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OZET

Amag: Akoz yetmezlik tipi kuru goz hastaliginin tedavisinde kullanilmasi1 6ngoriilen, doku
miithendisligi yontemi ile in vitro ortamda kok hiicrelerden lakrimal bez iretilebilmesi

caligmalar1 i¢in uygun ksenojenik hiicre kaynagi arastirilmasi

Klinik iliski: Kuru goz hastaligi, otoimmiin hastaliklarin 6n planda oldugu akodz yetmezlik
tipinde ciddi okiiler ylizey rahatsizliklarina ve muhtemel gérme kaybina yol agmaktadir.
Topikal suni gbzyasi, imminsupresif ajanlar, punktum tikaclar1 vb. mevcut segenekler
tedavide yetersiz kalmaktadir. Hasta bireyin lakrimal bezindeki kok/progenitor hiicreler veya
cilt fibroblast hiicrelerinin yeniden programlanmasiyla olusan pluripotent kok hiicreler
kullanilarak yapay lakrimal bez elde edilmesi kuru goz tedavisine yeni bir bakis acisi

kazandirmaktadir.

Yontem: Bu calisma, hayvan deneyleri ve kok hiicre deneyleri olmak iizere iki alanda
yiiriitiildii. Ik olarak yetiskin ve embriyonik farelerden lakrimal bez dokusu disseke edilerek
izole edildi. Histolojik, immiinohistokimyasal ve akis sitometri incelemeleri yapildi. Elde
edilen hiicreler, lakrimal bez morfogenezinin taklit edilmesini amaglayan, epitel ile mezensim
bolmeleri olan ve dinamik kiiltiir ortami1 saglayan ‘lakrimal ¢ip’ sistemi i¢inde 14 giin
boyunca kiiltiire edildi. Sonuglar immiinohistokimya ve qPCR yontemi ile incelendi. Ikinci
yontem olarak ise uyarilmis pluripotent kok hiicreler, iki farkli protokol dogrultusunda
lakrimal bezin ana komponenti olan konjunktiva epitel hiicreleri ve periokiiler mezengim

hiicrelerine farklilastirildi. Sonuglar immiinhistokimya yontemi ile incelendi.

Bulgular: Yetiskin farelerden elde edilen lakrimal bez hiicrelerinin proliferasyon
kapasitesinin diigiik oldugu gozlendi. Embriyonik farelerden izole edilen dokularin 11k
mikroskobu altinda epitel ve mezensim dokularina ayrilabildigi histolojik kesitlerde goriildii.
Hiicreler, doku iskelesi saglayan jelatin metakriloil (GelMA) ile karisim haline geldikten
sonra fotomaske yardimi ile i¢ kisimda epitel ve dis kisimda epitel dokusunu g¢evreleyen
mezensim bolmeleri olacak sekilde ‘lakrimal ¢ip sistemi’ icine yerlestirildi. Jel ile uyum
sagladig1 goriilen hiicrelerin 14 giin boyunca canliliklarin1 koruduklar1 ve organoid yapisini

olusturduklar1 goriildii. Immunhistokimya incelemede lakrimal beze 6zgii Aquaporin-5 (AQP-



5) ve Zonula okludens-1 (ZO-1) proteini saptandi. qPCR ile yapilan incelemede gozyasina
0zgii lizozim mRNA diizeyinde kontrol grubuna gore oldukga yiiksek saptandi.

Uyarilmig pluripotent kok hiicre deneyinde, 42 giinliik kiiltiir sonucunda 6nce okiiler yilizey
ektodermi, ardindan konjonktiva epiteli belirteci olan K13 ile boyanan hiicreler elde edildi.
Kiiltiirin 14. gilinlinde immiinhistokimya incelemede FOXC1; qPCR incelemede PITX2 ve
LMX1B mezensim belirtecleri saptandi.

Sonug¢: Doku miihendisligi yontemi ile embriyonik fare hiicreleri kullanilarak gozyasi tiretimi
yapan lakrimal bez dokusu in vitro ortamda olusturuldu. Uyarilmis pluripotent kok hiicreler
kullanilarak, biyomiihendislik ¢alismalarinda lakrimal bezi dokusu meydana getirmek {izere
kullanilacak epitel ve mezensim hiicreleri elde edildi. Bu bilgiler 1s18inda yapilacak ileri
caligmalarda, kuru g6z hastaliginin baglangi¢ asamasinda hastanin lakrimal bez biyopsisinden
izole edilecek kok/progenitdr hiicreler veya cilt biyopsisinden elde edilen fibroblastlardan
tiretilen uyarilmis pluripotent kok hiicreler kullanilarak in vitro ortamda lakrimal bez eldesi
ve hasta bireye otolog transplantasyonu, hastaligin ileri asamalarinda ciddi okiiler ylizey
bozukluklarinin olusmasimi ve muhtemel gérme kaybi riskini azaltabilecek bir yaklasim
olabilir. Kullanilacak her iki yontemin de, etik sorunlari ve immiin yanit riskini ortadan
kaldiracagi distiniilmektedir. Ayrica in vitro ortamda kok hiicrelerden iretilen lakrimal
bezden, kisiye 6zel iiretilecek ve kompleks icerige sahip akoz gbzyasinin, topikal olarak kuru

g0z hastalig1 tedavisinde kullanilmas1 miimkiin olabilecektir.

Anahtar kelimeler: Lakrimal bez, kuru goz hastaligi, doku miihendisligi, kok hiicre.



ABSTRACT

Purpose: Investigation of appropriate xenogenic cell source for in vitro lacrimal gland

development by using tissue engineering methods, for use in the treatment of dry eye disease.

Clinical relevance: Aqueous deficiency type dry eye disease, which is mostly seen in the
setting of autoimmune diseases, leads to serious ocular surface disorders and possible loss of
vision. Available options like topical artificial tears, immunosuppressive agents, punctal plugs
etc. are insufficient in treatment. Development of an artificial lacrimal gland using
stem/progenitor cells localized in patients’ lacrimal gland or pluripotent stem cells formed by

reprogramming skin fibroblast cells, brings a new perspective to the treatment of dry eye.

Method: This study was conducted in two areas: animal experiments and stem cell
experiments. Initially, lacrimal gland tissue was dissected and isolated from adult and
embryonic mice. Histological, immunohistochemical and flow cytometry analyses were
performed. Harvested cells were cultured in a ‘lacrimal chip' system that mimics the
morphogenesis of the lacrimal gland with its epithelial and mesenchymal compartments as
well as a dynamic culture medium, for 14 days. Results were analyzed by
immunohistochemistry and gPCR methods. Secondly, induced pluripotent stem cells (IPSCs)
were differentiated into the main components of the lacrimal gland, namely conjunctival
epithelial cells and periocular mesenchymal cells, by using two different protocols. Results

were analyzed by immunohistochemistry.

Results: Lacrimal gland cells obtained from adult mice showed low proliferation capacity.
Tissues isolated from embryonic mice could be separated into epithelial and mesenchymal
tissues under light microscope, verified by the histologic analysis. Cells were mixed with
gelatin methacryloyl (GelMA) which acts as tissue scaffold, and then photomasked into the
‘lacrimal chip' system that has inner epithelium and outer mesenchymal tissue compartments.
Cells were found to be bio-compatible with the gel and were able to maintain their viability
for 14 days. They formed appropriate organoid structure. Immunohistochemical analysis
revealed lacrimal gland specific Aquaporin-5 (AQP-5) and Zonula occludens-1 (ZO-1)

3



proteins. Tear-specific lysozyme mRNA levels were found to be significantly higher in qPCR

analysis than in the control group.

IPSCs experiment revealed ocular surface ectodermal cells initially, followed by cells that
stained by K13, which is an indicator of conjunctival epithelium, at the end of 42 days. On the
14" day of culture, immunohistochemistry analysis revealed FOXC1; qPCR analysis revealed

PITX2 and LMX1B, all of which are mesenchymal markers.

Conclusion: Lacrimal gland tissue was produced in in vitro conditions, by tissue engineering
methods using embryonic mouse cells. IPSCs were used to obtain epithelial and mesenchymal
cells to be used in bio-engineering studies to develop lacrimal gland tissue. In the light of
these data, obtaining in vitro lacrimal gland tissue using stem/progenitor cells isolated from
either the lacrimal gland or IPSCs derived from skin fibroblasts at the initial stages of dry eye
disease and autologous transplantation to the patient might be a sound approach to reduce the
risk of serious ocular surface disorders and possible loss of vision in later stages of the
disease. Both methods might eliminate ethical problems and risk of immune responses.
Furthermore, it is possible that aqueous tear, which has complex ingredients, to be custom-
produced individually for topical use in the treatment of dry eye disease, from the lacrimal

gland developed in in vitro conditions by using stem cells.

Keywords: Lacrimal gland, dry eye disease, tissue engineering, stem cell.



GIRIS VE AMAC

1. Mevcut Sorun
Kuru g6z hastaligi, okiiler rahatsizlik ve ciddi olgularda gérme kaybina yol acabilen gérme

bozukluklari ile karakterize olup giinlimiizde siklig1 giderek artmaktadir. Akoz yetmezlik ve
evoporatif olmak {izere iki ana kategoride incelenmektedir. Akoz yetmezlik tip kuru gozde
gozyasinin kismi veya tam yoklugu séz konusu olup gozyasi filminde instabilite ve
hiperosmolaritenin tetikledigi inflamatuar bir kisir dongii goriiliir. Sjogren sendromu, miikéz
membran pemfigoid, Steven Johnson sendromu gibi ciddi kuru géz tablosu ile seyreden
hastaliklarda lakrimal bezin inflamatuar hiicrelerle inflamasyonu goriilmekte, fonksiyonel
doku yerini geri doniisii olmayan fibrozise birakmaktadir. Okiiler yiizeyi olusturan kornea ve
konjunktiva epiteli i¢in hayati dneme sahip ve karmasik bir yapiya sahip olan gézyas1 miktari
giderek azalmakta, punktat epitelyopatiden korneada erimeye uzanan ciddi 6n segment
sorunlari ile karsilasilmaktadir. Klinik pratikte sikga kullanilan suni gézyasi replasmani igerik
bakimindan dogal gozyas: ile karsilastirildiginda yetersiz kalmakta ve patogeneze yonelik
olmadig i¢in etkisi olduk¢a sinirl kalmaktadir. Otolog serum ise biiyiime faktorleri, vitamin
ve fibronektin icermesinden dolayr gozyasina fizyolojik olarak daha ¢ok benzemekte olup
elde edilme ve saklanma kosullarinin pratik olmamasi nedeni ile kullanimi sinirhdir. Gézyasi
drenajin1 azaltip, var olan gbzyasinin okiiler yiizeyde kalma siiresini artirmak i¢in punktum
tikaglar1 kullanilmaktadir. Immiin sistemi baskilayici ajanlarin topikal ve sistemik kullanimi
ile inflamasyon baskilanmaya calisilmakta, ancak lakrimal bez islevinin korunmasi anlaminda
yeterli olmamakta ve hastalarda ilaca bagli yan etkiler goriilebilmektedir. Okiiler yiizeyin
1islakliginin devamliliginin saglanmasi amaciyla mekanik dakriyorezervuar ve otolog mindr
veya major tiikkriik bezi transplantasyonu segenekleri diisiiniilmiis, ancak kompleks cerrahi
stirece sahip olmalar1 ve gelisen komplikasyonlar nedeni ile uygulamalari kisithi kalmigtir.
Sonug olarak giiniimiizde kuru g6z hastaliginda kisa siire etkili gegici tedaviler sunulmakta,

tam anlamiyla tatmin edici ve uzun donemde kiir saglayan bir secenek bulunmamaktadir.

Son zamanlarda organanogenez gelisimindeki mekanizmalar ve gen ekpresyonlarinin
anlagilmasi, kok hiicre biyolojisi ve doku miihendisligi teknolojilerinin gelisimi sayesinde,
bozulmus organ fonksiyonun yeniden saglanmasini amaglayan ‘rejeneratif tip’ terimi ortaya
cikmistir [1]. Baslarda dokulardan elde edilen kok hiicrelerin enjeksiyonu veya sitokinler ile
kok hiicrelerin aktivasyonu ile hasarli dokularin tamiri ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Son
yillarda ise doku miihendisligi yontemi ile yapay organ gelistirilmesi iizerine agirlik

verilmistir. Eriskin veya embriyonel lakrimal bezde yerlesimli kok/progenitor hiicreler ya da



uyarilmis pluripotent kok hiicrelerden ex vivo ortamda gozyasi salgilayabilen ii¢ boyutlu
lakrimal bez gelistirilmesi ve laboratuvar ortaminda gelistirilen lakrimal bezin hastaya

transplantasyonu ile ilgili ¢aligmalar ciddi kuru goz hastalari i¢in umut vaat etmektedir.

2. Caligmanin prensibi
Bu calismada doku miihendisligi ilkeleri dogrultusunda organogenez taklit edilerek, cesitli

hiicre kaynaklar, kiiltiir ortami ve biyoaktif molekiiller kullanilarak in vitro ortamda lakrimal
bez benzeri doku gelistirilmesi amaclanmistir. Literatiirde embriyonik fare hiicrelerinin
islenerek farklilagmasi yoluyla gozyasi salgilayabilen lakrimal bez dokusu elde edilmis ve
transplantasyon sonrast kuru g6z bulgularmin diizeldigi belirtilmistir [2]. Ancak ayni
protokoliin insan kaynakli embriyonik hiicreleri kullanilarak uygulanmasi, etik ve
immiinolojik yanit sorunlarin1 beraberinde getirmesi nedeniyle miimkiin degildir. Bu nedenle
yapay lakrimal bez gelistirilmesi ve transplantasyonu igin hiicre kaynagi olarak erigkin
lakrimal bezden izole edilen kok/progenitér hiicrelerin veya uyarilmis pluripotent kok

hiicrelerin (UPKH) kullanilmasi diisiniilmiistiir.

UPKH teknolojisi sayesinde hasta bireyden alinan insan somatik hiicreleri yeniden
programlanarak pluripotent ozellik kazanabilir. Ug germ yapragina farklilasma o6zelligi
bulunan hiicrelerin, doku miihendisligi yaklasimiyla tasarlanan mikroakiskan ¢ip kiiltiiriinde,
belirli transkripsiyon faktorleri ve biyoaktif sinyaller saglanmasi yoluyla lakrimal bezin iki
ana komponenti olan epitel ve mezensim hiicrelerine doniistiiriilmesi ve in vitro ortamda
gbzyas1 salgilayabilen yapay lakrimal organ gelistirilmesi hedeflenmistir. Elde edilen
dokunun hastanin kendi hiicrelerinden kaynaklanmasi sayesinde etik sorunlar ve immiinolojik
red riski asilmis olacak, ayrica kisiye 6zgli dogal gozyas tiretimi saplanmig olacaktir. Projede
kullanilacak embriyonik fare lakrimal bezi ve hiicrelerinin, en uygun mikroakiskan ¢ip
tasariminin yapilmasi, yapay lakrimal bez gelisimi i¢in gerekli fiziksel ve biyokimyasal
kosullarin uygunlugunun saptanmasi, yapay lakrimal bezin fonksiyonlarini degerlendirilmesi
icin kullanilmasi planlanmistir. Ayrica lakrimal bezden elde edilen kok/progenitdr hiicrelerin,
UPKH’den farklilagtirilarak elde edilecek epitel ve mezensimal hiicreler igin pozitif kontrol
olarak kullanilmasi; boylece lakrimal bez doku miihendisligine yonelik en uygun ksenojenik

hiicre kaynaginin belirlenmesi planlanmistir.

3. Amag
Calismanin esas amaci lakrimal bez doku miihendisligine yonelik en uygun ksenojenik hiicre

kaynagmin belirlenmesidir. Embriyonik fare lakrimal bez hiicrelerinden ve UPKH’den in
6



vitro mikroakiskan sistem kosullarinda yapay fonksiyonel lakrimal bez gelistirilmesi amaciyla

asagidaki hedefler tanimlanmustir.

farklilastirma (&) akig sitometrisi ile ayirma
A FACS
UPKH - P
S
LL
L] kontrol grubu\)
= QR L-:e—-—
y azer
= \)) o @ & ©
Lakrimal bez ¥ \
Kok hicrelerden lakrimal epitel ve mezodermal endodermal
mezensimal hicrelerin elde edilmesi CXCR4 + AFP+

Sekil 1. Hedef 1: UPKH ve embriyonik fare hiicrelerinden ve epitel ve mezensimal kok
hiicrelerin elde edilmesi.

1.1 Fare lakrimal bezinden epitel ve mezensimal hiicrelerin izole edilmesi.

1.2 Uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin ektodermal, endodermal ve mezensimal
farklilastirilmasi.

1.3 Farklilagtirilmis hiicrelerden ektodermal ve mezensimal hiicrelerin akis-

sitometresi ile ayristirilmasi ve kiiltiir edilmesi.



fotolitografi

Hidrojel sentezi

HEDEF 2

Biyobaski ybéntemiyle 3boyuﬂd"‘-- , lakri ' |
lakrimal organoidlerin gelistiriimesi ya%?gaiozhma

Sekil 2. Hedef 2: Epitel ve mezensimal hiicreler kullanarak mikroakiskan c¢ip igerisinde
lakrimal organoid olusturulmas.

2.1 Mikroakiskan ¢ip gelistirilmesi ve hidrojel sentezi

2.2 UPKH ve fareden elde edilen epitel ve mezensimal hiicrelerden organoid

olusturulmasi

2.3 Lakrimal organoidlerin mikroakiskan ¢ip igerisine yerlestirilmesi ve 3-boyutlu

hiicre kiltira

. A — 1
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biyobenzer
Gelistirilen lakrimal organoidlerin karakterizasyonu gozyasi

HEDEF 3

Sekil 3. Hedef 3:  Gelistirilen lakrimal organoidlerin karakterizasyonu

3.1 Gelistirilen sistem ile UPKH ve fare hiicrelerinden elde edilen lakrimal

organoidlerin immunohistolojik karakterizasyonu

3.2 UPKH ve fareden elde edilen lakrimal organoidlerin transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ile karakterizasyonu

3.3 Elde edilen lakrimal organoidlerin sekresyonunun gozyasi belirteclerinin

(laktoferrin, lizozimvb.) saptanmasi



GENEL BIiLGILER

1. Lakrimal Bez (Ana gozyasi bezi)
Tubuloasiner ekzokrin bez yapisinda olup gozyasi filmindeki akdz tabakanin %95’inin

iiretilmesinden sorumludur. Goziin iist temporalinde bulunan bez, iist levator palpera kasinin
aponevrozu ile orbital ve palbepral olmak iizere iki kisma ayrilir. Orbital parca yaklasik 20
mm uzunlugunda, 12 mm genisliginde ve 5Smm kalinligindadir [3]. Lobuler asinuslarin
sekresyonu Once interlobuler ince kanalciklara, daha sonra da yaklagik 8-12 adet son salgi
kanalina akar. Bu kanallardan 3-5 adedi orbital parcayi, 5-7 kadar1 da palpebral parcay1 drene
eder. Orbital parganin kanallar1 da palpebral par¢a icinden gecer ve tiim kanallar ayr1 ayri
olmak tizere, iist tars list kenarmin yaklasik 5 mm Kkadar tizerinde st fornikse agilir [4] (Sekil

4).

Lakrimal bezde asiner, duktal ve miyoepitelyal hiicreler bulunmaktadir. Hiicrelerin %80’
asiner hiicreler olup lizozim, laktoferrin, biiyiime faktorleri (epitelyal, keratosit, transforming
alfa) gibi proteinlerin sentezini yapar ve sekresyonunu saglar. Duktal hiicreler ise asiner
hiicrelerden salinan gézyasin1 modifiye edip su ve elekrolitleri salgilar [5]. Alfa diiz kas
iceren miyoepitelyal hiicreler, asiner ve duktal hiicreler ile bazal lamina arasinda bulunur ve

duktusun kasilmasini saglayarak akdz gbzyasinin okiiler yiizeye salinmasinda rol oynar [6].

Gozyas1 bezini besleyen arter; oftalmik arterin lakrimal dalidir. Venler, arterler ile ayn1 yolu
izleyerek superior oftalmik vene drene olur [7].
Refleks gbzyasi sekresyonundan sorumlu olan lakrimal bezin efferent uyarani fasiyal sinir

icinde seyreden parasempatik liflerdir.

2. Aksesuar Gozyasi Bezleri
Lakrimal bez yapisina benzeyen aksesuar gozyasi bezleri, gozyas1 akoz tabakasinin %5’ini
salgilar [8]. Krause bezleri iist fornikste yaklasik 40 adet, alt fornikste 6-8 adet olarak bulunur.
Wolfring bezleri tist kapakta 2-5 adet, alt kapakta 1-3 adet bulunmakla birlikte boyut olarak
Krause bezlerinden biraz daha biiyiiktiir. insanda aksesuar gozyasi bezleri tiibiiler gland
yapisinda olup asinus igermez [9]. Aksesuar bezler lakrimal doku kitlesi toplaminin yaklasik
%10'unu olusturur [10] ve ana lakrimal beze benzer sekilde inervasyonu vardir. Bu nedenle

refleks stimulasyon yanitlarinin benzer sekilde oldugu varsayilmaktadir [11].
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Sekil 4. Insanda lakrimal bez yerlesimi

3. Lakrimal bez morfogenezi
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Lakrimal bez, ektoderm kaynakli bir organ olup temel olarak epitelden kéken alan glandiiler

parankim dokusu ve bu yapiy1 g¢evreleyen mezensimal stroma dokusu olmak {izere iki

dokudan meydana gelir. Lakrimal bezin primitif bir tomurcuktan {i¢ boyutlu tiibiiloalveoler

yapiya sahip matiir bir organ gelisim siireci, epitel ve ¢evre mezensimi arasindaki karsilikli

etkilesimleri iceren {i¢ basamakta incelenir [12]:

1.Varsayimsal glandiiler evre: Cevredeki mezensimal yogunlagsmayla birlikte superior fornix

epitelinin kalinlagmast,

2.Tomurcuk evresi: Ik konjunktival fornikse ait bdlgede nodiiler olusumlarin ortaya ¢ikmasi

ve epitel tomurcuklari igindeki liimenin goriiniimii

3.Glandiiler olgunlasma dénemi: 9-16 hafta arasinda goriliir, bezin eriskin morfolojisini

almaya bagladigr donem

10



Okdiler yuzey epiteli

E135 E16.5 E19.5
Kalinlagma Tomurcuklanma Dallanma morfogenezi Matir lobil
a)
Epitel Mezensim Lakrimal bez tomurcugu
Fare lakrimal bez tomurcugu
0. gln 1.gln 2.gun 3.gln 4, gin
b)

é 5 9 & &

Sekil 5. Lakrimal bez embriyogenezinde epitel-mezansim etkilesimi. a) Sematik gériiniim. b) in vitro kiiltir
ortaminda lakrimal bezin faz kontrast gorintileri. Olgek cizgisi 100 um [2].

