Prof. Dr. J. M. Wolosin’in
izniyle)

Bu ii¢ kap1 yardimiyla elde edilen hiicreler, floresan igeriklerine gore analiz edildi.

Floresan analizinde, Hoechst 33342 boyasinin yani sira mitokondriyal aktiviteyi belirlemek

tizere, Rhodamin 123 ve “Mitotracker deep red” boyalari kullanild.
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BULGULAR

Calismamizda, Hoechst 33342 boyasi kullanilarak yapilan deneylerde, ortalama YP
orani insan konjunktivasinda % 1.15, tavsan konjunktivasinda %0.95 ve insan limbusunda ise

% 1.79 olarak saptandi. (Tablo—3)

Doku Deney tekrar1 | Yan Popiilasyon (%) | MTDR "% (%)
Insan limbusu 2 1.79 5.64
Insan konjunktivas1 | 1 1.15 3.24
Tavsan konjunktivas1 | 12 0.95 4.19

Tablo—-3: Okiiler yiizey epitel hiicrelerinde tiire ve epitel tipine gore deney tekrari ve YP ve

MTDR % fenotipteki hiicrelerin ortalama yiizdeleri.

Yan popiilasyon baslig1 altinda izole edilen hiicrelerin, 3T3 hiicreleri iizerinde koloni
olusturma yetenekleri, yan popiilasyon olmayan hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri ile
karsilastirildi. Yan popiilasyon hiicrelerinin, koloni olusturma yeteneklerinin ge¢ baslama
Ozelligi gosterdigi, olusturduklart kolonilerin sayisinin daha diisik oldugu ancak bu
kolonilerin daha siki bir koloni yapmak igin ¢ogalmaya devam edebilir oldugu goézlendi.
Ayrica tek hiicre haline getirilip, kiiltlir ortamina tekrar ekildikten sonra bile yeni koloniler
yapabilecek 6zellige sahip olduklart tespit edildi. Tiim bu 6zellikleri ile YP hiicrelerin, kok

hiicrelerin koloni yapma yetenekleri ile uyumlu olduklar1 gozlendi.

YP, yani kok hiicrelerin, yar1 sessiz veya sessiz fazda yer aldiklar1 bilgisi 15181nda,
bu hiicrelerin mitokondriyal konumlarini tanimlanmasi amaglandi. Bu amacla kullanilan
mitokondriyal boyalardan olan Rhodamin 123 ve MTDR boyalart ile yapilan deneyler
sirasinda, her iki boya bakimindan da diisiik boyanma 6zelligi gosteren hiicreler gézlemlendi.
Bu iki hiicre popiilasyonunu birbiri ile karsilastirildiklarinda, ortlismedikleri, bununla beraber
MTDR boyas1 ile diisiik boyanma gosteren hiicrelerin YP hiicrelerini kapsadigi izlendi.

(Sekil-11)
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Sekil-11: YP ve MTDR bakimindan diisiik boyanan hiicreler, mavi ve yesil kapilar ile
kapilandiginda, YP’unun tamamini icerdikleri ve kuyrugun ana popiilasyonla birlesim yerine

dogru yayilim gosterdikleri izlenmektedir.

Yapilan deneylerde, YP ile kapilanan Rhodamin 123 grafiginde YP hiicrelerinin Rhodamin
123 bakimindan degisken boyanma gosterdigi gézlendi. (Sekil-12)