Siganlarda lakrimal bez gelisiminde 13. embriyonik giinde goziin temporal bolgesinde
konjunktiva epitelinin tiibiiler invajinasyonu gosterilmistir. Epitel invajinasyonunun uzamasi
sonucu lakrimal bez tohumu, 16.5. embriyonik giinde mezensim igerisine uzanir. Epitel-
mezensim etkilesimi sonucu hizlica prolifere olup uzama ve yarik olusumlar ile karakterize
dallanma paterni gostererek lobiiler bez yapist olusturmaya baglar. Ondokuzuncu embriyonik
giinde lakrimal bezin temel yapist tamamlanmig olur [13] (Sekil 5). Dogumdan sonra 7. giinde

gozlerin acilmasi ile birlikte gdzyasi iiretimi bagslar.
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Sekil 6. Lakrimal bez organogenezinde biiylime faktorleri ve sinyal yolaklarini belirten
sematik goriiniim. Epitel ve mezensim; dallanma morfogenezinde ¢esitli protein, gen ve
bliylime faktorleri araciligiyla etkilesimde bulunur. Bmp7 ve Foxcl mezensim ile iletisim
kurulmasinda rol alir. Mezensimde yer alan Fgf10; Sox9 ve Sox 10 araciligiyla tomurcuk
olugmasini saglar. Barx2 matriks metalloproteinazlar1 (MMP) aktive ederek epitel
biiylimesine katkida bulunur. Runx1 ise epitelde bulunur ve proliferasyonu saglar [14].

Dallanma morfogenezinde rol alan ¢esitli sinyaller lakrimal bez gelisiminin diizenlenmesini
saglar. Embriyonik okiiler konjunktivada Pax 6 gen ekspresyonu, lakrimal bez tomurcugunun
olugsmasinin ilk basamagidir. Cevre mezensimal dokuda yogun Fgf 10 (Fibroblast growth
factor) ekspresyonu epitelden tomurcuk gelismesine katkida bulunur. Bu sinyaller ile lakrimal
bezin dallanmasi ve farklilasmasini saglayan Sox9 ve Sox10 yolag: aktive edilmis olur [13].
Epitel govdesinin genislemesi (stalk elongation), Barx ekspresyonu sonucu matriks
metalloproteinazlarin diizenlenmesi yolu ile gerceklesir [15]. ‘Bone morphogenetic protein’
(Bmp) ailesinden olan Bmp 7 sinyali mezensim kondensasyonu ve proliferasyonunu
saglayarak dallanma siirecinde rol alir [12]. Biiylime faktorleri ve sinyal yolaklari lakrimal

bezin histolojik ve fonksiyonel yapisinin saglanmasinda kritik dneme sahiptir (Sekil 6).

4. Lakrimal Bez ve Rejenerasyon
Yetiskin dokularda yerlesmis olan kok hiicreler, herhangi bir doku hasar1 sonrasinda aktive
olarak organ yap1 ve fonksiyonunu saglamakla gorevlidir. Bu hiicrelerin tespit edilerek hasarli
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dokularin tamirinde kullanilmasi ile organ fonksiyonunun geri kazanilabilecegine dair

caligmalar mevcuttur.

Tiikriik ve meme bezleri gibi lakrimal bez de yasam boyu yenilenme (rejenerasyon)
yeteneklerini korur. Tiikriik bezlerinin epitel hiicre dongiisii ser6z asinuslar i¢in 40-65 giin ve
duktus hiicreleri i¢in 95 giin olarak saptanmistir [16]. Tikriik bezleri ile lakrimal bez
ektodermal kokenli salgi bezleri olup, lakrimal epitel hiicrelerinin de benzer hiicre dongiisii
hizina sahip oldugu diisiiniilmektedir. Tiikriikk bezlerinde duktus ve salgi kanallarinin bazal
tabakasinda kok/progenitor hiicre varligi gosterilmisken, lakrimal bezde miyoepitelyal, duktus
epiteli ve mezensimal hiicre olmak iizere i yerde rejenerasyon kapasitesi oldugu

diisiiniilmektedir [17][18][19][20].

Tikriik bezi, meme bezi, karaciger ve bagirsak gibi pek ¢ok dokuda saptanan kok veya
progenitor hiicrelerin, yasam dongiisii disinda deneysel olarak doku hasarinda da aktif rol
oynadiklar1 tespit edilmistir. Kok veya progenitdr hiicrelerin asiner ve duktal hiicrelere

dontisebilme potansiyeli tespit edilmistir [21].

Doku hasarmin nasil sonuglanacagi, epitelyal-mezensimal etkilesimin nasil gelisecegi ile
ilgilidir. Emriyogenezdeki etkilesimde epitelyal hiicreler geri doniisiimlii olarak mezensimal
fenotip kazanip kok hiicre benzeri 6zellik gosterirlerken, epitelyal-mezensimal gecis geri

doniistimsiiz oldugunda nedbe (skar) dokusu olusumu ile sonug¢lanan fibrozis olusur [22].

Bir hipoteze gore epitel kokenli progenitor hiicreler, “epitel-mezensim gecisi” (EMG) yoluyla
mezensim kokenli kok hiicrelere dontisiip, doku onarimi igin asiner veya duktal epitel
hiicrelerine farklilasmak {izere hasarli bolgelere go¢ etmektedir [22]. Lakrimal bez hasari
sonrast doku onarmmi sirasinda, EMG sonucu vimentin, nestin ve a-SMA eksprese eden

mezensimal kok hiicrelerin varlig: tespit edilmistir.

Nanog, Sox2, Kruppel benzeri faktor 4 (K1f4) gibi pluripotens belirteglerini eksprese eden ve
ii¢ boyutlu kiiltiirde li¢ germ yapragina ait ¢esitli hiicre tiplerine farklilagsma yetenegi gosteren

kok hiicreler de, sigan lakrimal bezinde saptanmustir [19].

Yapilan bir ¢calismada IL-1 enjeksiyonu ile indiiklenen lakrimal bez hasar1 sonras1 5-bromo-
2’- deoksitiridin (BrdU) isaretli hiicre sayisinda kontrol grubuna goére 7 kat artis olmasi, bu
hiicrelerin kok veya progenitor hiicre olabilecegini diislindiirmiistiir. Ayrica BrdU isaretli

hiicrelerin bir kisminda proliferasyon belirteci olan ki-67 pozitif bulunmustur [23]. Tamir
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sirasinda kok hiicre belirteci olan nestin (tip 6 intermediyer filaman proteini) pozitif kok /
progenitor hiicre sayisinda artis gorilmiistiir [24].

Duktus ligasyonu sonrasi lakrimal bez boyut ve agirligi belirgin olarak diiserken, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu sonucu ile olusturulan lakrimal bez hasar1 sonrasinda goézyasi iiretimi
azalir. Bu yol ile hasar olusturulmus lakrimal bezde okiiler yilizey kok/progenitor hiicre
belirteci olan K14, ABCG2, ANp63 ve K15 eksprese eden hiicreler saptanmistir [22].

Hasar olusturulmamis normal fare lakrimal bezinde yapilan arastirmada, c-kit (CD117) ve
EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) pozitif hiicrelerin potansiyel epitelyal progenitor

hiicre igareti olabilecegi ifade edilmistir [20].

Embriyonik dénemde immatiir lakrimal bezde epitel hiicrelerinde goriilen sitokeratin 15
(Krt15)’in, matiir lakrimal bezde duktusun bazal hiicrelerince ekprese edildigi saptanmustir.
Az sayida olan bu hiicre popiilasyonunun kok hiicre sinifinda degerlendirilebilecegi kanisina

vartlmustir [25].

5. Gozyast Filmi
‘Gozyast filmi’ terimi ¢ogunlukla kapak kenarlar1 arasinda kalan ve kornea ylizeyini kaplayan
ince sivi film tabakasini tanimlamakla birlikte agikta kalan bulber konjunktivayr kaplayan
gozyas1 tabakasin1 da kapsamaktadir; fakat bu bolge korneaya gore gorsel islemlerde ¢ok az
oneme sahip oldugundan g6z ardi edilmektedir. Gergekte bu kisim ozellikle yukar1 bakista

acikta kalan alanin % 60 kadarini olugturmaktadir [26].

Stabil preokiiler gézyas: filmi, bilylik dlclide okiiler yiizey sagliginin gdstergesidir. Bunun
nedeni gorsel sistemde 1s18in girmesi igin birincil kirllma yiizeyini gozyasi olusturmasi,
icerdigi antimikrobiyal proteinler ve biiyiime faktorleri ile korneayr korumasi ve

nemlendirmesidir[27].

Gozyast filmi bilesimi dinamik olup okiiler yiizeyin homeostasisini saglayabilmek ic¢in
cevresel etmenlere yanit verebilir. Her gz kirpma ile birlikte gdzyas: okiiler yiizeye yayilir;
kirpma sonrasinda diizenli bir sekilde incelmeye baslar, bir sonraki kirpmaya kadar tam
anlamiyla akoz kaplama saglar. Ardindan gelen kirpma ile daha kalin bir tabaka olusur ve

islem tekrarlanarak devam eder [28].

Toplam gbzyasi hacmini meniskiisler, pre-okuler gozyasi film tabakasi ve konjunktiva kesesi
olusturur [29]. Toplam hacim ortalama 10 pl olarak saptanmistir. Bu miktar kapak

kenarlarinin sekline, punktum pozisyonuna ve kapak araliginin yiiksekligine gore kisiden
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kisiye farklilik gostermektedir [26][30][31]. Optik koherens tomografi ile yapilan 6l¢iimlerde
gozyasi film tabakasi kalinligi ortalama 4.7 pm bulunmustur [32].

Dinlenme halinde bazal gézyasi sekresyonunun yardime1 lakrimal bezler tarafindan, uyarilmis
refleks g6zyasi sekresyonunun ise ana lakrimal bez tarafindan saglandigi bilinmektedir [26].
Uyarilmamis durumda gozyasi salgilanma hizi 1.2 pl/dakika ve 1.2 ml/giin oldugu kabul
edilmistir [33]. Nazal irritasyonla uyarilmis gozyasi akim hizi ¢ok daha fazla olup bir
dakikadan kisa bir stirede 40-50 ul’ye ulasmaktadir [34].

Alt gbzyas1t meniskiisiinden elde edilen 6rneklerde gozyast osmolaritesi yaklagik 320 mOsm/L
olarak Ol¢iilmiis olup kornea yiizeyini 6rten gozyasi film tabakasinin osmolaritesini temsil

ettigi kabul edilir [35].

5.1. Gozyas: yapist
Gozyast filminin gercek yapisi tartismali olmakla birlikte, ilk olarak Wolff tarafindan
tanimlanan temelde ii¢ tabakali yapi olarak incelenebilir: Epitel ylizeyini kaplayan ve

hiicrelerin varsayilan hidrofobisitesini azaltan miisin tabaka; bazi besin maddeleri,

antimikrobiyal proteinler, uygun osmolarite ve kayganlik saglayan akoz tabaka; akoz sivinin
buharlagarak kaybini 6nleyen lipid tabaka [36]. Son yillardaki goriise gore, gdzyasi ayri ayri
tabakalar halinde basit bir yap1 olarak goriilmeyip, miisin, akéz ve lipid icerigin birbiri ile
etkilestigi ‘hidrate jel’ formunda oldugu kabul edilmektedir [37]. Bu tanimlamaya gore lipid
tabakasinin altinda, miisin konsantrasyonunun epitel yiizeyinden akoz yiizeye dogru azalan

[Ron

konsantrasyonda degistigi bir ak6z-musin jel tabakasi bulunmaktadir [38] (Sekil 7).

AkoOz-miisin tabakasi; ¢oziinebilen miisinler, akdz sivi, elektrolitler ve c¢esitli proteinler
icermekte olup kornea epiteli mikroplikalarina, membranla iligkili miisinlerin olusturdugu

glikokaliks yardimu ile tutunur.
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Sekil 7. Gozyast film tabakasimin kompleks hidrate jel yapisi[39].

5.1.1. Miisin tabaka

Gozyasi filminin en i¢ tabakasi ve 0,5 um kalinliginda olup kornea ve konjunktiva epitel
hiicrelerinin iizerini kaplar [40]. Miisinlerin ¢ogu holokrin tipte salgi yapan konjunktiva
goblet hiicreleri tarafindan salgilanir. Baz1 miisinlerin ise kornea ve konjunktiva epitelince
iretildigi, hatta yapilan c¢aligmalarda lakrimal bezin miisin {iretimine katkida bulundugu
diistiniilmektedir [41][42][43]. Goblet hiicreleri yogunlukla goz kapaklari kenarlarinda,
fornikslerde, tarsin {ist kisimlarinda (Henle kriptleri) ve korneaskleral limbusta (Manz bezleri)
bulunur [44].

Misinler yiikksek oranda karbonhidrat iceren (>%50) yiiksek molekiil agirlikli
glikoproteinlerdir. Yiiksek glikolizasyon sayesinde negatif bir yiik kazanirlar ve hidrofilik
akoz tabaka ile karisabilir, okiiler yiizeyde su tutabilir hale gelirler [45].

Insanda 20 adet miisin geni saptanmus olup iki temel tipte incelenir:[46]

1. Transmembran (Epitelyal)

2. Sekretuar (Cozlinebilen)

Transmembran miisinler okiiler yilizeyde gdzyas: fimine komsu apikal hiicre membrani

kivrimlarinin  (mikroplikalarin) uglarindan ¢ikar ve 200-500 nm uzanarak glikokaliksi

olusturur. Yaralanma ve enfeksiy6z patojenlere karsi savunma hatt1 goérevi goriirler [47][48].
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Her goz kirpmada veya her goz hareketinde yiizeylerde kayganlastirici bir tabakanin varligini
saglayacak sekilde sekretuar miisinlerden olusan jelatindz bir tabakay1 bir arada tutar [26].

Giliniimiizde 10 adet transmembran miisin tanimlanmistir. MUC1,MUC4 ve MUC16 kornea
ve konjunktivanin yiizeyel hiicre membranlarinda bulunur, ayrica gozyasinda ¢oziinebilen
formlar1 da mevcuttur [49]. MUC20 insan konjunktivasinda en ¢ok eksprese edilen
miisinlerden biridir [50]. Transmembran miisinlerin gorevleri arasinda; glikokaliksi
olusturarak patojenlerin girisine karsi bariyer olusturmak, hiicre ig¢ine uzanan sitoplazmik
kuyruklar1 sayesinde sinyal iletimini saglayarak epitel aktivitesine katkida bulunmak
sayilabilir [45]. Epidermal biiyiime faktorii reseptoriinii etkileyerek epitel hiicre biiylimesinde

potansiyel rolii oldugu diisiiniilmektedir [41].

Sekretuar miisinler; biiyiik jel olusturucu miisinler ve kiigiik ¢6ziinebilen miisinler olmak

iizere iki tipte incelenebilir. Bilinen en biiyiik glikoprotein olan biiyiik jel olusturucu miisinler
MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 ve MUCL19, kiigiik ¢oziinebilen miisinler ise MUC7,
MUC8 ve MUC9 olmak iizere toplamda 8 adet sekretuar miisin tanimlanmistir [46].
MUCS5AC konjunktiva goblet hiicrelerince salgilanan temel sekretuar miisin olup mukus
tabakasi igin yapi iskelesi gorevi goriir [42]. MUCSAC, ciddi kuru géz belirtileri gésteren
kisilerde belirgin olarak diisiik saptanmis ve artmis inflamasyon ve stabil olmayan gbézyasi
film tabakasi ile iligkili bulunmustur [51][52]. Kiiclik ¢oziinebilen miisinlerden olan
MUC7’nin antimikrobiyal aktivitesi vardir.

Sekretuar miisinler, anyonik Ozellikleri ve aralarindaki itici giic nedeni ile glikokaliksi
olusturan molekiiller tizerinde kolayca hareket eder, gbzyas: filmi boyunca debrileri toplayan
temizleyici gibi davranir ve her goz kirpma ile birlikte nazolakrimal kanaldan uzaklastirilirlar

[48].

Transmembran ve sekretuar miisinler igerdikleri polar bolgeler sayesinde su molekiilleri ile
bag kurar ve bu sayede okiiler yiizeyde ve gozyas1 film tabakasinda birbirlerine ¢ok yakin
olduklart halde yapismazlar [53]. Yapigsmanin olmamasi gozyasi filminin yayilabilirligini
saglayarak g6z kirpma sirasinda olusabilecek mikrotravmayr engeller [54]. Kuru goz
sendromunda, dehidrate olan miisin polar yiikiinii kaybeder. Bu durumda miisin molekiilleri
birbirine ve epitele yapisir, hidrofilik miisin jeli hidrofobik hale doner ve filamanlar olusur

[55].
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Miisin tabakanin fonksiyonlari:

1- Okiiler ylizeyin lubrikasyonunu saglamak; gz kirpma sirasinda olusabilecek travmalardan
korumak,

2- Hidrofobik olan kornea epitelini hidrofilik hale cevirmek, bdylece gbozyasinin okiiler
yuzeye dagilmasini saglamak,

3- Yiizey gerilimini lipid tabakasmnin yardimi ile azaltmak, bu yolla gdzyast filminin
stabilitesini saglamak,

4- Dokiilen epitel hiicrelerini, yabanci maddeleri ve bakterileri yakalamaktir.

5.1.2. Akoz Tabaka

Prekorneal gozyasi film tabakasinin en kalin kism1 olup yaklasik 8 pm’dir ve ana lakrimal bez
ile yardime1 gozyasi bezlerinden (Wolfring ve Krause) aktif olarak salgilanir. Akdz tabakada;
elektrolitler, proteinler, biiyiime faktorleri, vitaminler, anti bakteriyel molekiiller, sitokinler,
immunglobulinler ve hormonlar bulunmaktadir. Akodz tabakanin igerigi, okiiler yiizeyin

beslenmesini ve korunmasini saglar [56].

Elektrolitler: Lakrimal bezin asiner ve duktal epitel hiicrelerinden salgilanir. Gozyast film
tabakasinda en sik bulunan elektrolitler; sodyum, potasyum, kloriir ve bikarbonat olup, daha
az diizeyde magnezyum ve kalsiyum bulunur [57][58]. Elektrolit konsantrasyonu gozyasi
osmolaritesini belirlemekle birlikte sabit bir pH i¢in tampon goérevi de goriir [59][60]. Gozyast
film tabakasinin normal pH degeri 7.2-7.6 arasinda bulunup goz uzun siire acik kalirsa alkali

yone kayma goriilebilir [61].

Gozyasit osmolaritesi

Osmolarite, bir soliisyon igindeki osmotik olarak aktif partikiillerin toplamini ifade eder.
Gozyas1 filmi ozmolaritesi, gbozyasi Uretimi, buharlagsmasi, drenaji ve emilimi arasindaki
dengeye bir bakis acis1 saglayan tek bir Ol¢iim olarak tamimlanmistir [62]. Gozyasi
osmolaritesi normal degerleri 270-315 mOsm/L olup ortalama 300 mOsm/L olarak kabul
edilebilir [63]. Plasma osmolaritesi ile gozyas1 osmolaritesi arsinda pozitif bir iliski olup her
ikisi kuru g6z hastalarinda ve sistemik dehidratasyonda artmaktadir [64]-[66]. Gozyasi
osmolaritesinde artig, kuru géz sendromunun evrensel bir 6zelligi olarak kabul edilir [67]. Bu
artig artmis buharlagsmaya ve diisiik hacimde buharlasmanin artan etkisine katkida bulunur.
Olgiilen gdzyas1 osmolaritesi degeri ile kuru géz sendromu ciddiyeti dogru orantilidir [68],

[69].
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Proteinler: Yapilan ¢alismalarda insan gbzyasinda albiimin, immunoglobulin, histamin,
plazminojen aktivator, histamin, prostoglandinler, proteazlar ve antimikrobiyal proteinler
dahil yaklagik 1800 peptid ve protein saptanmistir [70]. Gozyasinda bulunan baglica dort
protein sunlardir; lizozim, laktoferrin, lipokalin ve sekretuar immunoglobulin A (sIgA).
Lizozim, laktoferrin ve lipokalin, lakrimal bezin asiner hiicreleri tarafindan salgilanir [26].
Gozler agikken hiicre i¢i uyarana karsi bir yanit olarak salgilanirlar ve salgilanma miktarlar
gbzyas1 salg1 miktari ile orantilidir. Bu nedenle farkli akim hizlarinda konsantrasyonlari sabit
kalir [71], [72]. Lizozim, bakteri hiicre duvarlarini eriten antimikrobiyal bir enzimdir.
Laktoferrin, metal baglayict protein olup antimikrobiyal ozellikleri ve bazi
mikroorganizmalara kars1 antikor aktivitesini artirict 6zelligi vardir. Lipokalin lipid baglayici
protein olup zararli olabilecek hidrofobik molekiilleri toplar, mikrobiyal sideroforlari ayirarak
bakteriyel ve fungal enfeksiyonlart dnler [73]. Sekretuar immunoglobulin A ise lakrimal bez
interstisyel dokularinda ve konjunktiva substansia propriasinda yerlesen plazma hiicreleri
tarafindan olusturulur. ki IgA monomeri ile IgA dimeri olusturup asiner hiicreye gecip,
sekretuar kompenentin eklenmesi ile sIgA formuna doniisiir[26]. Lokal immunitede énemli
rolii olan IgA miktari, gbzyas: iiretim miktar1 ve gozyasi akim hizi azaldiginda artar. G6z
kapali iken, gozyasinda IgA miktarinin arttigi goriiliir [74]. Okiiler inflamasyon varliginda,
gozyasinda IgA miktar1 artararak kompleman sistemini aktive eder ve lokositler okiiler
ylizeye dogru gog eder.

Akoz eksikligi 6n planda olan kuru goz sendromunda proteinlerin biiyliik kismini olusturan
lizozim, laktoferrin ve lipokalin miktar1 azalir [74]. Gézyasinda albiimin, IgG, seruloplazmin,
transferrin, monomerik IgA gibi yiizeysel kapillerden sizan az miktarda protein bulunur [57].
Kuru goz sendromunda gbdzyas1 hacminin azalmasi ve kronik inflame kapillerlerden sizinti
olmast nedeniyle serum kaynakli proteinler olan alblimin, IgG ve seruloplazmin

konsantrasyonu yiikselir [74] [75].

Biiyiime faktorleri: G6zyaginda bulunan biiyiime faktorleri ve sitokinler, saglikl epitel yiizeyi

icin gerekli olup kornea ve konjunktiva epitelinin ¢ogalmasini, gociinii ve farklilagsmasini
saglar. GOzyasinda saptanan biiylime faktorleri; epidermal biiyiime faktorii(EGF), transforme
edici biiytime faktorii (TGF-f), hepatosit biliyiime faktorii(HGF), interlokin 1a ve 1B, timor
nekroz faktorii-o( TNF- a) olarak siralanabilir [76][77]. HGF ve EGF biiyiik oranda lakrimal
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bezden salgilanmakla birlikte az miktarda konjunktiva damarlarindan kaynaklanir [77]. TGF-

B ise okiiler yiizey epitel hiicrelerinden, az miktarda da lakrimal bezden kaynaklanir [77].

5.1.3. Lipid Tabaka

Gozyast filminin en ist tabakasi olup yaklasik 40 nm inceliktedir [78]. Preokuler gozyasi
filminin hava ile temas eden ylizeyinde yiizey gerilimini diisiiriir ve okiiler yiizeyin iizerine
yayllmasini saglar [79]-[81]. Lipid tabaka gézyasinin buharlasmasini Onler, kornea igin
pliriizsiiz bir optik yiizey olusturur [82]. G6z kapagi kenarindaki mukokutandz bileskede
yerlesen holokrin sebase bez yapisinda olan Meibomian ve Zeiss bezlerinden salgilanan lipid
komplekslerinden meydana gelir [26]. ki tabakadan meydana gelmekte olup, kalin olan dis
tabakasi; hidrokarbonlar, trigliseritler, yag esterleri gibi nonpolar lipidlerden, ince olan i¢
tabakas1 ise, fosfolipidler gibi polar lipidlerden olusur [83]. Lipid tabakada bulunan bir
gbzyas1 proteini olan lipokalin, polar lipidler ile kompleksler olusturarak film stabilitesine
katki saglar. Bunun yaninda akoz tabakanin yiizey gerilimini azaltir. Lipid tabakasinin, islev
gorebilmesi icin, miktarinin yeterli olmasi ve igerigindeki lipid fraksiyonlarinin oranlarinin
uygun olmasi gereklidir [84]. Son zamanlarda lipid tabakadaki lipid igeriginin yani sira lipid
tabaka ile iligkili protein ve miisin maddelerinin de buharlasmada azalmaya katkida

bulundugu goriisii hakim olmaktadir [39].
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Konsantrasyon

Bilesenler Gozyasi Serum Bilesenler Gozyasi Serum
(bazal) (bazal)

Proteinler Biiyiime Faktorleri
Total protein | 7.37 g/L 68-82 g/L | EGF 1.66 ng/ml 0.72 ng/ml
Lizozim 2.39 g/L 4.0-15g/L | TGF-a (kadm) | 247 pg/ml 147 pg/ml
Laktoferin 1.51 g/L Bilinmiyor | TGF-a (erkek) | 180 pg/ml 147 pg/ml
Albumin 54 mg/L 35-55¢g/L | TGF-B1 Bilinmiyor 140.3 ng/ml
IgA 411 mg/L | 0.9-4.5¢g/L | TGF-B1b 2.32 ng/ml
gD Bilinmiyor | 3.0-300 TGF-p2 55 pg/ml

mg/L
IgE Bilinmiyor | 0.25-0.7 Vitaminler

mg/L
IgG 32 mg/L 8-18 g/L Vitamin A 16ng/ml 883 ng/mi
IgM Bilinmiyor | 0.37-2.8 Vitamin C 117 ug/mL 7-20 ug/mL

g/L
Cuzn-SOD 103 ng/mg | Bilinmiyor | Elektrolitler

protein
Antioksidanlar Na+ 145 mEq/I 135-146
mEq/I

Tirozin 45 uM 77 uM K+ 24.1 mEq/I 3.5-5.0 mEg/I
Glutatyon 107 uM Bilinmiyor | Ca+2 1.5mM 1.1 mM
Karbonhidrat Cl- 128 mM 96-108 mM
Glukoz 26 mg/l 0.6-1.2 HCO3- 26 mM 21-29 mM

gm/I

PO4° 0.22 mM 1.42 mM
SO4* 0.39 mM 0.53 mM

Tablo 1. Gozyasi igerigi (CuZn-SOD: Cu, Zn superoksit dismutaz; EGF: Epidermal growth
factor; TGF: Transforming growth factor) [85].

5.2. Gozyasi biyo-belirtegleri

Dokuz adet erken gozyasi biyo-belirte¢ aday1 immiinolojik testler ile belirlenmistir.




1.Epidermal biiylime faktorii (EBF): Sjogren sendromu ve akéz yetmezlik tipi kuru gozde

azalir. Meibum bez disfonksiyonuna (MBD) bagli evoporatif tip kuru gézde ise artar.
2.Interldkin 1a(lL-1a) : Sjogren sendromu ve MBD’de artar.

3.Interlokin 6 (IL-6) : Sjdgren sendromunda daha fazla saptanir.

4.Laktoferrin (LTF) : Sjogren sendromu ve non Sjégren sendromunda azalir.

5.Lipokalin 1 (LKN 1) : Sjogren sendromunda otoantijen olarak kabul edilir. MBD’de
seviyesi azalir.

6.Matriks metalloproteinaz 9 (MMP 9): Sjogren sendromunda daha fazla saptanir. MBD’de

seviyesi pek degismez.
7.MUCSAC: Sjogren sendromunda azalir.
8.Plazminojen kaynakli plazmin aktivitesi (PLG) : Sjogren sendromunda artar.

9.Grup 2A Fosfolipaz A2 (PLA2G2A) : Kuru gozde artar.

Kuru g6z hastaliginda gozyasi filmi yapisinda agikga degisiklikler goriiliir. Ancak, gozyasi
film c¢aligmalarinda klinik parametrelerin eksikligi ve gozyast filmi yapisinin simirlt
anlasilmasi, bu degisikliklerin nasil olustugunu, nasil yorumlanmasi gerektigini ve kuru goz
patofizyolojisindeki yerinin anlagilmasmi giiclestirmektedir. Gozyas: filmi biyokimyasinm
ortaya koyan caligmalarda bulunan biyobelirtecler, kuru goéz tani, tahmin ve tedavisinde
kullanilabilir. Biitlinsel bir yaklasim gozyasi filmi yapisinin ve fonksiyonunun anlagilmasi

kuru g6z hastalarina daha iyi tedavi segenekleri sunulmasini saglayacaktir.

6. Kuru G6z Hastalig
Kuru goz hastaligt (KGH) diinya ¢apinda yliz milyonlarca insami etkiledigi ongoriilmekle
birlikte oftalmologlara basvurular arasinda en sik nedenler arasinda yer almaktadir. Giincel
tanima gore; “Kuru goz, okiiler yiizeye potansiyel hasari olabilen, rahatsizlik hissi, gorsel
bozukluk gibi okiiler belirtilerin eslik ettigi, gozyasi filmi homeostazi kaybi ile karakterize
okiiler yiizeyin multifaktoriyel bir hastaligi olup etyolojide gbzyast film instabilitesi ve
hiperosmolarite, okiiler yiizey inflamasyonu ve hasari ile norosenséryel anomaliler rol oynar.”
Tanima hentiz girmese de KGH, klinik olarak siklikla kronik ve progresif seyir izlemektedir.
KGH vizyon, yasam kalitesi ve is verimliligine olan zararli etkilerinden dolay1 birey ve
toplum tizerindeki ekonomik yiik olusturmaktadir. Orta ve siddetli KGH belirgin agri, giinliik
performans sinirlamalari, canlilifin azalmasi, genel saglik kalitesinin bozulmasi ve siklikla

depresyon ile iliskilidir.
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Tarihte patolojik olarak kuru géz tanimi, ilk defa Isvecli oftalmolog Henrik S.C.Sjogren

tarafindan ‘keratokonjonktivitis sikka’ olarak yapilmistir [27]. Kuru goz igin, 2006 yilinda

gozyast kalitesi ve miktart iligkisini yansitan ‘disfonksiyonel gézyasi sendromu’ ismi

Onerilmistir.

“Okiiler yiizey” terimi, lakrimal ve Meibomian bezleri, gozyasi filmi, kornea, konjunktiva ve
g0z kapaklarini iceren okiiler yiizey ve adneks yapilarini tanimlamaktadir. “Homeostasis”,
doku ve sivilarin kimyasal bilesimleri ile ¢esitli fonksiyonlarin viicutta dinamik bir denge
icerinde olmasi halidir. Homeostazisin bozulmasi, KGH'de go6zlenebilen gézyasi filmi ve
okiiler yiizey dengesizliginin sonucu goriilen pek ¢ok belirtiye yol agmaktadir. Gézyas1 filmi,
okiiler yiizey icin lubrikasyon ve koruma saglamada hayati bir role sahip olmakla birlikte
optimum gorsel performansi saglayan refraktif kirilma icin piiriizsiiz yiizey olusumuna katki
saglar. KGH’da belirti ve bulgular ile pozitif tan1 konulduktan sonra ama¢ bozulan bu

homeostazi restore etmeye yonelik olmaktadir.

6.1.  Epidemiyoloji
Standardize tanim ve tani kriterlerinin belirlenmesinin giligliigli kuru goz prevalansinin
saptanmasini zorlastirmaktadir. Prevalans ¢aligmalarinda hastaligin tani kriterleri veya bulgu
ve semptomlar temel alinarak yapilmasi, secilen popiilasyonun farkli 6zelliklerde olmast orani
degistirmektedir. Semptomatik ve asemptomatik seyreden tiim toplum baz alindiginda
prevalans %5-50 arasinda saptanmaktadir. Bazi toplumlarda sadece bulguya dayali kuru goz
tanis1 konuldugunda bu oranin %75’e ulastigi goriilmektedir [39]. Genel oftalmoloji
kliniklerine bagvuran hastalarin, tahminen %25’i KGS belirtileri bildirmektedir [86]. Beaver

Dam Caligmasi’nda ise kuru goz insidansi %13 olarak bulunmustur.

Semptomatik hastalik ve kuru géz bulgularinin saptanmasinda yasla birlikte artis olmaktadir.
Ote yandan sadece bulguya dayanan kuru gdz prevalansi her dekatta semptomatik hastaliga
gore daha biiylik artig gosterir. Kadin cinsiyet ve Asya irkina mensup olmak risk faktorii
olarak degerlendirilir. 2007 Kuru Go6z Calistayi’nda risk faktorleri tutarli, olasi ve kesin
olmayan seklinde ii¢ kategoriye ayrilmistir. Yas, cinsiyet, irk, MBD, bag dokusu hastaligi,
Sjogren sendromu, androjen eksikligi, bilgisayar kullanimi, kontakt lens kullanimi, &strojen
replasman tedavisi, hematopoetik kok hiicre nakli, belirli ¢evresel kosullar (kirlilik, diistik
nem ve hasta bina sendromu) ve ila¢ kullanimi (6rnegin; antihistaminikler, antidepresanlar,
anksiyolitikler ve izotretinoin) tutarli risk faktorleri olarak belirlenmistir. Muhtemel risk
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faktorleri arasinda diyabet, akne rozasea, viral enfeksiyon, tiroid hastaligi, psikiyatrik
kosullar, pterygium, diisiik yag asidi alimi, refraktif cerrahi, alerjik konjunktivit ve ek medikal
tedavi (6rnegin; anti-kolinerjik ajanlar, ditiretikler, B-blokerler) sayilmaktadir. Kesin olmayan
risk faktorleri ise Hispanik etnik k6ken, menopoz, akne, sarkoidoz, sigara ve alkol kullanimu,
hamilelik, demodex enfestasyonu, botulinum toksin enjeksiyonu, multivitaminler ve oral

kontraseptifler olarak saptanmistir.

6.2.  Semptomlar
Hastalar c¢ogunlukla, batma, yanma, yabanci cisim hissi, kizariklik, kuruluk hissi, goz
kapaklarinda agirlik hissi, kasinti, kontakt lens kullanimi sirasinda rahatsizlik, sabah gozleri
acmakta giicliik, yogun mukus salinimi, gérme keskinliginde bulaniklik ve fotofobi
sikayetlerinden yakinirlar [87]. Ciddi kuru goz olgularinda da hayat kalitesinin azalmasi

disinda gérme kaybi ile sonuglanabilen korneada iilser ve erimeye neden olabilir [88].

6.3.  Patofizyoloji
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Sekil 8. Kuru goz hastalig1 patofizyolojisini gosteren kisir dongii[88].
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KGH iki ana kategoride incelenir.
1.Ak6z yetmezlik tipi KGH (AYKG): Normal buharlagma kosullar1 altinda lakrimal bezden

gbzyas1 sekresyonun azalmasiyla hiperosmolarite ortaya cikar.

2.Evoporatif tip KGH (EKG): Normal ¢alisan bir lakrimal bez varliginda gozyasi filminden

asir1 buharlagsma nedeni ile hiperosmolarite goriiliir.

Bu iki farkli kuru g6z hastaligi tipinin net sinirlarla birbirinden ayrilmadigi ve ¢cogu hastada
birlikte bulunabilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. KGH’ de kisir dongiiniin baglangi¢
noktasi olarak kabul edilen artan gozyasi osmolaritesi, yiizey epitel hiicrelerinde MAP kinaz
ve NF«B sinyal yolaklarini aktive ederek inflamatuar mediatérlerin (interlokin 1, TNF-a) ve
proteazlarin (MMP-9 gibi) salinimina yol agar [89]. Aktive T hiicrelerden salinan inflamatuar
mediatorler ile okiiler yiizey hasari pekisir. Bu mediatorler gézyasi hiperosmolaritesi ile
birlikte kornea ve konjunktiva epitel hiicreleri ile goblet hiicrelerinde apoptozis olusumuna
yol agar. Goblet hiicre kaybi, kuru goéz hastaliinin her formunun bir 6zelligi olup
gozyasindaki MUCSAC eksikligiyle karakterizedir. Degisen glikokaliks musin ekspresyonu
ile okiiler yiizeyin 1slanabilirliginin azalmasi, okiiler yiizey boyanmasina ve gézyasi filminin
erken parcalanmasma neden olur. Tiim bunlarin sonucunda KGH’nin karakteristik 6zelligi
olan gozyasi filmi instabilitesi ortaya ¢ikar.

Bu durum gozyasi hiperosmolaritesini daha da arttirarak okiiler yiizey hasarina yol agan kisir
dongiiniin tamamlanmasina neden olur. Gozyasi filmi instabilitesi ve hiperozmolarite ile
tetiklenen inflamasyon, ayni zamanda norojenik kronik inflamasyona ve hastalik siddetinin
artmasina katkida bulunur [90] (Sekil 8).

Kseroftalmi, okiiler alerji, koruyucu madde iceren damla ve kontakt lens kullanimi gibi okiiler
ylizeyi etkileyen durumlarda gozyasi ozmolaritesinde artis olmadan da gozyas: filmi
instabilitesi baglayabilir. Bu durumda, gézyasi kirilma zamaninda azalmanin gozyasi filmi
hiperosmolaritesinin birincil temeli oldugu varsayilmaktadir. Hiperosmolarite baslangigta
lokal kirilmalar olarak goriilebilirken artan siddetle, bir noktada gbzyas1 meniskiisiinde tespit
edilebilir hale gelebilir. Dolayisiyla akoz tip yetmezlik “okiiler yiizey ile iliskili KGH” olarak
degerlendirilebilir.

“MBD ile iliskili KGH’de ise (EKG) gozyas1 filmindeki lipid tabakasi eksikligi sonucu
gbzyast hiperozmolaritesi gelisir. Akoz yetmezlik tipi kuru gbéz gelisimine sekonder

evoporatif etmenler eklenebilir.
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AYKG'nin ¢esitli nedenleri vardir. Gozyasi filmi homeostazi igin esas olan lakrimal bezin
duyusal sinir liflerinin bloke olmasindan kaynaklanabilir. Bilateral topikal anestezi, hem
gozyast salgilanmasinda hem de goz kirpma oraninda azalmaya neden olabilir. Refleks
yasarmanin bloke olmasi sonucu olusan kuru géziin nedenleri arasinda topikal anesteziklerin
kronik olarak kotliye kullanimi, trigeminal sinir hasar1 ve LASIK dahil keratorefraktif cerrahi
gecirilmis olmasi sayilabilir. Lakrimal kanallarin tikanmasi sonucu gézyasi akoz tabakasinin
ile azalmasina neden olan durumlar arasinda trahom gibi bir skatrisyel konjunktival hastalik,
okiiler skatrisyel pemfigoid, eritema multiforme, greft versus host hastaligi ve kimyasal
yaniklar gosterilebilir. Anti histaminikler, B-blokerler, anti spazmodikler, diiiretikler gibi
sistemik ilaglarin kullanimi1 ve bazi psikotrop ilaglar, lakrimal sekresyonda azalmaya neden

olabilir ve kuru goz gelisimi i¢in risk faktorii olarak kabul edilir.

Bati diinyasinda AYKG'nin en sik nedeni lakrimal bezin inflamatuar infiltrasyonu olup, en
cok karsilasilan ciddi otoimmiin bozukluklarla iligkili KGH'de Sjogren sendromu (SSKG) ve
daha hafif seyreden non Sjogren sendromu (NSKG) olarak iki ana tipte incelenir. inflamasyon
asiner ve duktal epitel hiicre disfonksiyonu veya destruksiyonu ile potansiyel olarak geri
doniisiimlii noérosekretuar bloga neden olur. Dolasimdaki antikorlar muskarinik (M3)
reseptoriine baglanarak ayrica bir reseptor bloguna neden olabilir. Dokulardaki diisiik

androjen seviyeleri lakrimal bez inflamasyonu i¢in zemin olusturur.

Epitel hasar1 ve kusurlu glikokaliks, gdzyasi hacmi ve goblet hiicresinden salinan miisinin
kaybi, siirtiinme hasarina ve siirtiinme ile ilgili semptomlara yol acar. Kuru goziin neden
oldugu gozyas1 hiperosmolaritesi ve epitel hasar1 kornea sinir ug¢larim1 uyarir ve okiiler
rahatsizlik belirtileri, artan g6z kirpma hizi ve kompensatuar refleks lakrimal gozyasi

sekresyonunda artig1 goriiliir.

6.4. Kuru Géz ve Inflamasyon
Okiiler yilizey (kornea, konjunktiva, aksesuar lakrimal bezler), Kirpikli kenardaki meibum
bezleri, ana lakrimal bez ve bunlar arasindaki inervasyon (aferent duyu sinirleri, eferent
otonomik ve motor sinirler ve gézyasi salgilayan bezler) bir “Lakrimal Fonksiyonel Birim
(LFB)” olusturur. Bu birimin herhangi bir bileseninin hastaligi veya hasari goézyas: film
tabakasinin duraganligini bozabilir ve kendini kuru goz olarak gosteren okiiler ylizey
hastaligina yol agabilir [88]. Inflamasyonu baslatan etmenler arasinda hiperosmolarite, okiiler

ylizeyin kurumasi, goéz kirpma sirasinda olusan mikrotravma, gbzyast ve kornea sinir
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liflerinden salinan destekleyici faktorlerin azalmasi, gbzyasi bezi ve goz kapaklarindan
salian proinflamatuar maddeler olarak sayilabilir [91]. Hasarlanan epitel hiicrelerinden agiga
¢ikan ve dilate konjunktiva damarlarindan sizan lenfositlerin {irettigi sitokinlerle, inflamasyon
kronik bir siirece girmektedir. Okiiler ylizeydeki inflamasyon, epitelde skuamoz metaplaziye,
glikokaliks ve goblet hiicre kaybina yol agarak okiiler yiizeyin 1slanabilirliginin azalmasina
neden olur. Sitokinler, epitelde keratinizasyona, hipoesteziye, miisin ekspresyonunun
degismesine ve kornea neovaskiilarizasyonuna yol agarlar[92], [93].

Giliniimiizde KGH, otoimmun hastaliklarla pek ¢ok ortak yon barindiran bir inflamatuvar
hastalik olarak kabul edilmekte olup, yapilan bir ¢alismada 220 kuru g6z hastasinin

%25,9’unda altta yatan bir romatolojik durum oldugu bildirilmistir [94].