35



Hoech st Mavi

Hoechst Earmizn Rhodamin 123

Sekil-12: Tekrarlanan deneylerde, YP ile kapilanan Rhodamin 123 grafiginde, YP

hiicreleri, Rhodamin 123 bakimindan degisken boyanma gostermekte.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda, MTDR boyasinin, Hoechst 33342 boyasina benzer
bir mekanizma ile bir tasiyict yardimiyla uzaklastirilabilecegi varsayimi diisiiniildi. Bu
varsayimi kanitlamak adina, deneyler, ABC tasiyicilarinin evrensel bir inhibitdrii olan
Rezerpin ile tekrarlandi. Rezerpin, etkili bir ABC tastyicist inhibitorii olup, bir ¢ok ABC
tastyicisini inhibe edebilmektedir. Daha 6nce hem hematopetik hem de okiiler yiizey YP
hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda Rezerpin ilavesi ile bu hiicrelerin kayboldugu gosterilmistir
(15,17). Calismamizda, Rezerpin ilavesi ile MTDR bakimindan diisik boyanma gosteren
hiicrelerin kayboldugu tespit edildi. Boylece MTDR boyasinin, Rezerpin duyarli bir ABC
tastyicist ile diga atiliminin bulundugu gosterildi. (Sekil-13)
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Sekil-13: Tavsan konjunktivasi ile yapilan Rezerpin deneyinde, FL-4 kanalinda fléresan veren
MTDR boyasinin, hiicre sayisi-floresan grafigi. Siyah ¢izgi herhangi bir inhibitér madde
kullanilmaksizin elde edilen durumu gostermekte. Kirmizi ¢izgi, Rezerpin ile tekrarlanan
deneyde fléresan yayilimi bakimindan diisiik fenotipteki hiicre sayisinin azaldigina isaret

etmekte.

Oysa ki Rhodamin 123 boyanmasi Rezerpin ilavesinden etkilenmemekteydi. (Sekil-14)
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Sekil-14: Tavsan konjunktivasi ile yapilan Rezerpin deneyinde, FL-1 kanalinda fléresan veren
Rhodamin 123 boyasinin hiicre sayis1 floresan grafigi. Siyah ¢izgi herhangi bir inhibitor
madde kullanilmaksizin elde edilen durumu gostermekte. Kirmizi ¢izgi, Rezerpin ile
tekrarlanan deneyde floresan yayilimmi gostermekte. ki ¢izgi arasinda belirgin bir fark

bulunmamakta.

Rezerpin ile, MTDR boyas yiiksek boyanma gosteren hiicrelerin (MTDR Y™%),
ortalama floresan degerinin yaklasik 1/3’tii ve daha az floresan degerine sahip hiicrelerin
kayboldugu gozlemlendi. Bu orandan yararlanarak, orta diizeyde boyanan hiicreleri de
dislamak adina, MTDR bakimindan diisiik boyanma gosteren hiicreler (MTDR %),
MTDR*™* hiicrelerin ortalama boya konsantrasyon degerinin 1/5’1 ve altinda yer alan
hiicreler olarak tammlandi. MTDR ™ hiicrelerin oram, insan konjunktivasi ile yapilan
deneylerde ortalama % 3.24, tavsan konjunktivalari ile yapilan deneylerde ortalama % 4.19 ve

insan limbuslari ile yapilan deneylerde ortalama % 5.64 olarak saptandi. (Tablo—1)

Sonuglarimiz, bu disa atim fenomeninin yan hiicre popiilasyonunda ortaya ciktigini

ve bu kapasiteye sahip hiicrelerin kok hiicre fenotipi ile uyumlu oldugunu gdstermekteydi.
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Ayrica limbal ve kornea hiicreleri ile karsilastirmali deneylerde, kok hiicrelerin, limbusta yer

aldig1 bilgisi ile uyumlu olarak hem YP hem de MTDR %% hiicrelerin orani, korneada

belirgin olarak diisiik bulundu. (Sekil-15 ve 16)
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Sekil-15: Insan limbusunda, hem YP hem de MTDR disik piicrelerin varlig1 izlenmektedir.
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Sekil-16: insan korneasinda, hem YP hem de MTDR ™ hiicrelerin limbusa gore belirgin

oranda diisiik oldugu izlenmektedir.

3T3 hiicreleri iizerinde, koloni olusturma yeteneklerini gozlemlemek amaciyla

stk fonotipteki hiicrelerin, koloni

yaptigimiz c¢alismalarda, tavsan konjunktivasinda, MTDR
yapma yeteneklerinin, MTDR Y*** fenotipteki hiicrelerden daha diisiik oldugu gdzlemlendi.
Bununla beraber gelismekte olan yeni kolonilerin, MTDR disik fenotipteki hiicrelerde prolifere
olmaya daha uzun siire devam ettikleri, daha genis koloniler yaptiklari ve ikincil koloni

yapma yeteneklerinin de daha yiiksek oldugu tespit edildi. (Sekil-17a ve 17b)
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Sekil-17ac MTDR Y3 fenotipteki Sekil-17b: MTDR % fenotipteki

hicrelerin - olusturduklar:  koloniler hicrelerin  olusturduklars  koloniler
sayica fazla ancak kigik ve kenarlart sayica az ancak geniy ve kenarlar
diizensiz gériniimde. dizenli géruntmde.