Kuru g6z hastaligi patogenezindeki inflamatuvar elemanlar, hem hiicreler hem
medyatorlerdir. Hiicreler esas olarak lenfositler, dendritik hiicreleri, Langerhans hiicreleri,
makrofajlar ve T hiicreleri (Thl, Th17, Treg) gibi antijen sunan hiicrelerdir. Kornea ve
konjunktivanin epitel hiicreleri de inflamasyona katilir [95]. Inflamatuvar medyatorler ise sik
rastlanan inflamatuvar sitokinler, Thl-iligskili ve Thl17-iliskili sitokinler, kemokinler ve
reseptorleri, MMPler ve salgilanan fosfolipazlardir [96].
6.5.  Smniflandirma
Kuru g6z siniflandirma semalari, tan1 konmasina ve sonucgta uygun tedavi ile hasta

iyilesmesini saglamada rehber olmaktadir (Sekil 9).
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Sekil 9. Kuru goz hastaligr siniflamasi [97].
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Akoz yetmezlik KGH hastalarinin yaklagik %10’unda KGH’nin tek sebebi olarak goriiliir
[94]. En sik olarak meibum bez disfonksiyonu nedeniyle ortaya ¢ikan evaporatif tip KGH ve
akoz yetmezlik / evaporatif karigik tip KGH ise olgularin %80’inden fazlasini olusturur [97].

6.5.1. Sjogren sendromu (Sjogren Sendromu’'na bagl Kuru Goz-SSKG)

Sjogren sendromu (SS), ekzokrin bezlerinin lenfositik hiicre infiltrasyonu (ekzokrinopati veya
epitelit) ile karakterize kronik ve progresif seyreden otoimmiin hastalik olup, otoantikor
iretimi, immiin kompleks birikimi ve birgok organda lenfositik infiltrasyon nedeniyle
sistemik komplikasyonlar goriiliir [98]. Gozyasi ve tiikriik bezlerinin inflamasyonu sonucu
kuru goz ve kuru agiz semptomlarina neden olur [99]. Cogunlukla kadinlarda (kadin/erkek:
9/1) ve 4.-5. dekatlari i¢inde goriiliir [100].

SS, primer ve sekonder olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Romatoid artrit, sistemik lupus
eritematozus, poliarteritis nodoza, Wegener granulomatozu, sistemik skleroz, primer biliyer
skleroz, mikst bag dokusu hastaligi gibi otoimmun hastaliklara sekonder olarak ortaya
cikabilir.

Okiiler semptomlar arasinda bulanik gorme, yabanci cisim hissi; Klinik bulgular arasinda
gozyas1 filmi instabilitesi, kornea ve konjunktivada boyanma, goblet hiicre kaybi ve epitel
metaplazisi izlenir. Sjogren sendromunda g6z kurulugu, NonSjogren-KGH’ye gore daha ciddi
seyredebilir. Solunum yollarindaki mukoz sekresyonlarin azalmasi burun, bogaz ve trakeada
kuruluga, ciltteki ekzokrin bezlerin sekresyonunun azalmasi cilt kuruluguna ve vajinal
kuruluga neden olabilir [101]. Bobrek, karaciger, sinir sistemi ve damar tutulumu goriilebilir.
Semptomlarin siklikla nonspesifik olmasi ve zaman i¢inde gelismesi tanida gecikmeye neden
olabilir. Primer SS’de, sekonder SS’ye gore ekstraglandiiler belirtiler daha belirgin olup
lenfositlerle ilgili bozukluklar daha agir seyreder [102].

Hastaligin patogenezinde genetik, cevresel faktorler, viral enfeksiyon, androjen profili ve
immun sistem bozukluklar1 arasindaki etkilesimler rol oynar. Genetik olarak HLA DR3
(DRB1*03) tasiyan bireyler SS’ye daha yatkindir. Epstein-Barr virus (EBV), human T-
lenfotropik virus (HTLV) tip I, HIV, hepatit C ve Coksakia viriisler etyolojide tetikleyici
olarak suglanmaktadir [103]. Post menapozal kadinlarda daha sik goriilmesi seks

steroidlerinin koruyucu etkisinin azalmasi ile agiklanabilir [104].

Gozyast kirllma zamani, SS tanisinda 6zgiinltigii diisiik bir test iken; Schirmer testi SS icin

yiiksek Ozgiinliige sahip ve uygulamasi kolay bir testtir. ANA, anti-Ro (SS-A), anti-La (SS-
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B), romatoid faktor antikorlari tanisal amacgli kullanilabilir. Minér tiikiirik bezi biyopsisi

taniya yardimci olabilir.

B hiicre hiperaktivitesi ve T hiicre infiltrasyonu SS patogenezinin merkezinde yer alir.
Yapilan bir ¢alisma immiin sistem ile ilgili li¢ yolagin genindeki bozuklugun SS’ye neden
olabilecegini gostermistir. Bunlar IFN sinyal yolunun aktivasyonu, B hiicre fonksiyonu
antikor tretimi ve temizleme yollar1 ve NFkB yolaginin aktivasyonu olarak sayilir [105].
SS’de, Thl lenfosit aracili immiin yanmit daha baskin olup kan, konjunktiva, gbzyasi ve
tikriikte IFN-gama seviyesi artar. Yiksek IFN-gama seviyesi daha ciddi klinik seyrin
gostergesi olabilir [106]. Thl7 aracili immun yanit sonucu artan IL-17 seviyesinin
patogenezde rolii oldugu ve lezyon ciddiyeti ile korele oldugu distiniilmektedir.
TNFniilmektedir.eti gibi inflamatuvar sitokinlerin artisi, lakrimal beze karsi1 immun yanitin
sirmesini saglayarak bezin fonksiyonlari bozar [107]. Lakrimal bezin inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ile asini ve duktus yapilarinin destriiksiyonu ak6z gozyasi kaybina yol agar. EK
olarak sitokin ve antikorlar ile ndrotransmitter saliniminin inhibisyonu veya inflamasyona
bagli sekretomotor innervasyon hasari lakrimal sekresyonun azalmasina katkida bulunur.

Konjunktiva epiteli ve lakrimal bez asiner hiicrelerinde apopitozis gelisebilir.

Altta yatan tiim bu inflamatuar nedenlerden dolayr géz kurulugu, non-Sjogren kuru goz
hastaligindan daha agir seyredebilmekte, suni gozyasi tedavisinin yam sira siklikla anti-

inflamatuar tedaviye gereksinim duyulmaktadir.

6.5.2.Non-Sjogren Kuru Goz (NSKG)

NSKG, sistemik otoimmiin bozuklugun eslik etmedigi dogustan ve edinilmis akoz yetmezlik
tipi kuru goz hastaligini tanimlamaktadir [104].

Non-Sjogren akdz yetmezlik nedenleri arasinda lakrimal bezin sarkoid graniilom, lenfoma ve
norofibromlarla infiltrasyonu; gozyasi bezinin HIV enfeksiyonu ve Steven Johnson sendromu,
Miik6z membran pemfigoid, greft-versus-host hastaligiyla iligkili olarak inflamasyonu; mukus
iretimindeki yan etkilerine ek olarak gozyas: yetersizligine neden oldugu bildirilen vitamin A
eksikligi; lakrimal beze giden sekretomotor liflerin engellenmesinden dolay: intermedier ve
biiyiik yiizeyel petrozal sinirin etkilendigi 7. sinir felci, gézyas1 bezi ablasyonu, travma ve

radyoterapi bulunmaktadir (Tablo 2).
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Birincil lakrimal bez yetersizlikleri

Yasa bagli kuru goz
Konjenital alakrimi
Ailevi disotonomi

Ikincil lakrimal bez yetersizlikleri

Lakrimal bez infiltrasyonu
Sarkoidoz

Lenfoma

AIDS

Graft versus host hastaligi
Lakrimal bez ablasyonu
Lakrimal bez denervasyonu

Lakrimal bez kanallarinda tikamikhk

Trahom

Miikoz membran pemfigoid
Steven Johnson sendromu
Kimyasal ve termal yaniklar

Refleks hipo-sekresyon

Refleks duyu blogu

Kontakt lens kullanimi
Diyabet

Norotrofik keratit

Refleks motor blogu
Yedinci kraniyal sinir hasari
Coklu néromatozis
Sistemik ila¢ maruziyeti

Tablo 2. Sjogren sendromu dis1 kuru géz hastalig ile iliskili durumlar

A) Primer Lakrimal Bez Yetmezligi
a) Konjenital Alakrima
Cocuklukta veya genc yasta gorulen lakrimal bezin gelismemesi ile karakterize kuru goziin
nadir nedenleri arasinda olan kalitsal bir bozukluktur. Bazen tiikriik bezi yoklugu eslik
edebilir.  Blefarofimozis, lakrimal-aurikiilo-dental-dijital sendrom (LADD), Pierre-Robin

sendromu ve Allgrove sendromu ile iliskili olabilir.

b) Familyal Disotonomi (Riley Day Sendomu)

Lakrimal bezin sempatik ve parasempatik innervasyonu ve okiiler yiizeyin duyusal
innervasyonu gelisiminin anormal oldugu otozomal resesif gecisli bir hastaliktir. Gozyas1
bezinden yeterli miktarda gozyasi salinamadigi gibi duyusal innervasyondaki azalmaya bagl

olarak refleks gozyas1 da azalmistir.
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c) Triple A sendromu (Allgrove sendromu)
Lakrimal bezin konjenital yoklugu ile seyreden otozomal resesif kalitimli bozukluktur.
Akalazya, Addison hastaligi, santral nérodejenerasyon ve otonomik disfonksiyon goriiliir.

ALADIN proteini kodlayan AAAS geninde mutasyon sonucu gelisir.

d) Yasa Bagli Kuru Goz

NSKG’lin sen sik goriilen formudur. SSKG'ye gore baslangi¢ yasi daha geg, lakrimal bez
infiltrasyonu daha disiik, ilerleme hizi daha yavas ve siddeti daha diisiik bir hastaliktir.
Yaglanma bir doku veya organizmanin dmrii boyunca gosterdigi yapi ve islevdeki biriken
degisimler olarak tanimlanabilir. Yaslanma genetik, hormonal ve immiinolojik etkileri
araciliglyla programli veya asinma-yipranma, oksidasyon, c¢apraz baglanma, post
translasyonel modifikasyon ve somatik mutasyon sonucu hasar temelli gergeklesebilir.

Yasla birlikte goriilen lakrimal sekretuar dokunun kaybi, okiiler ylizeyden duysal iletinin
azalmasi ve sekretuar norotransmitterlerin azalmasi sonucu gozyast salinimi azalmaktadir.
Fenol kirmizisi ile yapilan bir ¢alismada yasla birlikte gézyast hacminde azalma gézlenmistir
[107]. Mekanik ve kimyasal uyaranlara karsi kornea duyarliliginin yasla azalmasi, duyusal
Uyarinin siddetini diismesine Ve gozyasi saliniminin diismesine neden olur. Bir¢ok calismada
yasla birlikte laktoferrin, lizozim, peroksidaz gibi gozyasi kaynakli proteinlerin seviyesinin

diistiigti saptanmugtir [108].

Kirk yasindan itibaren lakrimal bezde CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin infiltrasyonunun artmasi
sonucu asiner ve duktus yapilarinda destriiksiyon baglar. Histopatolojik olarak interasiner ve
periduktal fibrozis, paraduktal kan damari kaybi ve asiner hiicre atrofisi ile iligkili diisiik
dereceli dakriyoadenit olusur [109], [110]. Yasam boyu maruz kalinan oksidatif stres lakrimal
bezde doku hasarina yol agarak gozyasi hacminde azalma, osmolaritede artis ve korneal
boyanmaya neden olabilmektedir. Geng ve yash kadavralardan alinan lakrimal bez
dokularinin karsilagtirildigi bir calismada daha yash grupta oksidatif DNA hasar1 ve lipid
peroksidasyonu bulgular1 saptanmistir [111].

B) Sekonder Lakrimal Bez Yetmezligi

1.Lakrimal Bezin Infiltrasyonu
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Lakrimal bezin infiltrasyonu sonucunda, gozyasi bezi islev goéremez, gozyasi sekresyonu
azalir ve akoz yetmezlik tipi kuru goz goriliir. Bu grup hastaliklar arasinda sarkoidoz,

lenfoma, viral enfeksiyonlar, greft versus host hastaligi sayilabilir.

a) Sarkoidoz

Basta akciger olmak tizere bir¢ok dokuda non-kazeifiye graniilomlar ile karakterize, kaynagi
bilinmeyen kronik progresif bir hastalik olup prevalansi 1-40 /100.000 arasinda degismektedir
[112]. Etkilenen diger organlar karaciger, dalak, lenf nodlari, cilt, tiikriik bezi ve lakrimal
bezdir. Hastalarin yaklasik %63’{inde lakrimal bezde etkilenme saptanmakla birlikte tipik
olarak lakrimal bezde belirgin biiylime gozlenir [113]. Sarkoidoza sekonder kuru g6z lakrimal
bezde lenfosit infiltrasyonu sonucu geligir ve oldukg¢a sik goriiliir. Dolagimda TNF-a gibi

proinflamatuar sitokin seviyesi artar.

b) Lenfoma

Lakrimal bezin lenfamat6z hiicreler tarafindan infiltrasyonu sonucu kuru géz gozlenir [114].

c) Viral Enfeksiyon

Hepatit C ile enfekte hastalarda Sjogren sendromunu taklit eden klinik, immiinolojik ve
histolojik belirtiler gozlenebilir. HIV ile enfekte AIDS hastalarinin %38’inde kuru goz
goriilmekte olup Sjogren sendromundan farkli olarak CD8" T lenfositler, CD4" T
lenfositlere gore lakrimal bezde daha baskin olarak rol oynamaktadir [115].

d) Radyasyona ikincil lakrimal bez hasari

Bas, boyun ve orbitada yerlesimli Kitlesel lezyonlarda uygulanan radyoterapi, lakrimal bezde
hasar olugturarak kuru goz komplikasyonuna yol agmaktadir. Bir¢ok ¢alismada bu hasarin doz
bagimli oldugu 57 Gy iizerindeki dozda kuru goz gelismesinin beklendigi belirtilmistir.
Cernobil felaketinde niikleer sizintiya yakinligin artmasi ile orantili olarak akdz yetmezlik tipi

kuru goz sikayetlerinin arttig1 gozlenmistir [116].

2. Lakrimal bez kanallarinin obstriiksiyonu
Skatrizan konjonktivitlerde, yogun okiiler yiizey inflamasyonu ve konjunktivada fibrozis
gelisimi sonucu ciddi kuru goz tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Lakrimal bez ve aksesuar gozyasi

bezi kanallarmin fibrozis ile tikanmasi ile akoz tabaka, goblet hiicrelerinin fibrozis ve
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inflamasyon sonucu hasar gérmesi nedeniyle miisin tabaka, meibomian bezi kanallarinin
tikanmasi ile lipid tabaka etkilenir. Korneada opasifikasyon, perforasyon ve korlik ile
sonuglanabilmektedir. Yapilan bir c¢aligmada skatrizan Kkonjunktivitler arasinda miikoz
membran pemfigoid ilk sirada iken, ardindan Steven Johnson sendromu ile graft versus host
hastaligi gelmektedir [117]. Termal ve kimyasal yaniklar sonrasinda da konjunktivada

skatrizasyon goriilmektedir.

a) Graft versus Host Hastaligi (GVHH)

Hematolojik malignitelerin tedavisinde kullanilan allojenik hematopoetik kok hiicre nakli
etkili bir yontemdir. Nakil sonrasi dondr T hiicreleri, alict dokunun antijenleri ile etkilesime
girerek inflamasyon gelisimine neden olur. Pek ¢ok sistemik tutulum goriilmekle birlikte cilt,
gastrointestinal sistem, karaciger ve goz sik etkilenmektedir. Okiiler bulgular islemden birkag
ay sonra hastalarin %40-80’inde goriilmektedir [118]. Aktive olmus T hiicreler, epitel-
mezensim doniistimiine neden olarak lakrimal bez ve okiiler ylizeyde immiin aracili fibrozis
gelisimine neden olur. Lakrimal bez lenfositik infiltrasyon ve fibrozis sonucu atrofiye
gidebilmektedir. Kuru g6z en sik goriilen okiiler komplikasyon olmakla birlikte akut
konjunktiva inflamasyonu ile psddo-membranéz veya skatrizan konjonktivit de
goriilmektedir. Agir vakalarda persistan epitel defekti, kornea iilseri ve perforasyonu
gelisebilmektedir [119].

b) Steven Johnson Sendromu / Toksik epidermal nekroz
Akut baslangich yasami tehdit eden kornea ve konjunktivay: igeren miikoz membran ve cilt
tutulumu yapan ciddi vezikiilobiilloz bir hastaliktir. Patogenezinde sitotoksik T hiicrelerin rol
aldig1 tip 4 hipersensitivite mekanizmasi yer alir [120]. Mukozal yiizeylerde ve ciltte epitel
ayrilmasina neden olan genis ¢apli keratinosit 6liimii ve epidermal nekroz gozlenir. Tanisal
anlamda lezyonlar viicut yiizey alaninin %10’dan azini1 etkilemisse SJS, %30’dan fazlasini
etkilemisse TEN, %10 -30 arasinda ise SJS/TEN “ara form” olarak adlandirilir. SJS daha gok
cocuk ve adolesanlarda goriiliirken, TEN her yasta goriilebilir. En sik tetikleyen faktorler
sulfonamid, penisilin, ampisilin ve izoniazid tiirevi antibiyotikler, anti-epileptik ajanlar, non-
steroid anti inflamatuar ilaglar ya da herpes simpleks viriis, streptokok, adenoviriis ve nadiren
mikoplazma gibi infeksiyoz mikroorganizmalardir. Okiiler hastaligin akut doéneminde
membrandz keratokonjonktivit, kronik donemde konjunktivanin subepitelyal fibrozisi sonucu
semblefaron, entropion, trikiyazis, limbal kok hiicre yetmezligi ile korneal

konjunktivalizasyon ve vaskiilarizasyon goriilmektedir [121]. Hastalarin gozyasinda IL-17
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seviyesi yiiksek, lakrimal bez kaynakli laktoferrin ve EGF’nin azalmis oldugu gdsterilmistir
[122]. Gozyas1 iiretiminin tama yakin azaldigi kuru gbéz olgularinda konjunktivanin

keratinizasyonu ve skuamoéz metaplazi gelisebilmektedir [123].

€) Miikdz membran pemfigoid
Mukozal yiizeyleri ve cildi etkileyen kronik progresif otoimmiin subepitelyal hastaligidir.
Kadmnlar 2 kat daha sik ve 60 yas lizerinde goriilme riski daha fazladir [124]. Hastalarin
%85’inde oral mukoza, %65’inde konjunktiva, daha az oranlarda nazal mukoza ve cilt
tutulumu goriiliir. Konjunktivanin tutuldugu durumlar “okiiler skatrisyel pemfigoid” olarak
adlandirmaktadir. Genetik yatkinlik, ila¢ yan etkisi ve cerrahi operasyon ile iligkisi olugunu
gosteren caligsmalar vardir. Epitel bazal laminasina karst immiin toleransin bozulmasi ve
otoantikorlarin uyardigi kompleman aracili inflamasyon epitel hiicrelerinin bazal tabakadan
ayrigmasina neden olur [125]. Klinik seyir SJS’ye gére daha yavas olup subepitelyal fibrozis
kaginilmazdir. Hastalarda ciddi kuru gbéz yaninda konjunktiva forniksinin kisalmasi,
semblefaron, ankiloblefaron, entropion, trikiyazis, korneada skar ve vaskiilarizasyon gozlenen

bulgular arasinda yer alir.

d) Trahom
Cocukluk caginda tekrarlayan Klamidya trachomatis enfeksiyonu sonucu goriilen kronik
skatrizan keratokonjonktivit olup, gelismemis iilkelerde daha sik gorilir. Kuru goz
tablosunun yaninda limbal kok hiicre yetmezligi, trikiyazis, tarsal ve bulber konjoktivanin

skarlagmasina ikincil korneal opasite saptanmaktadir.

e) Termal ve kimyasal yaniklar
Yaygin yaniklar sonucu okiiler yiizey ve lakrimal bez kanallarinda gozlenen fibrotik

degisiklikler kuru gbze neden olmaktadir [126].

3.Refleks hiposekresyon

Gozyast lretimi sinir sistemi tarafindan diizenlenmektedir. Kornea ve konjunktivadan
trigeminal sinir aracilifiyla gelen afferent lifler beyne uzanir, buradaki lakrimal bezde
islendikten sonra efferent lifler fasyal sinir araciliiyla parasempatik ve sempatik uyari ile etki

gosterir. Bu yolakta gelisen herhangi bir bozulma kuru goz gelisimi ile sonu¢lanmaktadir.

a) Refleks duyu blogu
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Cerrahi operasyon veya travma sonrasi olusan trigeminal sinir hasari goriilen olgularda
gozyas1 iiretiminde bozulma gozlenir. Kontakt lens kullanan bireylerde kornea hassasiyetinin
azaldig1 ve kuru goz sikayetlerinin gelistigi goriilmiistiir. Keratorefraktif cerrahi uygulanan
hastalarda flep hazirlama asamasinda korneal afferent liflerin kesilmesi sonucu afferent uyari
azalmakta ve gozyasi sekresyonu diismektedir. Korneal sinir uglarindan epitel proliferasyonu
ve migrasyonu ic¢in gerekli NGF, Substans P, CGRP, IGF-1 gibi norotrofik faktorler
salinmaktadir. Herpes zoster keratokonjonktiviti veya herpes simpleks keratitinde bu
faktorlerin salgilanmasinin bozulmasi ve kornea hassasiyetinin azalmasi sonucu ndérotrofik
keratit gelisebilir. Bu olgularda punktat epitelyopati, persistan epitel defekti,
neovaskiilarizasyon ile birlikte korneal opasite ve korneal {ilserasyon karsimiza ¢ikmaktadir.

Diyabet hastalarinda lakrimal bezin mikrovaskiiler hasari ve otonomik noéropati nedeni ile
refleks yasarmanin azalmasi sonucu kuru géz sikayetleri goriiliir. G6z kurulugunun ciddiyeti,

periferik noropati ile diyabetik retinopati derecesi ile koreledir.

b) Refleks motor blogu
Schwannoma gibi serebellopontin kdse yerlesimli tiimorlerin cerrahi eksizyonu sirasinda
farkli seviyelerde 7. kraniyal sinir i¢cinde seyreden parasempatik sinir liflerinin hasar gérmesi
gbzyast salimiminin azalmasi ile sonuglanir. Yedinci kraniyal sinir hasarina ikincil gelisen
lagoftalmus kuru goéz semptom ve bulgularina yol agar. Antihistaminik, antidepresan,
antipsikotik, antihipertansif, antispazmodik ilaglar ve kemoterapdtik ajanlar antikolinerjik

etkileri nedeni ile gézyasi sekresyonunu olumsuz yonde etkiler.

Evaporatif tip kuru goz, toplumda daha sik olarak goriilmektedir. G6z kirpma refleksinin
azalmasi, baska nedenlerle goz kapaklarinin agik kalmasi veya Kirpik diplerindeki meibomian
bezlerin fonksiyon bozukluguna bagli olarak gozyasinin en dista bulunan yagl tabakasinin
eksik olmasi gibi nedenlerle, gdzyasinin olmasi gerekenden fazla buharlagsmasi sonucu ortaya
¢ikan kuru goz tipidir. Meibum bez disfonksiyonu, KGH’nin en sik sebebidir. MBD komplike
ve multifaktoriyel bir hastalik olup g6z kapagi inflamasyonu, konjunktiva inflamasyonu,
kornea hasari, mikrobial degisiklikler ve gozyasi filminin duragan olmamasi gibi farkl

patofizyolojik mekanizmanin herhangi bir kombinasyonu ile gelistigi diistiniilmektedir [127].
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6.6. Tam
Gilinlimiizde kuru goz icin okiiler ylizey ve goz kapagi belirtileri, gorme bozuklugu, gbzyasi
filmi stabilitesi, ozmolarite, gozyas1 hacmi, okiiler yiizey hasari, okiiler yiizeyin inflamasyonu
gibi parametreleri degerlendiren tanisal testler bulunmaktadir. Bu testlerin duyarlilik ve
ozgiilliikleri secilen popiilasyon ve kuru goz hastalarinin dahil edilme kriterlerine ve hastalik
ciddiyeti ile iligkili olarak degismektedir. Klinik olarak kullanilan testlerin tant koyma

yeteneginin gii¢li, tarafsiz, minimal invazif ve kolay uygulanabilir olmasi beklenir.

Sigara igilmesi, ilag, kontakt lens kullanimi vb. l I
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Sekil 10. Kuru g6z hastaliginda tanisal yaklasim (GMY: Gozyast meniskiis yiiksekligi) [128].

Oncelikle kuru gozii taklit eden durumlar1 dislamak amaciyla hastaya sorular yoneltilerek triaj
yapilir. Kuru Gz Anketi-5 (DEQ-5) veya Okiiler Yiizey Hastaligi Indeksi (OSDI, OYHI)
anketleri yapilarak kuru goz belirtileri. DEQ-5 ileriapilarak kuru gozi (OSDImlar1 diglamak

amaciyla hastaya sorular yoneltilerek triaj yapilir.gkuru goz klinik bulgular1 agisindan ayrintili
muayene yapilir. Hastada bu iki anketten birinde anlamli skor bulunmasi ve homeostazis
belirteclerinden en az birinin pozitif olmast durumunda “kuru goéz kesin” tanisi

konulmaktadir.

Giinlik pratikte ti¢ Kinik test homeostazin bozuldugunu gostererek taniyr dogrulamada

yardimet olur. Birincisi non-invaziv (floresein kullanilmaksizin) gézyasi kirilma zamani olup

10 saniyenin altinda olmas1 kuru g6z i¢in anlamlidir. Floresein ile okiiler yiizey boyandiktan
sonra kobalt mavisi 151k altinda yapilan test invaziv gozyasi kirilma zamani testi olarak

adlandirilir. G6z kirpma sonrasi okiiler yiizeyde ilk siyah alanin ortaya ¢ikmasina kadar gegen
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stire Olciiliir. Floresein kullanilmamasi nedeniyle non-invaziv GKZ testi olarak adlandirilan
alternatif yontemde, floresein damlatilmasi sirasinda ortaya g¢ikan refleks yasarma etkisini
ortadan kaldirdigr kabul edilmektedir. Kornea yiizeyinden yansitilan diizenli paternin goz

kirpma sonras1 bozulmasina kadar gegen siire dl¢iiliir. Ikincisi gdzyas1 ozmolaritesi olup,

gozlerden birinde 308 mOsm/L ve lizerinde olmasi ya da iki goz arasindaki gozyasi
ozmolarite farkinin 8 mOsm/L’nin {izerinde olmas: degerlidir. Uciinciisii okiiler yiizeyin

degerlendirilmesi olup kornea, konjunktiva, kapak kenarmin floresein ile boyanmasi ile

yapilir. Korneada 5’ten fazla, konjunktivada 9’dan fazla nokta-leke tarzinda boyanma veya
kapak kenarinda 2 mm ve tizeri uzunlukta ve kapak genisliginin %25’inden genis boyanma
pozitif bulgu olarak kabul edilir. Lissamin yesili ile hasarli musin tabakasi olan alanlar
boyanir. Palpebral araligin boyanmasi kuru goz tanisin1 destekler. Rose Bengal boyasi ile 6lii
epitel hiicreleri ve lipid ile kontamine mukus partikiilleri boyanir. Kuru géziin, akdz yetmezlik
ile evaporatif spektrumun neresinde oldugunun saptanmasi ve ciddiyetinin belirlenerek

tedaviye yon verilmesi amaciyla gozyasi hacim Sl¢limii, mebiografi, lipid interferometri gibi

ileri yontemler uygulanabilir (Sekil 10).

6.7.  Tedavi
Multifaktoryel etyolojiye sahip olmasi nedeni ile kuru géz hastaligiin tedavisi karmasik olup
ve oftalmologlar arasinda farli yaklagimlar goriilmektedir. Son yillarda kuru goz
patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasi tedavi stratejilerinin degigmesine katki saglamistir.
Ortak hedef okiiler yiizeyde homeostasisi yeniden saglamak, inflamasyon kisir dongiistinii
kirmak ve okiiler yiizey konforunun uzun siire korunabilmesidir. Giiniimiizde farkl
mekanizmalar ile etkisini gosteren ¢ok sayida tedavi secenegi bulunmakta olup birbirlerine
oranla avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Evaporatif ve/veya akoz yetmezlik kuru goz
ayirici tanisi yapilmasi tedavinin temelini olusturmaktadir. Hasta anamnezi alinip, risk analizi
ve tani testleri uygulandiktan sonra uygun basamakla tedaviye baslanmalidir. Farkli
faktorlerin etkili olmasi nedeniyle tek bir tedavi yontemi basarili olmayabilir. Verilen
tedaviye cevap alinamadiginda veya ciddi kuru goz saptanan olgularda bir {ist tedaviye
gecilebilir ya da devam eden tedavinin yanina diger tedavi segenekleri eklenebilir. Akoz
yetmezlik tipi kuru gézde suni gézyasi preparatlart pratikte en sik kullanilan ajanlar olmakla
birlikte, biyolojik ajanlar, topikal antiinflamatuvar ajanlar, sekretogoglar ve cerrahi yontemler

tedavi segenekleri arasinda sayilabilir.
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6.7.1.8uni gozyasi

Suni gdzyas1 ajanlar1 altta yatan fizyopatoloji yonelik olmayip gbézyasi filminin replasmani
veya desteklenmesi amaciyla palyatif olarak uygulanmaktadir. Lubrikan ajan formulasyonlari
ozmolarite, pH ve viskozite degisiklikleri gostermekle birlikte major komponentleri genellikle
benzer olup biiyiik cogunlugu akéz komponent olusturmaktadir. Piyasada igerik olarak farkli
cok sayida preperat bulunmaktadir. Suni gozyas: ile okiiler ylizey nemlenmesi saglanmakta,
g6zyas1 osmolaritesi azaltilmakta ve inflamatuar ajanlar diliie edilmektedir [128]. Gozyast su,
elektrolitler, protein, lipid ve biiylime faktorleri iceren kompleks bir yapiya sahip olup bu
icerik suni gbzyasi preperatlarinda bulunmamaktadir. Ayrica, gbzyasi okiiler ylizeye devamli
salgilanirken, suni gozyaslari belli araliklarla kullanildig1 icin okiiler yilizeyin uzun siireli
nemli kalmasi saglanamamaktadir. Gozyast filmi kalinliginin saglanmasi, gézyasinin okiiler
yiizeyde kalis siiresinin artirllmasi ve goblet hiicre yogunlugunun artirilmast gibi
mekanizmalarla etki gosteren vizkozite artirici ajanlar kullanilmaktadir. Karbomer 940
(poliakrilik asit), karboksimetil selluloz (CMC), dekstran, hiyaluronik asit (HA), HP-guar,
hidroksipropil metilselluloz (HPMC), polivinil alkol (PVA), polivinilpirolidon (PVP) ve
polietilen glikol, gozyasi preparatlarinda kullanilan baslica vizkozite artirici ajanlardir.
Vizkozitenin artis1 ile gegici bulanik gérme, gz kapaklar1 ve kirpiklerde birikinti olusumu
hasta uyumunu azaltabilir. Bundan dolay1 yiliksek vizkoziteli suni gozyaslarinin gece
kullanim1 daha uygundur. Kuru gozde artan gbzyasi ozmolaritesini dengelemeye yonelik
hipotonik lubrikan ajanlar kullanilabilir. Yapilan az sayida ¢aligmada kuru gézde ortaya ¢ikan
yiizey degisiklilerini geri gevirebildigi, goblet hiicre sayisini arttirdigl, semptom ve bulgulari
diizelttigi gosterilmistir [129]. Ozmoprotektif ajanlar arasinda sayilan trehaloz, disakkarid
yapisinda olup c¢ok yiiksek su tutma kapasitesi, biyoproteksiyon ve osmoproteksiyon
saglayarak kornea ve konjunktiva hiicrelerinin canli kalmasina katkida bulunur [130]. Kuru
g0z hastalarinda serbest oksijen radikallerinin katkisinin gosterilmesi ile antioksidanlarin
topikal tedavide kullanilabilirligi arastirilmistir. Yapilan ¢caligsmalarda asetilsistein, vitamin A,
quersetin, visomitin ve selenoprotein gibi antioksidan ajanlarin kuru g6z semptom ve
bulgularinda iyilesme sagladigi gosterilmistir [131]-[134].

Tek dozluk preparatlar, koruyucu madde igermemekte ancak maliyeti daha yiiksek olup hasta
kullanim1 agisindan daha fazla beceri gerektirmektedir. Multidoz suni gozyasi preperatlarinin
kullanimi1  kisitlayan o6nemli nedenlerden biri ise Kkoruyucu igermeleridir. Bakteri
kontaminasyonunu ve Dbakterilerin ¢ogalmasini engellemek i¢in kullanilan koruyucu
maddelere uzun siire maruziyet sonucu okiiler yiizeyde toksik degisiklikler gézlenmektedir.

En sik kullanilan koruyucu madde benzalkonyum klorid (BAK) olup yapilan ¢aligmalarda
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kornea ve konjunktiva hiicre apoptozisine neden oldugu, kornea iyilesmesini geciktirdigi,
kornea sinirlerinde tahribata yol agtigi, gozyas: film stabilitesini bozdugu ve goblet hiicre
kaybima neden oldugu saptanmistir [135][136]. Kronik koruyucu maruziyeti sonrasi gelisen
toksisite riskini azaltmak amaciyla sodyum klorit (Purite), sodyum perborat (GenAqua),
polikuaterniyum-1 (Polyquad) ve SofZia gibi prezervan maddeler gelistirilmistir. Sodyum
klorit ultraviyole 1s1gmna maruz kaldiginda klor iyonlarina ve suya, sodyum perborat ise
gozyasi filmi ile temas ettiginde su ve oksijene doniismektedir. Yine de bu ajanlarin kronik
kullanim1 sonrasinda okiiler ylizeye toksik etkileri olabilecegi gz 6niinde bulundurulmalidir.

Suni gbzyast ajanlarinin aktivitesi ve stabilizasyonu i¢in gereken pH degeri tamponlayici
ajanlar ile saglanir. Fosfat, borat ve sitrat en sik kullanilan tamponlayici ajanlardir, uzun siire
ve yogun kullanimda bu ajanlara bagl korneada kalsifikasyon ya da epitel toksisitesi gibi yan
etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. G6zyas:1 tabakasi sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum ve
klor gibi elektrolitler acisindan olduk¢a zengin olup okiiler hemostazise katkida bulunurlar.
Ozellikle potasyum, kornea kalinligim1 korumak ve saydamhigini saglamak icin 6nem

tagimaktadir [137]. Gozyasina benzer elektrolit i¢erigine sahip suni ajanlar bulunmaktadir.

6.7.2.Biyolojik gozyast destekleri
a) Otolog serum

Otolog serum; albumin, fibronektin, biiyiime faktorleri (epidermal growth factor, nerve
growth factor) agisindan zengin olup biyokimyasal olarak insan gozyasina oldukca benzerdir.
Steven Johnson sendromu, Sjogren sendromu ve kimyasal yaniklar gibi ciddi okiiler yiizey
hastaliklarinda kullanim alan1 bulmaktadir. Otolog serumun, proinflamatuvar sitokin salgisini
azalttigi, goblet hiicre sayisim1 ve konjunktivada musin ekspresyonunu artirdigi ve kornea
iyilesmesini hizlandirdig: gosterilmistir. HIV ve hepatit gibi kan yoluyla bulasan hastaliklarin
transmisyon riski, +4°C’de saklandiginda zamanla biiylime faktorii konsantrasyonunun
azalmasi, uzun siire kullaniminda maliyetinin yiiksek olmasi ve kontaminsayon riski

nedeniyle pratik kullanimi simirlidir.

b) Erigkin allojenik serum
Kronik anemisi veya sistemik inflamasyonu olan, ¢ok yasli veya infant hastalar gibi periferik
vendz kan Ornegi almanin uygun olmadigl durumlarda allojenik serum kullanimi bir segenek
olabilir. Daha 6nce saklanmis olan kandan elde edilebilmesi miimkiin oldugundan hazirlamasi
daha kolaydir. Teorik olarak yabanci antijenler i¢erdigi i¢in immiin yanit riski mevcuttur

ancak ABO uyumlu donorlerin kullanilmast bu riski azaltmaktadir. Graft versus host
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hastalarinda yapilan ¢alismada korneada boyanma, gbézyasi ozmolaritesi ve goblet hiicre

dansitesinde iyilesme gozlenmistir [138].

c) Umblikal kord serumu
Birden fazla dondrden fazla miktarda (250ml’ye kadar) elde edilebilmesi ve birden fazla
hastada kullanilabilmesi nedeniyle otolog seruma goére daha avantajhidir. Sistemik ve kronik
hastalii  olan otolog serumun elde edilmesinin uygun olmadigi olgularda
kullanilabilmektedir. Biiyiime faktorleri olan EGF, NGF, TGF beta’nin umblikal kord
serumundaki miktarlar1 periferik venoz kana oranla daha yiiksektir. Konvensiyonel tedaviye
direncli kuru goz hastalarinda ve GVHH goriilen olgularda topikal kullanimi sonucu okiiler

yiizeyde iyilesme saglanmigtir[139].

6.7.3.Punktal okliizyon

Bir veya her iki punktumun gegici veya kalici olarak tikanmasi ile gozyasi drenajinin
engellenip, varolan gozyasinin okiiler ylizeyde kalmasi hedeflenmektedir. Okiiler yiizeyde
akoz komponentin kalmasinin fayda saglanacagi diisiiniilen akdz yetmezlik tip kuru goz
hastalarinda uygulanabilmektedir. Okliizyon ¢ogunlukla tikaglar ile yapilmakta olup cerrahi
secenekler mevcuttur. Gegici tikaglar kollajen yapisinda olup emilebilir 6zelliktedir. Kalici
tikaclarin ¢ogu silikon yapida olup farkli tasarima sahiptir. Bu uygulamanin en sik
komplikasyonu %60 orani ile spontan tikag¢ ekstriizyonudur. Bunun yaninda enfeksiyon,
tikacin kanalikiile migrasyonu, piyojenik graniilom, punktal genisleme ve tiimor gelisimi gibi
olumsuz sonuglar goriilebilmektedir. Punktum okliizyonu, pro-inflamatuar sitokinlerin okiiler
ylizeyde kalma siiresini arttiracagi igin; islem Oncesinde inflamasyon kontrol altina

alinmalidir [140].

Tikacin tolere edilemedigi ya da gbzyas1 miktarinin uzun vadede yetersiz olacagi 6ngoriilen
olgularda pek cok farkli cerrahi teknikle kalici okliizyon saglanabilir. Termal koterizasyon,
konjunktiva grefti veya flep ile okliizyon, punktal tikag¢ suturasyonu ve punktum ligasyonu
cerrahi secenekler arasinda yer almaktadir. Kalici okliizyonda epifora, potansiyel bir

komplikasyon olup bundan kaginmak i¢in inkomplet okliizyon yapilmasi dnerilmektedir.
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6.7.4.Gozyast tiretiminin uyarimast

Diquafasol tetrasodyum, purinerjik P2Y?2 agonisti olup konjunktiva epitel ve goblet

hiicrelerinden akoz ve musin sekresyonunu uyararak etki gosterir. Hiicre i¢i kalsiyum
miktarin1 artiripp EBF reseptor sinyal yolunun uyarilmasi ile hiicre ¢ogalmasi ve gociinii
uyararak kornea iyilesmesine olumlu katkida bulunur [141] . Yapilan az sayida calismada
kornea ve konjunktiva boyanmasini azalttigi bildirilmis olup Japonya ve Giiney Kore’de kuru

g0z tedavisinde kullanilmakla birlikte FDA onay1 heniiz alamamastir.

Topikal rebamipid, insan kornea epitelinde musin benzeri glikoprotein uretimini artirmakta
olup epidermal biiyiime faktorii reseptorii aktivasyonu yoluyla MUC1, MUC4 ve MUCI16
ekspresyonunun arttirarak musin {iretimini uyarmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada korneal ve
konjunktiva boyanmasini azalttigi, gézyasi kirllma zamanini uzattigi ve siibjektif yakinmalari

azalttig1 saptanmistir[142].

Pilokarpin ve sevimelin muskarinik reseptor agonisti olup oral sekretegoglar sinifindadir.

Sjogren sendromunda sekretuar bezlerdeki muskarinik asetilkolin reseptorlerine baglanan
otoantikorlar ile yarisarak parasempatomimetik etki gosterirler. Oral pilokarpin kuru goz
semptomlarin1  ve kornea boyanmasini azaltmakta, ancak gozyast iiretiminde artig
saglamamaktadir[143]. Oral sevimelin, géz ve agiz kurulugu semptomlarmni azaltmakta,
gozyas1 ve tikrik sekresyonunu artirmaktadir [144]. Kullanimimi kisitlayan yan etkileri
arasinda agir1 terleme, bas agrisi, karin agrisi ve bulant1 yer alir. Oral sekretoglar her ne kadar

kuru géz semptomlarini azaltsa da esas etkinlikleri agiz kurulugu tizerinedir[145].

6.7.5. Anti inflamatuar tedavi
Topikal kortikosteroidler inflamatuvar sitokin ekspresyonunu, MMP-9 ve MAP kinaz yolunu

baskilayarak kuru gozdeki inflamatuvar kisir dongiiniin kirilmasii saglamaktadir. Hayvan
deneyinde topikal metilprednizolon kullanimi sonucu korneal epitel hiicrelerin
deskuamasyonu azalmig ve epitel biitiinliigliniin korundugu goézlenmistir. Uzun sureli
kullanim1 sonucu goz i¢i basing artisi, katarakt ve firsat¢1 enfeksiyon gelisimine neden oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle orta-ciddi kuru goz hastalarinda kisa siireli kullanimlart (2 hafta ve
sonrasinda azaltma semas1 uygulanarak) ya da siklosporin A tedavisi Oncesi semptom ve

bulgularin hizli giderilmesi amaciyla kullanimlart uygun goriilmektedir.
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Siklosporin A; lenfositlerde IL-2 aktivasyonunu inhibe eden immiinmodulatuvar bir ajandir.
Sitemik olarak organ nakli rejeksiyon tedavisinde ve otoimmiin hastaliklarda
kullanilmaktadir. 2003 yilinda orta-ciddi kuru goz hastalarinda kullanilmasi onaylanmistir.
Topikal siklosporin A uygulamasi sonucu Schirmer testi degerlerinde artis, gozyasi
osmolaritesinde diislis ve gbézyasinda inflamasyon belirteglerinde azalma saptanmistir [146],
[147]. Ayrica lakrimal bez ve konjunktiva epitel hiicreleri iizerinde anti-apopitotik etkisi
oldugu ve konjunktival goblet hiicre sayisini artirdigi gosterilmistir [148], [149]. Siklosporin
A etkisinin gdzlenebilmesi icin en az 6 aylik bir tedavi gerekmekte olup, ilag birakildiktan

sonra kuru g6z belirti ve bulgular1 tekrarlayabilmektedir.

Takrolimus, T lenfosit aktivasyonu inhibe ederek etki gdstermektedir; immiinsiipresif etki
potansiyeli siklosporin A’dan ¢ok daha fazladir. Ciddi kuru goz ile seyreden GVHH’de,
siklosoprin A’ya yanit alinamayan Sjogren sendromunda ve Siklosporin A intoleranst olan

olgularda kullanilmaktadir.