MTDR 9% fenotipteki hiicrelerin koloni yapma yeteneklerini, Rhodamin 123 statiilerine gore
incelemek i¢in yaptigimiz kiltiirlerde ise Rhodamin 123 igerigi diisiikk olan alt grubun 13.
giinde fikse edilen kiiltiiriinde, koloni yapma kapasitesinin, Rhodamin 123 igerigi yiiksek alt
gruba gore daha diisiik oranda oldugu gozlendi. (Sekil-18)
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Sekil-18: MTDR ™ fenotipteki hiicrelerin koloni yapma yeteneklerini, Rhodamin 123
statiilerine gore incelemek i¢in yaptigimiz kiiltiirlerin goriintiisii. Siras1 ile ilk kiiltiir
Rhodamin 123 igerigi diisiik olan alt grup, ikinci kiiltiir Rhodamin 123 igerigi yiiksek alt grup,
tiglincii kiltiir yalnmizca 3T3 hiicrelerini igeren kontrol grubu gostermekte. Rhodamin 123
icerigi diisiik olan alt grubun 13. giinde fikse edilen kiiltiiriinde belirlenen koloni yapma
kapasitesi, Rhodamin 123 igerigi yiiksek alt gruba gore daha diistik.
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TARTISMA

Limbal kok hiicre yetmezligi, limbal bolgenin hasarlanmasi ile ortaya ¢ikan karmasik
bir patoloji olup, etiyolojisinde kalitsal ve edinsel bir ¢ok faktor yer alabilmektedir. Hastaligin
baslica klinik bulgularini; korneanin, gereksinim duydugu rejenerasyon yetenegini kismen
veya tamamen kaybetmesine bagli olarak, korneal bulaniklagsma, konjunktivalizasyon ve

tekrarlayan epitel hasarlar1 olusturmaktadir (2,40).

Limbal kok hiicre yetmezligi tedavisinde, halen etkin bir tedavi segenegi mevcut
degildir. Korneal nakil basaris1 diisiik olan bu patoloji igin uygulanan gesitli yaklagimlar
arasinda, otolog ve allogreft limbal greft transplantasyonlariin yani sira giiniimiizde giderek

onem kazanan kiiltiire edilmis limbal kok hiicre transplantasyonu yer almaktadir (4).

Limbal kok hicrelerin klinik kullanimlar1 i¢in, bu hiicrelerin karakteristik
ozelliklerinin tanimlanmast kaginilmazdir. Tanimlanan karakteristik ozellikler ve ¢esitli
isaretleyiciler ile beraber kok hiicrenin izolasyonu ve beraberinde rekonstriiksiyon amacl

kullanim1 mumkiin olabilecektir.

Glintimiizde kok hiicre tedavileri, tibbin her alaninda giderek 6nem kazanan
konularin basinda gelmektedir. Canli somatik kok hiicrelerin izole edilebilmesi, bu hiicrelerin
karakterize edilmelerinde ve ileride gen tedavilerinde kullanilmalarinda ¢ok onemli katkilar

saglayacaktir (75).

Kok hiicrelerin izole edilebilmesinin saglanmasinda en 6nemli konulardan biri, uygun
hiicre membran antijenlerinin tanimlanmasi ile birlikte, floresanla bagl antikorlarla immiin
boyamalarin yapilabilmesi ve floresan ile aktive edilmis hiicre ayirma yodnteminin

kullanilabilmesidir (13).

Hematopoetik kok hiicrelere ait belli sayida isaretleyicilerinin tanimlanmasi, bu

hiicrelerin rutin olarak hazirlanmasini kolaylastirmistir (76).
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Epitelyal kok hiicrelerin tanimlanmasinda ise isaretleyiciler, halen tartismali
konumdadir. Hoechst 33342 boyasi kullanilarak okiiler yiizey epitelyal kok hiicrelerin
izolasyonu, alternatif bir yontemdir. Bu yontemde, temel mekanizmay1, limbal epitelyal kok
hiicrelerin sahip olduklart ABCG2 tastyicisinin, DNA’ya baglanan Hoechst 33342 boyasini

hiicre disina atmasi olusturmaktadir (17).