Diklofenak, ketolorak, indometazin non-steroid anti-inflamatuar ajanlar grubunda olup kuru

g0z tedavisinde kullanilmistir. Yapilan bir ¢calismada diklofenak hiperosmolaritenin uyardigi
apoptozisi baskilamistir. Ancak ciddi kuru g6z olgularinda korneada erime gelistigi

gorilmiistir.

6.7.6.Biyolojik ajanlar
Kuru goz patogenezinde 6nemli rol oynayan inflamasyonun baskilanmasi amaci ile c¢esitli

biyolojik ajanlar gelistirilmektedir. Lubricin, IL-1 reseptor antagonisti, anti-IL-17 ve_anti-

TNF-o inflamatuar hiicre ve sitokinler lizerinden etki gdsteren anti inflamatuar biyolojik

ajanlardir.

6.7.7.Mekanik dakriyorezervuar

Schirmer testi < Ilmm olan ciddi kuru g6z durumunda topikal suni gdzyasinin c¢ok sik
damlatilmasi gerekmekte olup bireyin giinliik yasam kalitesi belirgin etkilenir. Islanabilirligin
stirekli saglanmas1 amaciyla suni gozyasi rezervuart bulunduran ve kateter araciliiyla okiiler
yiizeye ulagmasini saglayan mekanik cihaz gelistirilmistir. Calisma prensibi diabet
hastalarinda kullanilan mikroinfiizyon pompasina benzemektedir. 60 ml kapasiteki suni

gbzyas1 rezervuari kar 6n duvarinda subkutan olarak yerlestirilir. Burdan baslayan silikon
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kateter toraks 6n duvari, boyun ve zigoma iizerinden {ist konjunktival fornikse ulasir. Yapilan
insan ¢aligmasinda kuru goz semptomlarinda iyilesme, korneada boyanma ile konjunktivada

hiperemide azalma ve gozyasi kirllma zamaninda uzama saptanmigtir [150].

6.7.8. Tiikriik bezi transplantasyonu

Tiikriik ve gozyasi icerik olarak bir takim benzerlik ve farkliliklar gosterir. Islevsel tiikriik
bezi tranplantasyonu sonucunda okiiler yiizeyin devamli nemli kalmasi ve kornea ve
konjunktiva epitelini besleyici faktorlerin salgilanmasi amaglanmaktadir. Konjentital alakrimi,
skatrisyel konjunktivite bagli ak6z yetmezlik ve lakrimal dokunun cerrahi ve radyasyona bagl
hasar1 gibi durumlarda uygulanabilmektedir.

Major tiikriik bezlerinden olan parotis, submandibuler ve sublingual bezler ile ilgili ¢aligmalar
yapilmaktadir. Sublingual bez transplantasyonunda vaskiiler baglantinin cerrahi olarak
saglanmast miimkiin olmamakta, bu durum beslenme yetersizligi nedeniyle bezin islevini
yitirmesine yol agmaktadir. Parotis bezi sekretuar kanalimin alt konjunktiva forniksine
transpozisyonu ile saf ser6z sekresyon saglanmaktadir. Ancak bu hastalarda gustatuar reflekse
bagh siddetli epifora gdzlenmekte, asir1 sekresyon durumunda blefarit ve keratit gelistigi ifade
edilmisgtir.

Submandibiiler bezin salgist seromiisindz 6zellikte olup gdzyasina en benzer tiikriik icerigidir.
Mikrovaskiiler anastomoz ve sekretuar kanalin {ist temporal konjunktiva forniksine
baglanmasi ile birlikte submandibiiler bezin transplantasyonu ile bazal sekresyon saglandigi,
bezin canliligini en az 6 ay boyunca korudugu gézlenmistir [151]. Yapilan ¢aligmalarda 5 yil
sonunda greft canliligi %66 ile %100 arasinda bildirilmistir. Hastalarin takibinde kuru goz
semptomlarmin azaldigi, Schirmer testi degeri ve gézyas: kirilma zamaninda iyilesme oldugu
goriilmiistiir. Ancak sekresyonun dogal gézyasina gére hiposmolar olmasi nedeni ile korneada
mikrokistik epitel 6demi gelisebilir. Transplantasyon sonrasi oral mukoza floras iiyelerinin
okiiler yiizeye veya orbitaya yayilma ihtimali diger bir sorundur.

Minor tiikriik bezleri dudak, yanak ve damakta ¢ok sayida bulunmakta olup miisindz
karakterde salgi yapar. Dudak mukozasi greftinin konjunktiva forniksine yerlestirilmesi
yoluyla yapilan transplantasyon ileri derece kuru g6z hastalarinda tedavi segenegi olmaktadir.
Bez yogunlugunun daha fazla olmasi ve kolay ulasilabilir olmasi nedeniyle alt dudak grefti
daha cok tercih edilmektedir. Steven Johnson sendromu gelisen hastalarda yapilan
transplantasyon sonrast gozyasi voliimiiniin artti§1, korneanin saydamlastigi, gorme
keskinliginde diizelme oldugu ve suni g6z yast kullaniminda azalma oldugu

gozlenmistir[152].
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7. Doku Miihendisligi
Fonksiyonunu kaybetmis, hasarli doku veya organlarin yerine yenisinin nakil edilmesi

islemine “transplantasyon” adi verilmekte olup doku veya organ hastanin kendisinden alinip

yerlestirilirse “oto-transplantasyon”, baska bir saglikli bireyden alinip hastaya yerlestirilirse
“allo-transplantasyon” olarak adlandirilmaktadir. Transplantasyon cerrahilerinin, greftin
alindig1 bolgede goriilen komplikasyonlar, doku veya organlarin rejenerasyon kapasitesinin
azlig1 ve miktar yetersizligi, alicida immiin yanit gelismesi ve kisiler arasinda hastalik
taginmast gibi sorunlart mevcuttur. Son zamanlarda tiim bu kisitlayict etmenler goz oniinde
alindiginda, transplantasyonu planlanan doku veya organlarin dogal yapiya uygun ve
fonksiyonel bicimde laboratuvar ortaminda iiretilmesini amaclayan doku miihendisligi
giindeme gelmektedir[153].

Doku miihendisligi; kaybedilmis veya hasarli dokularin islevlerini yerine getiren,

stirdiiriilebilir kilan ve yeniden modellemeyi hedefleyen biyolojik bilimler, miihendislik
bilimleri ve tibbi bilimlerin i¢ ice gectigi bir uygulama alanidir. Bu yontemde Ozetle;
hastaligin baslangicinda saglikli dokudan hiicreler izole edilir ve kok/progenitdr hiicrelerin
varligi tespit edilir. Hiicreler in vitro ortamda cogaltilarak doku iskelesi iizerine ekilir.
Organogenez igin gerekli vital sartlar saglanir; dokuya spesifik biiyiime faktorleri, sitokinler
gibi biyoaktif molekiiller eklenerek laboratuvar ortaminda fonksiyonel doku elde edilir.
Sonunda hasarl1 organ yerine, gelistirilmis yapay doku transplante edilir. Hiicre kaynagi
olarak hastanin saglikli kalan bdlgesinden alinan primer hiicreler veya kendini yenileyebilme
ve farkli  hiicre tiplerine farklilagma potansiyeline sahip olan kok hiicreler

kullanilabilmektedir.

Pluripotent Kok Hiicreler

Kendini simirsiz yenileme yetenegi olan kok hiicreler, uygun uyaranlarin etkisi altinda hem
simetrik boliinme 6zelligiyle farklilasip hedeflenen hiicre tipine doniigebilir hem de asimetrik
boliinme 6zelligiyle kendi kopyasini ve onciil hiicreyi olusturabilirler [154]. K6k hiicrelerin
diger kok hiicrelerle ve gevredeki farklilasmis hiicrelerle arasindaki iliskiler ile ortamdaki
adezyon molekiilleri, ekstraseliiler matriks bilesenleri, biiyiime faktorleri, sitokinler,
mikrocevre kosullar1t (pH, metabolitler, iyonik ortam vb.), kok hiicrelerin ¢ogalma veya
farklilagmalar1 {izerinde etkili olmaktadir. Farklilasma (plastisite) yetenegine gore farkli
nitelikte kok hiicreler bulunmaktadir. Zigot olusumundan blastokist evresine kadar

embriyonun en erken evresinde goriilen hiicreler totipotent karakterde olup embriyoyu ve
44



embriyo dis1 plasenta ve amniotik membran gibi yapilari meydana getirir. Embriyonun
blastokist evresinde i¢ hiicre kitlesinde hiicreler ise pluripotent 6zellikte olup ektoderm,
mezoderm ve endodermden gelisen hiicrelere doniiserek doku ve organlari olustururlar. Tek
bir germ tabakasina farklilagsmaya programlanmis kendini yenileme 6zelligine sahip yetiskin
tip kok hiicreler (YKH) ise multipotent olarak adlandirilir. YKH’ler, doku ya da organlarda
nadir bulunurlar ve hiicre 6limii veya doku hasart gelistiginde kismen dokuyu tamir etmekle
gorevlidirler. “Hematopoetik ve mezensimal kok hiicreler” eriskin dokuda goriilmektedir.

Mezensimal kok hiicreler (MKH) uygun sinyaller altinda hedef doku/organ yapisina

farklilasabilme yetenekleri ile rejeneratif tip ¢alismalarinda potansiyel kaynak olarak tercih
edilmektedir [155]. MKH’ler sitokin ve kemokin gibi mediatorler salgilayarak immiin
sistemin regiilasyonunda, diger hiicrelerin farklilasmasinda ve gesitli bolgelere yoneliminde
rol oynar. Ozellesmis bir doku veya organda, iki veya daha fazla hiicre hattma farklilagabilen,
kendini yenileme 6zelligine sahip kok hiicreler oligopotent, sadece tek bir hiicre serisine
doniisebilen kendini yenileme 6zelligine en az sahip olan kok hiicreler ise unipotent olarak

adlandirilir.

Son yillarda embriyonik kok hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin kesfi ile

birlikte izole edilen kok hiicrelerin istenilen hiicre dizisine farklilastirilmasi teknolojisi sonucu
uygun ortam ve sinyaller saglanarak saglikli fonksiyonel doku veya organ elde edilmesi, hasta
bireye transplantasyonu ile kiir saglanmasi giindeme gelmistir. Embriyonik kok hiicreler
(EKH), rejeneratif tip alaninda istenilen hiicre tipinin elde edilmesi ve geri doniigiimsiiz doku
ve organ hasarinin goriildiigli hastaliklarda hiicresel tedavi i¢in kaynak olarak kullanilmalari
acisindan oldukga Onemlidir [156] (Sekil 11). Ancak EKH’lerin izolasyonu igin embriyo
iizerinde igslem uygulanmasi insan kaynakli ¢alismalarin yapilmasinda etik sorunlar ve non
otolog hiicrelerin nakli sonrasinda gelisebilecek immiin yanit nedeniyle klinik kullanimlar
sinirli kalmaktadir.

Embriyonal donemde onemli olan dort transkripsiyon faktorii geninin, erigkin somatik
hiicresine aktarilmasi yoluyla hiicrelerin yeniden programlanmasi sonucu EKH benzeri

fonksiyonlar1 olan hiicreler elde edilmistir. Uyarilmis pluripotent kok hiicre-UPKH (induced

pluripotent stem cell-IPSC) olarak adlandirilan bu hiicreler uygun kosullar altinda kendini
cogaltma ve ektoderm, mezoderm ve endodermden gelisen tiim hiicrelere farklilasabilme
ozelligine sahiptir. Yamanaka ve ark. retroviral gen aktarim metodunu kullanarak Oct %, Sox-
2, KIf-4, c-Myc transkripsiyon faktorlerinin ekpresyonu ile fare cilt fibroblast hiicrelerini

pluripotent kok hiicreye doniistiirerek UPKH elde etmistir [157]. Yu ve ark. ise Sox2, Oct %4,
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Nanog ve Lin28 transkripsiyon faktorlerini kullanarak UPKH elde etmistir [158]. c-Myc’nin
bir onkogen olmasi nedeniyle, c-Myc geni aktarilmadan hiicrelerin farklilastirilmasi yoniinde

caligmalar yapilmistir [159].
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Sekil 11. UPKH hiicre eldesi ve kullanim alanlar1 [155].

Insanlarda embriyo evresindeki organogenez taklit edilerek belirli bir protokol dogrultusunda
UPKH’lerin herhangi bir hiicre tipine farklilagsmasi, hasarli doku/organin rejenerasyonu veya
transplantasyonu agisindan biiylk umut dogurmaktadir. Hastaya ozgin UPKH elde
edilebilmesi etik sorunlart ve immiinolojik yanit riskini ortadan kaldirmaktadir. Ayrica in
vitro genetik hastalik modeli olusturulmasi ile patogenezin daha iyi anlagilmasia katkida
bulunmaktadir. Ilag etkinligi ve toksikoloji arastirmalarinda UPKH kaynakli doku/organ

modeli kullanilabilmektedir.

Hiicresel Kaynak

Giliniimtiize dek, hiicresel kaynak olarak yiiksek oranda pluripotent kok hiicre elde edilebilmesi
nedeniyle calismalarda ¢ogunlukla cilt fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Cilt biyopsisine
ihtiya¢ duyulmasi, enfeksiyon riski, cilt hiicrelerinin ultraviyole maruziyeti nedeniyle
mutasyona ugrayabilmesi ve primer hiicre kiiltlirliniin eldesi i¢in 3-4 hafta gibi uzun bir
zamana ihtiya¢ duyulmasi gibi nedenlerden dolayi alternatif kaynaklara yonelim olmaktadar.
Elde edilmesi daha kolay olan periferik kan hiicreleri hedeflenmistir. Graniilosit, monosit, B

ve T lenfosit ile progenitdr hiicreler gibi ¢ekirdekli kan hiicreleri yeniden programlanarak
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pluripotent 6zellik kazanmaktadir [160]. Mezensimal kok hiicre gibi eriskin somatik
kok/progenitor hiicreler, izolasyon ve manipiilasyon tekniginin daha kolay belirli olmasindan
dolay1 tercih edilmektedir. Matiir somatik hiicrelere gore daha cok kokliilik gostermeleri
sayesinde pluripotent 6zellik kazandirilmasi daha kolay ve etkili olmaktadir. Farklilastirilmasi
planlanan hiicre ile olusturulmasi hedeflenen hiicrenin ayn1 germ tabakasindan kdken almasi
yeniden programlanma etkisini artirmaktadir. UPKH’lerin tekrarlayan pasaji, trankripsyonel
ve epigenetik hafizasini zayiflatip pluripotens yeteneginin azalarak maturasyona neden

olmaktadir.

Gen Aktarimi

Yeniden programlama isleminde farkli gen aktarim yontemleri uygulanabilmektedir.
Retrovirus ve lentiviruslar ile yapilan gen aktariminda, virusun genetik materyaline,
aktarilmak istenen gen bolgesi yerlestilir. Virus hiicre i¢ine girdikten sonra hiicre genomuna
entegre olur ve tasidigi transkripsiyon faktorleri sayesinde pluripotent 6zellik kazandirilmis
olur. Ancak virus genomunun aktarilan hiicrede aktif bir genin ortasina yerleserek istenmeyen
mutasyonlara neden olabilmesi bu yontemin dezavantajidir. Genoma entegre olmayan viral
gen aktarimi olarak Adeno virus ve Sendai virus kullanilmaktadir. Son yillarda viral olmayan
gen aktarim yontemleri giindeme gelmistir [161]. Trankripsiyon faktorlerinin plazmidler ile
taginmasi sonucu UPKH elde edilmistir [162]. Bu yontem daha basit olup daha az zaman
almasi ve viral partikiillerle ¢alisilmamasi agisindan avantaj saglamaktadir. Viral vektoriin
kullanilmadigi gen aktarimi yontemleri arasinda; episomal, piggy-BAC retrotranspoziyon,
sentettk mRNA, rekombinan protein ve kiiciik molekiil yontemleri karsimiza ¢ikmaktadir
[163]. Indiiksiyon amactyla kullanilan rekombinan protein ve sitokin gibi mediatorlerin uygun
miktar ve frekansinin belirlenerek siirecin optimize edilmesi ic¢in c¢alismalara gereksinim

vardir.

UPKH Karakterizasyonu

Hasta veya saglikli bireyden kaynak hiicreler (fibroblastlar, periferik kan hiicreleri vs.) elde
edilir. Tanimli transikripsiyon faktorlerinin gen aktarimi yapilmasiyla hiicre yeniden
programlanir ve UPKH meydana gelir. Kiiltiire edilen hiicrelerin pluripotent karakterde
oldugunu gosteren cesitli incelemeler yapilir [164]. Morfolojik olarak incelendiginde
EKH’lere benzer sekilde kiiltiir plagina siki sekilde yapisik, keskin siirli ve yogun koloniler
olusturan, yuvarlak sekilli, biiylik niikleol ve dar sitoplazma igeren hiicreler goriilmektedir.

Alkalen fosfataz aktivitesine sahip olmasi nedeni ile kiiltiir plaklart ALP boyast ile
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boyanmaktadir. UPKH’lerin, insan embriyonik kok hiicrelerinin pluripotens belirtegleri olan
Oct3/4, Nanog, E-Ras, Cripto, Daxl, Zfp296 ve SSEA-1 cksprese etmekte oldugu
gosterilmistir.

Pluripotens belirtegleri pozitif saptanan UPKH’ler in vitro ve in vivo farklilasma testlerine
tabi tutulur. /n vitro hiicre kiiltiiriinde embriyoid cisimleri olusturduklar1 gdézlenmektedir. /n
vivo farklilagma testinde, UPKH’ler agir kombine immiin yetmezlikli (SCID) farelere enjekte
edildikten sonra pluripotent karakterde olan hiicrelerin ¢ogalarak {ic germ tabakasindan
kaynaklanan teratom benzeri yapi olusturdugu saptanmaktadir. Son olarak UPKH’ler

gelismekte olan embriyoya aktarildiklarinda kimerik canlilar olusturabildikleri goriilmektedir.

Kullanim Alanlan

Etik kurallar nedeniyle yeterli miktarda ve istenilen zamanda insan kaynakli deneysel
materyal elde edilememesi, arastirmalarin oniindeki en 6énemli engellerden biri olmaktadir.
UPKH teknolojisi ile bu sorunlar asilarak hastaliklara 6zgii deneysel modeller ve hastaya
ozgii UPKH’ler iiretilebilmektedir. Giiniimiizde amyotrofik lateral skleroz, spinal muskuler
atrofi, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, Duchen muskuler distrofi, juvenil diabetes
mellitus, Trizomi 21 i¢in deneysel amacli UPKH tabanli hastalik modelleri olusturulmustur.
Hastalik modelleri hastaligin patogenezinin arastirilmasinda ve tedaviye yonelik ilag
gelistirme caligsmalarina yardimei olmaktadir.

Genetik hastaliklarda anormal gen dizilimi ve ekspresyonu saptanip uygun stratejiler ile
onartlmakta ve UPKH’lerin normal genetik materyal tasimasi saglanabilmektedir.
Mutasyonlara bagl olusan tek gen hastaliklar1t UPKH’ler kullanilarak tedavi edilebilmektedir.
Bir ¢alismada orak hiicre anemisi benzeri tablo olusturulmus farelerde, bu teknoloji
kullanilarak orak hiicre anemisinde etkilenen [B-globin gen bdlgesine ait mutasyonun
diizeltilebildigi gosterilmistir [165].

Giliniimiizde allojenik organ transplantasyonu, belirli hastaliklarda gecgerli bir tedavi yontemi
olmakta ancak dondr yetersizligi ve immiin ret yaniti gelismesi nedeniyle kullanimi ve
etkinligi kisitlanmaktadir. Hasta bireyden izole edilen UPKH’lerden farklilasma ile elde
edilecek hiicre ve dokular, hasta ile ayn1 HLA doku antijeni tasidigindan doku reddi problemi
olmamaktadir. Rejeneratif tip uygulamalarinda temel hedef, UPKH kullanarak hastalara
transplante edilecek hiicre veya dokular1 yapay olarak elde etmektir.

Fare ve insan UPKH’lerinden olusturulan kardiyovaskiiler onciil hiicreler, SCID (Ciddi

kombine immiin yetmezlikli) farenin sol ventrikiill duvarina enjekte edildiginde
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kardiyomyosit, diiz kas hiicresi ve endotel olmak iizere ii¢ farkli hiicre dizisi gelistigi
goriilmistiir [166]. Miyokard enfarktiisiine bagli hasar goren kalp kasinin hiicresel tedaviyle
onarimi sonucu tekrar fonksiyon kazanabilecegi ongoriilmiistiir.

Norodenejeneratif hastaliklarda, kisiye 0zgiin uygun ndron hiicrelerinin elde edilmesi
tedavide yeni yaklagim protokollerini ortaya ¢ikartabilir. Bu amagla noroektoderm kokenli sag
kilindan alinan keratinositlerden elde edilen UPKH’lerin tekrar programlanmasi ile insan
noron hiicrelerine benzer hiicreler elde edilmistir [167].

Fare UPKH’lerinden tiiretilen hepatosit benzeri hiicrelerde alfa fetoprotein (AFP), alblimin,
CK7, CKS8, CK18 gibi karaciger hiicre belirtecleri saptanmistir. Hepatik farklilasmanin kaniti
olarak olusan hiicrelerde LDL’nin ige alimi, glikojen depolanmasi ve iire sekresyonu
gergeklestigi gozlenmistir [168].

UPKH’lerden farklilasan osteoblastlarin olusturdugu dokuda kalsiyum birikimi, alkalen
fosfataz aktivitesi ve tip 1 kollajen ekspresyonu goriiliir. Kemige benzer dokunun
transplantasyonu ile hasarli kemik dokusunun onarilabilecegi, kemik fonksiyonun yeniden
kazanilabilecegi ifade edilmistir [169].