Calismamizda, Hoechst 33342 boyast ile yapilan okiiler yiizey hiicre analizlerinde elde
edilen YP orani, literatiir ile uyumlu bulundu. Budak ve arkadaslari (17), 2005 yilinda
yaptiklar1 c¢aligmalarinda, okiiler yiizey epitelinin ABCG2 bagimli YP igerdigini ve bu
hiicrelerin de kok hiicrelerle iliskili ozellikler gosterdiklerini rapor etmislerdir.
Calismalarinda, boyalarla inkiibasyonda insan, tavsan, limbal ve konjunktival dokularindan
elde edilen taze hiicreler siispansiyon halinde kullanilmigtir. Hoechst 33342 boyasinin
optimum konsantrasyonunu, konjunktiva i¢in 3-3.5 mikromolar, limbus i¢in 2-2.5
mikromolar, optimum inkiibasyon siiresi ise konjunktiva i¢in 90 dakika, limbus i¢in 60 dakika
olarak belirtmiglerdir. Calismalarinda ortalama YP oranini, % 0.64 ile 1.43 arasinda
bulmuslardir. Hoechst 33342 boyasi ile saptanan YP’ unun, ABCG2 spesifik fumitremorgin C
ile %80-90, tiim ABC tastyicilarinin inhibitorii olan rezerpin ile ise %100 oraninda inhibe
oldugunu gostermislerdir. Umemoto ve arkadaslart da (77), 2006 yilinda yaptiklart
caligmalarinda, tavsan kornea ve limbal epitel hiicrelerini, YP agisindan incelemislerdir.
Calismalarinda, taze hiicreler siispansiyon halinde kullanilmistir. Hoechst 33342 boyasinin
kullanim konsantrasyonunu, 3 mikromolar, inkiibasyon siiresi ise 90 dakika olarak
belirtilmistir. YP orani, limbal epitelde 0.40 + 0.19 olarak saptanmistir. De Paiva ve
arkadaglari ise (78), 2005 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda, insan limbal epitel hiicrelerini YP
acisindan incelemislerdir. Calismalarinda, hem taze hiicreler siispansiyon halinde hem de
primer kiiltiirden elde edilen hiicreler kullanilmigtir. Hoechst 33342 boyasinin kullanim
konsantrasyonu, 5 mikromolar, inkiibasyon siiresi ise 120 dakika olarak belirtilmistir. YP
orani, taze insan limbal epitelinde 2.90 + 1.14 olarak saptanmustir. Bizim g¢alismamizda,
okiiler yiizey epitelyal kok hiicreleri belirlemede, Hoechst 33342 boyasi kullanildi. Deney
caligmalarimizda, doku kaynagimni, insan konjunktiva, kornea ve limbal dokulari yaninda
tavsan konjunktival dokular1 olusturdu. Burada kisitli insan hiicre teminine ek olarak, yapilan

caligmalarla fenotipik 6zelliklerinin, insan dokusuna yiiksek oranda benzerlik gdstermesi
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nedeniyle tavsan konjunktival dokulari, destek doku olarak kullanildi (17). Boyanin kullanim
konsantrasyonu, 4 mikromolar diizeyinde, inkiibasyonunu ise 1,5 saat olarak uygulandi. Taze
elde edilen epitelyal hiicreler, 6 saat kadar inkiibe edildikten sonra yikandi ve yapisma
gosteren hiicreler, tripsinize edilmeden, kendi hiicre kiiltiir kaplarinda, g¢esitli boyalar ile
inkiibe edildi. Tim inkiibasyonlarin bitiminden sonra, tripsin ile muamele ile elde edilen
hiicre siispansiyonu, flow sitometrik olarak incelendi. Bu sekilde elde edilen 6rneklerde tespit
ettigimiz YP orani, 6zellikle insan dokularinda Budak ve arkadaslarinin (17) ¢alismalarinda
belirttikleri degerden yiiksek miktarda idi. Bu sonu¢ dogrultusunda, flow sitometrik
degerlendirme Oncesinde, 6 saatlik inkiibasyonun bazal hiicrelerin yapismalarina olanak
saglayarak, bazal epitelde yer aldigi bilinen kok hiicrelerin daha yiiksek oranda izole

edilmesine katkida bulunabilecegi diislincesindeyiz.

Caligmamizda, Hoechst 33342 boyasi kullanimin yani sira, okiiler yiizey kok
hiicrelerinin metabolik aktivitelerini belirlemek amaciyla, Rhodamin 123 ve MTDR boyalar1
kullanildi. Yapilan deneyler sirasinda, her iki boya bakimindan da diisiik boyanma 6zelligi
gosteren hiicreler gozlemlendi. Bu iki hiicre popiilasyonu, birbiri ile karsilastirildiginda,
ortismedikleri, bununla beraber MTDR boyas: ile diisiik boyanma gosteren hiicrelerin, YP
hiicrelerini kapsadigi izlendi. MTDR bakimindan diisiik boyanma gosteren hiicreler, YP
hiicreleri ile ¢esitli deneylerde karsilastirildiginda, YP hiicrelerinin ¢ogunlugunun MTDR disiik
hiicreler oldugu, MTDR 4tk hiicrelerin tamamimin YP  hiicrelerini kapsayacak sekilde

yerlestigi gozlendi.

Elde edilen bu sonuclardan yola g¢ikarak, MTDR boyasinin da Hoechst 33342 ile
benzer bir mekanizma ile hiicre digina atiliminin bulunup bulunmadigini belirlemeyi
planladik. Bu amagla ABC tasiyicilarinin evrensel bir inhibitérii olan Rezerpini kullandik.
Rezerpin, antihipertansif ve noroleptik 6zelliklere sahip, Rauwolfia bitkilerinden elde edilen
bir alkaloid olup, bakteriyel disa atim proteinlerinin ilk tanimlananlar1 arasinda yer almaktadir
(79). Rezerpin, ¢ogu coklu ilag direng diga atim proteinlerinin fonksiyonlarini inhibe
etmektedir ancak bu etkinin tam mekanizmasi halen acikliga kavusmamistir (80).
Calismamizda, Rezerpin ilavesi sonrasi, MTDR W3 hiicrelerin belirgin oranda azaldig
izlendi. Bu sonug, MTDR boyasinin, ABC tasiyicilarindan biri ile tagindigin1 gostermekte idi.

MTDR boyasi, YP hiicrelerini kapsayan MTDR “5% fenotipteki hiicrelerin izolasyonuna
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olanak tanimaktadir ve bir ABC tasiyicisi ile taginmaktadir. Bu tasiyicinin, hiicre
membraninda yerlesmesi muhtemel oldugu gibi, mitokondriyal membranda da yerlesmesi
miimkiin olabilir. Nitekim Graf ve arkadaslar1 (81), memeli mitokondriyal membraninda
yerlesmis ABC tasiyicilarindan bir tanesinin varligini gostermislerdir. MTDR boyasinin
tastyicisi, hiicre membraninda yerlesim gostermekteyse, ABCG2 veya bagka bir alt tiple
taginip tasinmadiginin ayrica belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla ABCG2 boyasina
Ozgiinliigii ylksek inhibitorlerle deneylerin yapilmasi gerekmektedir. Bu deneylerde,
inhibitorlerin Hoechst 33342 ve MTDR boyalarina etkileri de karsilagtirilmali olarak

degerlendirmelidir.

Calismamizda, YP hiicrelerini kapsayan ve Rezerpin ile ortadan kaybolduklari
gozlenen, MTDR “%* hiicrelerin orani, Hoechst 33342 boyasi ile saptanan YP hiicrelerinin
oraninin, 2.81 ile 4.41 kati arasinda saptandi. Hoechst 33342 boyasi ile yapilan flow
sitometrik ¢aligmalarda saptanan kok hiicre oraninin, %1 civarinda oldugu bilinmektedir (17).
Cotarelis 1989 yilinda yaptigi ¢alismasinda, limbal epitelyal hiicreleri 3H-Timidin veya
bromdeoksoiiridin ile isaretleyerek, yavas dongiilii hiicreleri incelemis ve fare kornealarinda
limbal bazal hiicrelerin % 10’unun kok hiicre 6zelligi gosterdigini bildirmistir (35). Bizim
calismamizda MTDR ™ hiicrelerin YP hiicrelerine gore yliksek oranda saptanmasi
sonucundan yola ¢ikilarak, bu yontemin limbal kok hiicre izolasyonunda kullanimi ile,
genigletilmis yan popiilasyon izolasyonun miimkiin olabilecegi diislincesindeyiz.
Genisletilmis yan popiilasyon izolasyonu da gelecekte, minimum doku ile yiiksek miktarda
kok hiicreye ulagilmasini saglayarak, kok hiicrelerin okiiler yiizey rekonstriiksiyonunda

kullanimlarinda, klinik olarak 6nemli avantajlar saglayabilecektir.