UPKH’lerden farklilasan retina pigment epitel hiicrelerinin retinal distrofi modeli
olusturulmus sicanlara transplantasyonu sonrasinda, kisa donemde dis niikleer tabakada
fotoreseptor varligi, uzun donemde ise fotoreseptor tabakanin dis segmentinde rodopsin

saptanmasina dayanan gorsel fonksiyon gelisimi gézlenmistir [170].

Mikroakiskan sistemler (Cipte Organ)

Kontrollii bir mikrogevrede yasayan biyomiihendislik yoluyla iiretilmis organ yapilarini
barindiran ve gergek zamanl izlem altinda canli kosullarda organlarin dinamik, fonksiyonel
ve patofizyolojik ozelliklerini gdstermek amaciyla tasarlanmis mikroakiskan aygit, ‘gipte

organ’ (organ-on-a-chip) olarak tanimlanmaktadir. Doku miihendisligi, mikroakigskanlarin

dretimi ve kok hiicre ile hiicre sinyal ve biyomekanigi hakkindaki gelismelerin birlesmesi

¢ipte organ teknolojisinin ortaya ¢ikmasini saglamistir [171].

Doku miihendisligi yonteminde cam veya polimer malzemeler igerisinde 6zel tasarim kanallar
acilip, mikroakigskan sistemler ile doku iskelesini olusturan biyomalzemelerin kombine
edilmesi sonucunda hiicreler, ii¢ boyutlu bir yap1 olusturmak {izere fizyolojik kosullara daha
yakin sekilde kiiltiir edilmektedir. Statik kiiltiir, klasik anlamda duragan kiiltiir sartlar1 olup
secilen hiicreye uygun substrat yiizeyinde {iiretim gergeklesmektedir. Dinamik kiiltiir

sartlarinda ise biyoreaktor kullanimi1 ve fizyolojik sartlara daha uygun bir ¢evre olusturulmasi
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ile tiretim yapilmaktadir. Mikroakigskan akiminin kontrol edilmesi, kiiltiir ortaminda optimal
besin, oksijen, pH ve sicaklik gibi biyokimyasal sartlarin uzun siireli ve tekrarlanabilir sekilde
uygulanmasi saglar. Bu sistem sayesinde hiicre proliferasyon ve ekstraselliiler matriks sentez
hizinin arttirilmasi ile doku biiylimesi ve organizasyonu, saglikli dokularin uzun siire
canliligmmi korumasi; immiin sistem hiicreleri, antikorlar, biyokimyasal sinyal molekiilleri
dolasimi ve metabolitlerin uzaklastirilmast miimkiin olur. Ayrica analiz i¢in kiiltiirden
sekresyon Ornegi elde edilmesi saglanmais olur.

“Cipte organ” yontemi ile farkli Ozelliklerdeki hiicrelerden yeni doku-doku arayiizii
olusturulup, hiicreler birlikte kiiltiire edilebilirler. Glinlimiizde “gipte organ” sistemleri, tek bir
doku veya organin temel fonksiyonlarini taklit eden “tek organli sistemler” veya tek bir sistem
icinde birkag¢ organ modelinin sistemik etkilesimini ve tepkisini 6lgmek i¢in birden fazla ¢ipi
birlestiren “cok organli platformlar” olarak ¢alisilmaktadir. Cipte organ modellerinin hayvan
modelleri iizerinde yapilan ilag ve toksisite deneylerinin yerini almasi, olusturulan hastalik
modelleri ile patogenezin daha iyi anlasilmasi ve iiretilen doku ve organlarin transplantasyonu

gibi tedavi yontemlerini sunmasi beklenmektedir.

Sekil 12. Organ fizyolojisini ve fonksiyonunu taklit eden akciger dokusuyla onu besleyen kan
damarlar1 arasindaki dinamik biyokimyasal, biyofiziksel ve biyomekanik iliskileri 6l¢ebilen
cipte akciger sistemi[173].

Mikroakiskan sistemler basit bir plastikten (6rnegin polimetil metakrilat-PMMA) endiistriyel
smif bir lazer kesici ile veya yumusak litografi teknikleriyle silikondan (6rnegin
polidimetilsiloksan-PDMS) imal edilebilir. Her iki sistemin birbirine kiyasla avantaj ve
dezavantajlar1 bulunur. PMMA sistemlerinin iiretimi, PDMS sistemlerine gore daha kolay ve
ucuzdur, ancak PDMS sistemleri ¢ok daha hassas tasarim segeneklerine sahiptir ve sistemler
iizerinde daha fazla kontrol saglar.

Mikroakigkan sistemlerin modifikasyonu ile ¢ipte akciger, kalp, karaciger ve bagirsak
hiicrelerinin gelistirilmesi miimkiin olmaktadir (Sekil 12). Son zamanlarda kanser arastirma

platformu olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Kanser hiicrelerinin karakterizasyonu ile
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kanser gocli ve metastazinin incelenmesi i¢in 6zel mikroakiskan platformlari, tek hiicre
analizi amagli son teknoloji platformlar yeni tan1 yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglar

[172].

Biyomalzemeler

Doku ve organlarda bulunan mevcut hiicreler tarafindan salgilanan ekstraseliiller matriks
(ESM), hiicreler icin fiziksel destek saglamasinin yani sira hiicreler tarafindan salgilanan
ekstraseliiller matriks (ESM), hiicreler i¢in fiziksel destek saglamasinin  yani
sira"","family":"Zhang","given":"Boyang","non-dropping-particlfiziksel uyarilarda bulunur.
ESM, doku miihendisliginde in vitro ortamda biyomalzemeler ile doku iskelesi olusturularak
taklit edilmeye c¢alisilir. Bu iskelelere hiicreler tutunurlar, ortama kemokin, sitokin gibi
biyaktif molekiillerin eklenmesi veya mevcut hiicreler tarafindan salgilanmasi ile doku
modellenmesi saglanir [173]. Doku iskelesinin kurulmasinda kullanilacak malzemelerin
ozellikleri onem tasir. Biyomalzemeler; hedef dokunun iyilestigi hizla orantili olarak
bozunma gosteren biyobozunur nitelikte olmalidir. Yeni doku gelisip hiicreler ESM
olusturacak kapasiteye ulastiktan sonra iskeleye ihtiya¢ duyulmayacaktir. Hiicre adezyonu ve
fonksiyonunu saglayan yiizey kimyasina sahip olup viicut igine yerlestirildiginde istenmeyen
doku tepkilerine yol agmamali yani biyouyumlu olmalidir. Dokunun mekanik &zelliklerine
uygun olup iyilesme siirecinde yapisal biitiinliigiinii korumal1 (biyouyumlu), dokunun yap1
icerisine gelismesine izin verecek Olclide gozenekli olmali, toksik, antijenik ve mutajenik

ozellik gostermemelidir [174].

Hidrojel, hidrofilik polimerlerden olusan ii¢ boyutlu ag yapisinda olup %90-99 oraninda su
absorbe etme kapasitesindedir. Kiiciik molekiill ve sitokin, biiylime faktorleri gibi
biyopartikiillerin i¢inden ge¢mesine olanak saglayan mikroporlar bulundurur. Akéz dogasi ve
yiliksek permabilite 6zelliklerinin birlesimi, ii¢ boyutlu kiiltiirde hiicrelerin optimal bigimde
kapsiillenmesini saglar. Besin ve oksijenin yogun jel igerisindeki difiizyonu, alt katmanlara
inildik¢e azalmakta olup, yogun jel i¢cinde olusturulan mikrokanallar, dallanan damarlar gibi
islev gortip sirkiilasyonun saglanmasina katkida bulunur. Sentetik ve dogal polimer yapisinda
olabilir. Kollajen, hyaluronik asit, fibrin, agaroz ve kitosan gibi dogal polimerler, doku
miihendisligi ve rejeneratif tip yaklasimlarinda hidrojel tiretimi i¢in en yaygin kullanilanlardir.
Sentetik polimerlere polilaktik asit (PLA), poliglikolikasit (PGA), polikaprolakton (PCL),
polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) 6rnek olarak verilebilir.
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Sekil 13. GelMA hidrojelinin besin ve oksijen aligverisi yapabilmesi gézenekli yapisi. GeIMA
hidrojelinin besin ve oksijen aligverisi yapabilmesi gozenekli yapisi sayesinde miimkiin
olmaktadir. Bu ¢alismada hidrojelin g6zenekliligi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelendiginde agikga goriilmektedir. 525x biiyiitme. Olgek 10pum.

Jelatin-metakriloil (GelIMA), arastirma alaninda en yaygin kullanilan fotopolimerize edilebilir

hidrojellerden biridir. Esas olarak insan viicudunda en bol bulunan protein olan jelatinden
meydana gelir. Jelatin, RGD (Arg-Gly-Asp) dallar1 nedeniyle hiicre tutunmasini Saglar ve
hiicre ¢ogalmasini, fonksiyonunu ve farklilagsmasini destekler (Sekil 13). Bununla birlikte, tek
basima jelatin, fiziksel bir hidrojel olusturmak icin ¢ok kati kosullara sahiptir ve goreceli
olarak diisiik dayanikliliga sahiptir [175].

Fotopolimerizasyon, fotobaslaticinin uygun bir dalga boyundaki 151k absorpsiyonu sonucunda

olusan primer radikallerin ¢ok fonksiyonlu akrilatlari ¢apraz bagli yapilara doniistiirmesi
islemidir. Jelatinin yapisi, metakrilik asitin (MA) kimyasal modifikasyonu sayesinde foto
capraz baglanma yoluyla stabilize edilir ve sertligi artirilir[176]. GeIMA, bir foto baslatici
yardimi ile UV 15181 altinda ¢apraz baglanir. Segilen fotobaglatici degerleri toksisite agisindan

en diistik diizeyde olacak sekilde ayarlanir.

8. Lakrimal beze yonelik rejeneratif tip ¢aligmalari
Kronik kuru géz sendromunun uzun soluklu etkin tedavisinde lakrimal bez rejenerasyonunu
saglayan hiicresel ve doku diizeyinde yapilan ¢alismalar 6nemli bir secenek olarak karsimiza
cikmaktadir. Doku miihendisligi ilkelerini kullanarak, islevsel bir yapay lakrimal bez
olusturulmasi1 ve hasarli organin yerini alacak sekilde transplantasyonu amaglanmaktadir.
Lakrimal bez rejenerasyonu kompleks bir ugras olup kullanilacak hiicre kaynagi ile doku

iskelesinin se¢imi, hiicre ile doku iskelesinin uyumu ve siirdiiriilebilirligi, yapay lakrimal
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bezin kan damarlar1 ve duysal/motor sinir lifleriyle biitiinlesmesi gibi ¢esitli etmenler goz
ontinde bulundurulmalidir. Cesitli kiiltiir yontemleriyle 2 veya 3 boyutlu lakrimal bez benzeri
yapilar ve organ germ yontemi ile biyomiihendislik sisteminden faydalanarak yapay lakrimal
bez iiretimi gerceklestirilmistir.

Amniyotik membran, epitel hiicrelerinin adezyon, proliferasyon, migrasyon ve
differansiasyonu saglayan uygun bir ortam saglamaktadir. Doku iskelesinin amniotik
membran olarak kullanildigi bir ¢alismada asiner hiicreler, kiiltiire edildiklerinde boyutlarini
artirip katmanlasma gdstererek hiicre kiimeleri meydana getirmistir. Iki boyutlu lakrimal bez
yapilar1 incelendiginde hiicrelerin santral liimen, bazal yerlesimli niikleus, apikal sekretuar
graniiller ve mikrovillus gibi asiner hiicre Ozellikleri gosterdigi goriilmistiir. Karbakol
stimiilasyonu sonucu B hekzominidaz salinim yaniti gézlenmis olup yapilarin islevsel oldugu
gosterilmistir. Ancak zamanla hiicre kiimeleri santralde canliligin1 kaybetmis olup sekretuar
aktivitesinde diisiis gdzlenmistir [177].

Tavsan lakrimal bezinden izole edilen hiicrelerle, rotatuar hiicre kiiltiir yontemi kullanilarak
yer ¢ekiminin minimize edildigi bir ortamda ii¢ boyutlu lakrimal bez yapisi olusturulmustur.
Bu sistemde 7. giinde asiner hiicre 6zellikleri gosteren ortalama 384 capinda lakrimal sferoid
agregatlar1 goriilmiis olup karbakol stimulasyonuna f-hekzominidaz salinimi ile yanit verdigi,
fonksiyonel oldugu saptanmistir. Rotatuar hiicre kiiltiirii sisteminde diistik gerilim kuvvetli bir
ortam olusturularak hiicre-hiicre temasi ve {i¢ boyutlu doku yapisi desteklenmistir. Besinlerin
ve metabolik atiklarin yiiksek oranda transferi saglanir. Ancak sferoidin biiylimesi ile orantili
olarak santral apopitozis gézlenmis olup transplantasyon agisindan uygun olmadigi sonucuna
varilmistir. Ug boyutlu doku iskelesi gorevi goren ekstraselliiler matriksin eksikligi nedeniyle
hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve differensiasyonunun saglikli bicimde yapilamadigi ve
doku santraline yeterli besin ve oksijen desteginin saglanamadigi kanisina varilmistir [177].
Hasarl1 doku veya organin organogenez siirecindeki gelisimin taklit edilerek yapay organ

gelistirilmesi organ germ yonteminin temelini olusturmaktadir. Bu yontem ile dis ve kil

folikiilii gibi ektodermal organlar gelistirilmis olup, tiikriik bezi ve lakrimal bez gibi
ektodermal sekretuar organlarin in vitro ortamda gelistirilmesi ile ilgili c¢aligmalar
yapilmaktadir. Biyomiihendislik yontemi ile yapay organ elde edilmesinde multiselliiler
birlesme, epitel-mezensim etkilesimi ve Kkollajen jel matriksin rolii oldugu ortaya
koyulmustur. Lakrimal bez rejenerasyonu i¢in bu yontemin etkinligini arastirmak amaciyla
16.5 giinliik embriyonik farenin lakrimal bezinden epitel ve mezensim hiicreleri izole edilerek
kiiltiire edilmis; Hiicrelerin ayn1 organogenez siirecinde oldugu gibi basarili sekilde dallanma

morfogenezi, sap elongasyonu ve yarik olusumu gosterdigi gézlenmistir (Sekil 14) [2].
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Sekil 14. Organ germ yontemi kullanilarak biyomiihendislik tabanli lakrimal bez taslaginin
gelistirilmesi. a) Sematik goriiniim. b) Faz kontrast goriintiileri. Olgek, 100 um.[2]

Biyomiihendislik yoluyla olusturulan lakrimal bez, akdz yetmezlikli fareye transplante
edildiginde yapay duktus ile okiiler yiizeyin integre oldugu, yapay organin histolojik
incelemesinde sekretuar yapida oldugu goriilmiistiir. Okiiler yiizeyin soguk uyarana karsi
gozyas1 sekrete etmesi, transplantin okiiler yapilar ve sinir sistemi ile integrasyon sagladiginin
gostergesi olmustur. Akdz yetmezlige bagh okiiler yiizey problemlerinin hayvan modelinde
transplantasyon sonrasi diizeldigi saptanmistir [2].

Insan uyarilmis pluripotent kék hiicrelerinin  kullanilmasiyla gdz gelisiminin in vitro
simiilasyonu saglanmistir. Embriyo gelisimi sirasinda eksprese edilen c¢esitli transkripsiyon
faktorleri ve biyoaktif molekiillerin salinimi sonucu hiicrelerin proliferasyonu, migrasyonu ve
farklilasmas1 ile karakterize organogenezin taklit edilmesi yoluyla UPKH’lerinde goze

spesifik hiicre hatlar1 elde edilebilecegi gdsterilmistir.

Lakrimal bez ektoderm kaynakli olup embriyogenez sirasinda konjunktiva epitell ve
periokuler mezensim olmak tizere iki ayr1 dokunun etkilesimi ile gelistigi bilinmektedir.
Lakrimal bez gelisimi, periokuler mezensimden salinan FgflO'un indiikledigi konjunktiva

epitelinin kalinlagmasi ile baglar. Dallanma siireci Bmp7 sinyallerinin ek etkisi altinda
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sekillenir. Bmp7 sinyalleri, Foxcl'in aracilifiyla, dallanma morfogenezisi sirasinda
mezensimal yogunlagma icin onemlidir. Hem FGF hem de BMP sinyali, mezensimde Wnt
sinyali ile dengelenir. Yapilan bir ¢alismada, insan EKH'lerinde transkripsiyon faktorii kodlu
sentetik mRNA'lar kullanilarak PAX6, FOXC1 ve SIX1'in asir1 ekspresyonu, hiicrelerin
lakrimal bez epitel hiicrelerine dogru farklilasmasiyla sonuglanmistir. Bu lakrimal epitel
benzeri hiicrelerde; immatiir lakrimal bez epitel belirtegi KRT15, dallanma morfogenezi

belirtegi BARX2 ve gozyasi sekresyonu belirteci AQPS ve laktoferrin saptanmistir [178].
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MATERYAL & YONTEM

1. Arastirma Tipi
Bu ¢alisma in vitro ortamda deneysel bir ¢alisma olarak gergeklestirildi.

2. Aragtirma Tarihi ve Yapildig1 Yer
Bu arastirma, Tiibitak 1001 - Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme

Programi kapsaminda desteklenen 117S264 numarali “Doku Miihendisligi Yontemiyle Kok
Hiicreler Kullanarak Lakrimal Bezin Gelistirilmesi” isimli proje biinyesinde gergeklestirildi.
Tiim ¢alismalar Eyliil 2016 ile Kasim 2019 tarihleri arasinda izmir Biyotip ve Genom
Merkezi’nde (IBG) gerceklestirildi. Hayvan deneyleri, 07/12/2016 tarihli, 16/2016 Protokol
No’lu T.C. Dokuz Eyliil Universitesi izmir Uluslararasi Biyotip ve Genom Enstitiisii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IBG-HADYEK) Onay1 ardindan gerceklestirildi.

3. Evren ve Arastirma Ornegi
Bu tez kapsaminda yapilan calismalarda eriskin ve embriyonik fare Ornekleri ile insan

kaynakli uyarilmis pluripotent kok hiicreler kullanildi.

4. Arastirma Materyali
Bu calismada mikroakiskan ¢ip sisteminin kurulumun saglanmasi ve etkinliginin gosterilmesi

amaciyla NIH / 3T3 fare fibroblast hiicreleri ile primer yetiskin ve embriyonik fare lakrimal
bezi hiicreleri kullanildi. NIH / 3T3 fare fibroblast hiicreleri, 2016 yilinda Prof. Dr. Nese
Atabey'den elde edildi. Primer hiicreler, bulgular boliimiinde detayli olarak bulunabilen gesitli
tarihlerde arastirma ekibi tarafindan yetiskin ve embriyonik farelerin lakrimal bezlerinden
izole edildi.

Uyarilmis pluripotent kok hiicreler, cilt fibroblast hiicrelerinin yeniden programlanmas: ile
hazirlanmis olup Dog. Dr. Tamer Onder tarafindan Kog¢ Universitesi Kok Hiicre

Laboratuvari’ndan saglandi.

5. Arastirma Degiskenleri
Bagimsiz degiskenler: Erigskin ve embryonik fare lakrimal bez hiicreleri, UPKHler

Bagimli degiskenler: Gozyasi belirtegleri (laktoferrin, akuaporin, lizozim)

6. Veri Toplama Yontemleri

6.1. Hayvan Deneyleri
DEU-IBG HADYEK (16/2016) etik kurul onayma gore lakrimal bez hiicrelerini elde etmek

icin, doku kaynagi olarak hem yetiskin (BALB / ¢ ve NSG) hem de embriyonik fareler
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(BALB / ¢, NSG, C57BL / 6) lakrimal bez dokusu kaynagi olarak kullanildi. Biitiin hayvanlar
IBG Vivarium biriminden elde edildi. ilk 6nce farkli yaslarda rastgele fareler kullanild:.
Yetiskin ve hamile fareler, IBG Vivarium biriminde standart kosullar altinda tutuldu ve
lakrimal bezlerin  diseksiyonu Oncesinde sakrifiye edildi. Hayvan laboratuvar
ameliyathanesinde, cerrahi aletlerin sterilizasyonu saglandiktan sonra, farelerin sakrifikasyon
islemi, artan CO, inhalasyonu ile gergeklestirildikten sonra servikal dislokasyon ile konfirme
edildi. Sakrifiye edildikten sonra hem yetiskin hem de hamile fareler, olas1 herhangi bir doku
kontaminasyonunu 6nlemek i¢in etanol ile dezenfekte edildi. Yetiskin ve hamile farelerin tiim

sakrifiye etme ve diseksiyon prosediirleri laminer akim kabini i¢inde yapildi.

6.1.1. Yetiskin Farede Lakrimal Bez Ornegi Elde Edilmesi
Yetiskin farede lakrimal bez ekstaorbital ve intraorbital olmak tizere iki adet olup, ekstaorbital

lakrimal bez oldukga belirgindir. Eksizyonel yontem ile ulagilmasi daha miimkiin oldugu i¢in
bu ¢alismada ekstraorbital lakrimal bez dokusu hedeflenmistir. Bisturi ve cerrahi makasla
gozilin posterioru ve kulak anterioru arasindaki deriye lineer eksizyon yapidiktan sonra kiint
disseksiyon ile lakrimal bez dokusuna ulasildi. Derinin ¢ikarilmasindan sonra, agiga ¢ikan
lakrimal bez dokusu forseps ile kolayca cikarildi. Toplanan lakrimal bezler, DMEM / F-12
ortam1 ve HEPES tamponu igeren buz iizerinde bir santrifiij tiipiinde toplandi. Farenin arda

kalan dokular1 “Hayvan Barinagi Yo6netmelikleri”ne gore imha edildi.