MTDR boyasinin, kok hiicre izolasyonunda genisletilmis YP secilmesine olanak
saglamasi disinda ayrica ¢ok Onemli 6zellikleri bulunmaktadir. YP se¢ilmesinde kullanilan
Hoechst 33342 boyasi, DNA'ya baglanan bir boyadir ve inkiibasyon stiresi 60 ile 90 dakika
arasinda bulunmaktadir. Ayrica hiicrelerin flow sitometri ile incelenmesi isleminde, boyanin
UV ile uyarilmasi nedeniyle UV lazer kullanimi gerekmektedir. DNA ya baglanma ve flow
sitometrik incelemelerde UV lazer kullanimi, bu boyanin 6énemli dezavantajlarindan olup, bu
ozellikler hiicrelerde DNA hasarina yol acabilmektedir. YP secilmesinde kullanilabilecek,

ABC tastyicilarindan biri ile taginan ve 633 nm’de uyarilan “Mitotracker Deep Red” (MTDR)
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boyasi ise DNA yerine mitokondride birikmekte, uygulamasi yaklasik 30 dakika gibi kisa bir
inkiibasyon siiresine ihtiya¢ duymakta ve UV lazer kullanimina gerek duymamaktadir. Ayrica
gerek UV lazer kullanilmamasi, gerekse DNA’da birikim olmamasi nedeniyle hiicrelerde
meydana gelebilecek DNA hasar riski azalmaktadir. Bu sayede, bu hiicrelerin ileride klinik
kullanimlarinda, genetik materyal hasarina bagli istenmeyen etkilerden korunmak miimkiin

olabilecektir.

Ayrica diinya ¢apinda, flow sitometrilerde UV lazer eksitasyonunun erisilebilirligi,
yaygin degildir. Bu agidan degerlendirildiginde de UV lazere ihtiyag duymaksizin
kullanilabilecek bir kok hiicre izolasyon boyasi, bu amagla yapilabilecek calisma sayisina da

katkida bulunabilecektir.

Tiim bu 6zellikleri ile MTDR boyasi, okiiler yiizey kok hiicre izolasyonunda, Hoechst
33342 boyasina alternatif yeni bir isaretleyici boyadir.

Calismamizda ayrica kok hiicre fenotipik 6zelliklerini tasiyan YP hiicrelerini kapsayan
MTDR % hiicrelerin, fiziksel ve proliferatif 6zelliklerinin kok hiicre fenotipi ile uygunlugu
arastirildi. Okiiler ylizey kok hiicre fenotipinin 6zelligi de, diger kok hiicrelere benzer sekilde,
boyutlariin kiigiik olmasi ve yiiksek ¢ekirdek/sitoplazma oranina sahip olmasidir (10). Flow
sitometrik sonuglarda, MTDR ‘% hiicrelerin cogunlukla, diisiik ileri sagilim yani kiiciik
hiicrelerden olustugu, yine diisiik yana sagilim yani diisiik hiicre i¢i yapiya sahip oldugu
gdzlendi. Izole durumdaki kok hiicreler, diger hiicrelerden farkli olarak genellikle, gerekli
hormonal sinyaller saglandiginda ¢ogalmaya baslayabilirler (18). Bir popiilasyonun kok hiicre
acisindan durumunun degerlendirilmesinde, baslangic donem klonojenik kapasitenin kriter
olarak alinmasi iyi bir secenek olmayip, ¢ogalmaya uzun siire devam edebilme ve genis
koloni yapma gibi koloni olusturma ozelliklerinin g6zlenmesi daha giivenilirdir. Koloni

olusturma yeteneklerini gozlemledigimiz deneylerimizde, MTDR diisilk

fenotipteki hiicrelerin
koloni yapma yeteneklerinin, MTDR Y™ fenotipteki hiicrelerden daha diisiik oldugu izlendi.
Gelismekte olan yeni koloniler MTDR disiik fenotipteki hiicrelerin kiiltiirlerinde ¢ogalmaya
daha uzun siire devam ettiler, daha genis koloniler yaptilar ve ikincil koloni yapma
yetenekleri daha yiiksek oldu. MTDR stk hiicrelerin, bu ozellikleri de yine c¢aligmamizda

beraber degerlendirdigimiz YP hiicreleri ile uyum gostermekteydi.
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Okiiler yiizey onciil popiilasyonda klonojenik aktiviteyi degerlendirmek amaciyla
Umemoto ve arkadaslar1 (77), tavsan limbal dokularinda YP olan ve olmayan hiicreleri
klonojenik aktiviteleri agisindan karsilastirmislardir. In vitro olarak, 10 giinde sonlandirdiklar
calismalarinda, YP hiicrelerin klonojenik aktivitelerinin olmadigini géstermislerdir. De Paiva
ve arkadaglar1 (78) ise, ABCG2 tasiyicisi ile taginan Hoechst 33342 boyasini kullanarak izole
ettikleri insan limbal epiteli YP hiicrelerini, 3T3 fibroblastlar1 iizerinde kiiltiire ederek
klonojenik kapasitelerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, Umemoto ve arkadaslarinin
sonuclarina zit sonuglar bulmuslardir. Caligmalarinda, YP hiicrelerinin, YP olmayan hiicrelere

gore, klonojenik kapasitelerinin daha yiiksek oldugunu géstermislerdir.

Bizim ¢aligmamizda, MTDR boyanmasi bakimindan alt gruplara ayrilan ve 80—160—
400 hiicre/cm’ olacak sekilde kiiltiir kaplarma ekim yapilan hiicrelerin, kiiltiir islemine kiiltiir
stiresinin 17. glinde son verildi. Bir kismi fikse edilip koloni olusumu acgisindan
degerlendirildi, bir kism1 ise sekonder koloni olusturma agisindan tekrar kiiltiire edilerek
gozlemlendi. Primer kiiltiir siiresinde, gelismekte olan yeni koloniler, MTDR ®** fenotipteki
hiicrelerde prolifere olmaya daha uzun siire devam ettiler, daha genis koloniler yaptilar,
ikincil koloni yapma yetenekleri daha yiiksek oldu. Tiim bu o6zellikleri ile MTDR disik
fenotipindeki hiicreler, kok hiicrelere ait klonojenik yeteneklere biiyiik oranda uyum

gostermekteydi.

Primer Kkiltiir stiremizin uzun olmasinin, Umemoto ve arkadaslarmin (77)
caligmasinda gdzlenemeyen onciil hiicrelerin ge¢ donemede baslayan proliferasyon yetenegini
gostermede Onemli oldugu kanisindayiz. De Paiva ve arkadaslarinin (78), yaptiklar
calismada, onciil hiicrelerin klonojenik aktivitesinin yiiksek bulunmasinin nedenleri arasinda,
sonuclarin yaniltict olarak yorumlanabilmesine yol agan faktorler bulunmaktadir. Bu
faktorlerin basinda, izolasyon Oncesi hiicrelerin uzun dénemli kiiltiire edilmesi (10-14 giin),

ve ekilen hiicre sayisinin yiiksek olmasi (1000/cm?) sayilabilir.

Tim bulunan sonuglarimiza dayanarak, MTDR disk fenotipindeki hiicreler, kok hiicre

bakimindan koloni olusturma yeteneklerine yliksek oranda uyum gostermekteydi.
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SONU
Okiiler yiizey kok hiicrelerinin tanimlanmasi, bu hiicrelerin kiiltiir ortaminda
cogaltilmasi, direkt transplantasyon ile okiiler yiizey rekonstriiksiiyonunda kullanilmasi ve

ileride muhtemel gen tedavilerinde uygulanmasi konularinda anahtar rol oynamaktadir.

MTDR boyast ile okiiler yiizey kok kok hiicreleri tanimlanabilmekte ve izole
edilebilmektedir.

MTDR boyasi ile, Hoechst 33342 boyasina oranla okiiler yiizey kok hiicrelerinin

tanimlanabilme ve izole edilebilme oran1 daha yiiksektir.

MTDR boyasiin, Hoechst 33342 boyasina oranla hiicrelere zarar verme potansiyeli

daha diistiktiir.

MTDR boyasi ile okiiler ylizey kok hiicreleri analiz ve izolasyonu, Hoechst 33342

boyasina gore, daha ekonomik ve yaygin kullanimi olan aletlerle miimkiin olabilmektedir.
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