6.1.2. Embriyonik Farelerde Lakrimal Bez Ornegi Elde Edilmesi

Disi BALB/c farelerin gebeliginin belirlendigi vajinal tikag giinii 1. giin olarak belirlendi ve
16. giinde lakrimal bez izolasyonu igin sakrifikasyon yapildi. Farenin ventral yiizii %70
etanol ile dezenfekte edildi. Abdominal ciltte orta hatta steril cerrahi makas ile vertikal kesi
yapildiktan sonra periton da ayni hatta kesildi ve abdominal bogluga ulasildi. Uterusun 2
boynuzu, bagli olan mezometriumdan kesilerek serbestlestirildi ve soguk FTS (PBS, Fosfat

Tamponlu Salin) ¢ozeltisine yerlestirildi.
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Sekil 15. Embriyonik farelerden lakrimal bez izolasyonu. A) Sakrifiye edilen hamile fareler,
diseksiyon i¢in hazirlanmaktadir. B) Yetigskin farede lakrimal bez disseksiyonu C) Disseke
fare embriyolar1 1 kere PBS i¢inde yikandi. D) Embriyonik farenin genel goriiniimii. E)
Embriyonik farenin gdvdesinden ayrilan bas kismi. F) Lakrimal bezin fare embriyosu
basindaki lokalizasyonu.

Forseps yardimi ile embriyolar amniyotik keselerinden ¢ikartildi ve soguk PBS igeren 2. steril
petri kabina yerlestirildi. Bu manipiilasyonlar sirasinda embriyonun basina herhangi bir
cerrahi alet ile dokunulmamasina 6zen gosterildi. Embriyo, transiluminasyon zemini olan
diseksiyon mikroskobuna yatirildi. Bir adet 15 derece steril bistiiri kullanilarak embriyonun
basi, alt manibulanin hemen altindan viicuttan ayrildi. Basi1 dondiiriilerek mandibulanin
diseksiyon zemini iizerine oturmasi saglandi. Forseps ile bas stabilize edilerek bir bistiiri ile
beynin dorsal 4’1 uzaklastirildi. Ardindan bistiiri ile embriyonun burnu, her 2 géz arasindan
kesildi. Bu kesi, kafanin merkezine dogru ilerletildi. Boylece her bir géz kafanin ayri
yarisinda kalacak sekilde 2 esit par¢aya boliinmiis oldu. Kafanin bir yarisi, gdziin alt posterior
kosesinde kalan lakrimal bez mikroskopun merkezine alinacak sekilde yerlestirildi. Cilt,
g6zilin alt posteriorundan forseps ile kavranip cekilerek diseke edildi, géz biitiinii (glob) ve
lakrimal bez aciga ¢ikarildi. Daha koyu ve yogun mezensimal doku igerisinde, gozden koken
alan bir kanal tizerindeki acik renkli tomurcuk olarak lakrimal bez bu asamada farkedilebildi.
Lakrimal bez ve beze ait mezensim, etrafinda ¢evreleyen dokudan kibarca serbestlestirildi. Bu
islemde lakrimal kese veya kanalinin forseps ile kavranmamasina, sikistirllmamasina 6zen

gosterildi.
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Etrafindaki dokulardan uzaklastirilan lakrimal bez, goziin lakrimal bez kanali dibindeki
epitelinden tutularak ortamdan tamamen ayrildi. Kapsiillenme deneyleri icin lakrimal bez
epitelyal ve mezensimal parcalarina disseksiyon ile ayrilmig olarak izole edilmis oldu (Sekil
15).

izole edilen lakrimal bezler, DMEM / F-12 ortam1 ve HEPES tamponu igeren buz iizerinde bir
santrifiij tliplinde toplandi. Ayni islem embriyonun diger lakrimal bezi ve diger tiim
embriyolar i¢in tekrarlandi. Anne farenin ve embriyonun arda kalan dokular1 “Hayvan

Barinag1 Yonetmelikleri’ne gore imha edildi.

6.2. Histolojik Inceleme
Tiim histolojik 6rnek hazirliklart (parafine gdbmme, kesit alim1 ve histolojik boyama) IBG

histopatoloji teknisyeni tarafindan yapildi. Kisaca, doku pargalari, 5 ml'lik santrifiij tiiplerinin
bir kapaginin igine ‘optimal cutting temperature’ (OCT) bilesigine gomiildii. Doku pargalarini
dokiilmiis OCT bilesiginin ortasina hizaladiktan sonra, numuneler -80 ° C'de 1 giin boyunca
donduruldu. Daha sonra hazirlanan orneklerden kesitler alinarak izole edilen eriskin ve
embriyonik lakrimal bez dokular1 hematoksilin ve eozin boyama yapilarak histolojik olarak

incelendi.

6.3. Mekanik Disseksiyon
Eriskin fareden izole edilen lakrimal bez dokusu, boyutunun biiyiilk olmasi nedeni ile

enzimatik reaksiyon oncesi bisturi ve penset yardimi ile daha kiigiik pargalara ayrildu.

Embriyonik farede izole edilen lakrimal bez dokusu i¢in bdyle bir isleme gerek duyulmadi.

6.4. Enzimatik Reaksiyon
Toplanan doku pargalar1 enzimatik reaksiyon adimlart i¢in 1.5 ml'lik santrifiij tiiplerine

konuldu. Pargalar, iki kez 100 U / ml kollejenaz II ile 15 dakika boyunca ve daha sonra 10
dakika boyunca tripsin-EDTA ile islendi. Tiim reaksiyonlar, 37°C'de inkubasyon makinesinin
icine konulan tiip dondiiriicii ile yapildi. Her enzimatik reaksiyondan sonra, parcalar 0.7 g'de 5
dakika santrifiij edildi, sonra siipernatan atildi ve taze hazirlanmis enzim eklendi. Nihai
sindirimden sonra, karigim 70 pm'lik bir hiicre siizgecinden siiziildii. Karisim siizgecten kiiltiir
ortami ile yikandi ve 50 ml santrifiij tiipine toplandi. Karisim 0.7 g'de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra siipernatan atildi ve hiicre sayimi i¢in taze kiiltiir ortam1 eklendi.

Hemasitometre ile hiicreler sayildiktan sonra daha sonra kullanima hazir hale gelmis oldu.
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6.5. Akis sitometri ve siiflandirma islemi
Izolasyon deneylerinden elde edilen epitelyal ve mezensimal hiicre oranmmi tespit etmek ve

enkapsiilasyon deneyi i¢in siniflandirmak amaciyla akis sitometrisi teknigi kullanildi. Analiz
ve siniflandirma deneyleri igin sirasiyla Canto II Analyzer (BD) ve Aria Il Sorter (BD)
kullanildi. Hem analiz hem de smiflandirma deneylerinde, mezensimal hiicreleri saptamak
icin fikoeritrin bagli CD90 antikoru (Abcam ab24904) ve epitelyal hiicreleri saptamak i¢in
allofikosiyanin bagli EpCAM (Biolegend 118213) antikoru kullanildi. Her iki antikorun
kontrol grubu olarak, allofikosiyanin baglh IgG (Biolegend 400511) ve fikosiyanin bagh IgG
(Biolegend 400707) kullanildi.

6.6. Doku kiiltiirii
Bu ¢alismada statik kiiltiir ve biyomiihendisligi doku kiiltiirii olmak {izere iki ana doku kiiltiirii

yontemi kullanildi. Statik kiiltiir klasik bir yontem olup asil hedef biyo-miihendislik doku

kiiltiirii yontemini uygulamak idi.

6.6.1. Biyo-miihendislik Doku Kiiltiirii
Biyo-miihendislik doku kiiltiiriinde, biyomateryal igerisinde biiyliyen ve gelisen hiicreler,

statik ve dinamik olmak iizere iki farkli kosul altinda kiiltiire edildi. Biyo-miihendislik doku
kiiltiiriinii basaril bir sekilde gergeklestirmek icin gereken ii¢ 6ge olan biyomateryal, kiiltiir
yeri (statik kiiltiir icin geleneksel kiiltiir kab1 veya cam slayt, dinamik kiiltiir i¢in

mikroakigkan sistem) ve kullanima uygun hiicreler hazirlandi.

6.6.1.1. Doku Iskelesi
Bu calismada 3B mikroakigkan doku kiiltiir sistemi i¢in hiicre / doku iskelesi olarak

biyouyumlu ve biyobozunur karakterde olan jelatin bazli bir hidrojel olan jelatin metakrilloil
(GeIMA) kullanildi (Sekil 16). Hidrojel GelMA dogasi geregi, ultra viyole (UV) 11k
varliginda ¢apraz baglanmaya ugrayarak jellesme gostermektedir (FOto-baslatma). Bu islem
icin ayarlanabilir bir UV 151k kaynagi (OmniCure 2000) kullanildi. Foto-baglatma islemi
oncesinde epitel ve mezensimal bolgeler i¢in farkli paterndeki fotomaskeler, GeIMA ¢ozeltisi
iizerine yerlestirildi.(Sekil 17). UV 1s18a maruz kalan bolgelerde GelMA ¢apraz baglanmaya
ugraylp hidrojel olustururken, maruziyetin olmadig:r alanlarda maske sayesinde ¢apraz
baglanma gerceklesmedi. Islem sonrasinda bir kere PBS ile yikama ile gapraz baglamaya

ugramamis GelMA uzaklastirildi ve {i¢ boyutlu doku iskelesi elde edilmis oldu.
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Sekil 16. Liyofilize GelMa.

[e] Epithelial Q Vesenchymel

Sekil 17. Epitel ve mezensimal pargalar1 basmak icin hazirlanan fotomaskeler. Sirasiyla A)
epitel ve B) mezensimal parcalarini basmak i¢in karsilik gelen fotomaskeler. Fotomaskeler
asetat kagittan yapilmistir. Fotomaskeler, 3B yapay doku bolmelerini hassas bir sekilde
lakrimal ¢ip lizerindeki karsilik gelen noktalara basmak i¢in kullanildi.

6.6.2.2.Lakrimal Cip Sistemi
Mikroakiskan sistem, lakrimal bezin ana komponenti olan epitel ve mezensimal hiicreler i¢in

iki farkli kiiltiir ortam1 saglamak i¢in tasarlandi. Sistem ve bilesenleri CoreIDRAW X7
yaziliminda tasarlanarak, bu c¢alismada mikroakiskan sistem “lakrimal ¢ip” olarak
adlandirildi. Mikroakigkan sistem, tibbi sinif polistiren ve 1.5 mm kalinlikta polimetil
metakrilat (PMMA) ana pargalarinin yani sira ¢ift tarafli yapistirict (DSA), epoksi tutkal ve
borosilikat mikro tiiplerden olusturuldu. Mikroakigkan sistemin imalati i¢in kullanilan tiim
malzemeler, son kullanimdan 6nce bir hiicre kiiltiirii sinifi laminer akis bashgi i¢inde % 70

etanol ve UV maruziyeti ile sterilize edildi.
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Sekil 18. Lakrimal ¢ip katmanlari. A) Sirasiyla alt (1. seviye), B) orta (3. seviye) ve C) iist
tabaka (5. seviye). Orta ve {ist kistmlar PMMA'dan, alt kisim polistirenden yapilmistir.
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Sekil 19. Lakrimal ¢ip katmanlar1 A)Birinci boliim (2. seviye) {i¢ boyutlu yapiya yiikseklik
verir ve mezengimal yollar1 olusturur, B) ikinci boliim (4. seviye) ise epitel yollarini olusturur.

Sistem 5 ana boliimden olusturuldu. Asagidan yukari dogru siralandiginda;

1. seviye, medikal sinif polistirenden yapildi ve sistemin tabani olarak tasarlandi.

2. seviye, ana kiiltiir alan1 ve mezensimal kanal rotalarini igeren DSA'dan yapildi. Bu seviye 5
kat DSA’dan olusturuldu. Epitelyal kisma karsilik gelen fotomaskeyle basim iglemi 1. katta
ve dis mezensimal kisma karsilik gelen fotomaskeyle basim islemi ise 5.katta gergeklestirildi.
Epitel ve mezensimal bolmeler arasindaki ytikseklik farki nedeniyle, mezensimal bolme izole
kiiltiir kosulu saglayarak epitel bolmesini ¢evreleyen bir duvar gorevi gordii.

3. seviye, PMMA'dan yapildi ve epitel bolmesi i¢in kiiltiir delikleri i¢eriyordu.

4. seviye, epitel kanal yollarina sahipti ve 2 katmanlt DSA’dan yapildi.

5. seviye PMMA yapisindaydi ve en iistte kapak gorevi gordii (Sekil 18 ve 19).
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Birincisi hari¢ tiim seviyelerde tiip giris delikleri bulunduruldu. Mezensimal b6lme i¢in {i¢ (2
giris, 1 ¢ikig) ve epitel bolmesi igin iki (1 giris, 1 ¢ikis) olmak lizere toplamda 5 adet tiip
baglantist mevcuttu (Sekil 20 ve 21).

s g Mezenkimal
ezenkima
bolme
giris kanal
Epitelyal
Mezenkimal bolme
cikis kanali

Sekil 20. Ikinci seviye insa edildikten sonra lakrimal ¢ipin son durumu ve her iki parganin
GelMA kapsiillenmesi. I¢ epitel bolmesi, epitel kiiltiir ortamiin izolasyonu i¢in oval bir
duvar gorevi goren dis mezensimal bolme ile ¢evrilidir. Cipin kapatilmasindan sonra
mezensimal kisim dis kanallardan temin edildi. Epitelyal kisim, 3. seviyeden asagi akan 4.
seviyedeki yollardan saglandi. 3. Seviyedeki deliklerden biri i¢ epitelyal kisma giris
saglarken, bir digeri drenaj1 saglar.

O

“

Sekil 21. Lakrimal ¢ip tasarimi. Lakrimal ¢ip , mavi (mezensimal bélme ve yollar) ve kirmizi
(epitel bolme ve yollar) gida boyalar ile es zamanli olmayan akis performansi igin test
edilmistir. Ust kanallar girisler (besleme kanallar1) ve alt kanallar ¢ikislar (drenaj kanallar)
olarak islev goriir. Boyutunun karsilastirilmasi amaciyla yanina 1 Kurus (17mm ¢apinda)
yerlestirilmistir.
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6.6.1.3.Statik ve Dinamik Kiiltiir
Statik kiiltiir deneyi, GeIMA hidrojeli ile hiicrelerin biyouyumlulugunu arastirmak, dinamik

kiiltiir deneyi ise epitelyal ve mezensimal hiicrelerin fonksiyonel iliskisini saglayabilmek i¢in

gergeklestirildi.

Her iki tiir yontemde biyo-miihendislik doku kiiltiiriiniin ilk adimi, GelMA hidrojelinde
hiicrelerin kapsiillenmesidir. Sayilan hiicreler 5 dakika boyunca 600 g kuvvetinde
santrifiijlendi ve slipernatan atildi. Daha sonra hiicreler, istenen konsantrasyonlarda énceden
hazirlanmis GeIMA hidrojeliyle yeniden siispanse edildi. 1-10 milyon hiicre/ml
konsantrasyonlarinda karigimlar olusturuldu. Yeni olusan siispansiyon hafif karistirildiktan

sonra UV 1s1k ile capraz baglama iglemi igin hazir hale getirilmis oldu.

Cam sisteminde birbirine paralel iki cam lam bir petri kabima yapistirildi. Ugiincii bir lam bu
iki lam tizerine yerlestirilip sabitlenerek petri kabi ile cam arasinda potansiyel bir aralik
saglanmis oldu. GelMa ile hiicre karisimi, bu araliga doldurulup ardindan UV 1s1k ile ¢apraz
baglama yapilarak kapsiillenme islemi gerceklestirildi. Cam slayt sisteminde ¢apraz
baglanmig GelMA 3. cam lamina yapigmaktadir. Sonunda petri kabinin i¢indeki 3 boyutlu
doku iskelesi igerisindeki hiicre karigimi (cam slaytin yiizeyinde), tiim yapiy1 kapsayacak
kadar kiiltiir ortamina konularak inkiibasyon makinesinin i¢ine yerlestirilerek statik kiiltiir

deneyi yapildi.

Dinamik kiiltiir i¢in biyo-miihendislik 3B lakrimal bez kiiltiirli i¢in 6zel olarak tasarlanan
“lakrimal ¢ip” adi verilen mikroakiskan sistem kullanildi. Epitelyal ve mezensimal
fotomaskeler kullanilarak lacrimal ¢ipin polistiren yiizeyinde kapsiillenme islemi
gerceklestirildi. Bu kapali sisteme, besleme ve bosaltma gdrevi goren 6zel borosilikat mikro
borular1 baglandi. Lakrimal ¢ip, tlizerindeki ii¢ adet giris kanalindan sisteme siirekli kiiltiir
ortami akis1 saglayan siringa pompasina (Harvard Aparati) yerlestirildi. Lakrimal ¢ipin iki
¢ikis kanalindan, E (epitel) ve M (mezensimal) bolgelerden gelen kullanilmis kiiltiir ortaminin
disa drenaji saglandi. Sistem kiiltiir sirasinda inkiibasyon makinesinin icerinde yer ald1 (Sekil
22).
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Sekil 22. Siringa pompasinin inkiibasyon makinesi tizerindeki yerlesimi ve lakrimal ¢ipin
inkiibasyon makinesi igerisindeki goriinlimii

Tiim kinetik deneyler, 1 ile 4 hafta arasinda bir siire boyunca gergeklestirildi.

6.7. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre Deneyi

Uyarilmig pluripotent kok hiicreler, lakrimal bez gelisiminde rol alan iki komponente
doniismek i¢in farklilastirildi:
1) Lakrimal bez epitelinin onciillerini olusturacak okiiler ektodermal hiicreler

2) Lakrimal bez mezensimini olusturacak olan periokiiler mezensim hiicreleri.

Bu gelisim siirecinin, epitel i¢in PAX6 ve P63, mezensim i¢in FOXC1 ekspresyonunun

saptanmasi ile izlenmesi planlandi.

6.7.1.UPKH lerden Lakrimal Epitel Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Li ve arkadaglarmin protokolii uygulanarak, ¢ok bolgeli okiiler hiicreler (CBOH) olarak
isimlendirilen ve goz gelisimini taklit eden, anterior ndroektoderm ve ndral retina, retina
pigment epiteli, yiizey ektodermi, ndral krest ve lense ait géz alan1 (“eye field”) hiicreleri
barindiran, 2,5 boyutlu bolgelerin elde edilmesi planlandi (Sekil 23) [179]. Okiiler yiizey
ektodermi hiicrelerinin mekanik izolasyonu ile UPKH’lerden konjuktiva epiteli ve sonrasinda

lakrimal bez epitelini olugturacak hiicrelerin elde edilmesi planlandi.
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Sekil 23. Kismen goz gelisimini taklit ederek farklilasan UPKH’lerde okiiler hiicreyle iligkili
genlerin ekspresyon paterni. CEn, kornea endoteli; CEp, kornea epiteli; LE, lens; NC, noral
krest; NR, noral retina; OSE, okiiler yiizey ektodermi; RPE, retina pigment epiteli [179].

Insan kaynakli Nanog+ ve Oct4+ UPKH’ler matrijel kaplanmis kiiltiir kabinda serum
icermeyen mTeSR1 ortaminda muhafaza edildi. Yedi giin boyunca “g6z alani farklilagma
ortam1” ve norobazal ortamda kiiltiire edildi. Ardindan “okiiler hiicre farklilasma ortami”na
koyularak yaklasik 3-4 hafta boyunca kiiltiire edildi. Immunfloresan boyama ile bolge 3
hiicrelerinin, ylizey ektodermal beliteci PAX6 ve P63'i ve ayrica periferik bolgede epitelyal
progenitor hiicrelerin bir belirtegi olan K13’ii eksprese edip etmedigi incelendi. Bolge 3’te yer
alan hiicrelerin mikroskop altinda cam igne yardimiyla mekanik olarak izolasyonu ve kiiltiire

edilmesi denendi.

6.7.2.UPKH lerden Lakrimal Mezensim Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Lovatt ve arkadaglarinin protokiilii uygulanarak, UPKH’ler periokiiller mezensim
transkripsiyon faktorlerini ifade eden noral krest hiicrelerine farklilastirildi [180]. Periokiiler
mezensime 0zgii FOXC1, PITX2, LMXI1B belirtegleri, immunositokimya boyamasi ve qPCR

ile gosterildi.
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BULGULAR

1. Hayvan Deneyleri

Yash ve geng farelerin hiicrelerinin kiiltiir davraniglarini karsilastirildiginda, geng farelerin
hiicrelerinin yaglhlara goére daha hizli prolifere egiliminde olduklar1 gozlendi. Bu sonuca
dayanarak maksimum proliferasyon kapatasitesi i¢in embriyonik fare hiicrelerinin ¢alismaya
dahil edilmesine karar verildi.

Ayni boyutlarda kiiltiir plakalarina benzer sayida hiicre ekildiginde embriyonik farelerden
alian hiicreler, en geng yetigkin farelerden elde edilen hiicrelerden neredeyse 3 kat daha hizli
bir sekilde birlestiler. Bu gozlem nedeniyle daha iyi sonuglar elde edilmesi amaciyla

embriyonik fareden izole edilen lakrimal bez hiicreleri ile deneyler siirdiiriildi.

1.1.  Yetiskin Fare Lakrimal Bez Dokusu Izolasyonu
[k dért izolasyon deneyi, lakrimal bez dokusu ekstraksiyonunda deneyim kazanilmasi ve

enzimatik izolasyon protokoliiniin optimize edilmesi ile hiicre ve doku kiiltiirii deneyleri igin
yeterli miktarda hiicre elde etmek igin yeterli miktarda lakrimal bezin belirlenmesi igin
yapildi. Ardindan sirasiyla hiicre kiiltiirii deneyleri, statik doku kiiltiirii deneyleri ve dinamik
kiiltiir deneyleri i¢in izolasyonlar yapildi.

- Lakrimal Bez Izolasyonu 1 (LB IZO 1) : 10.02.2017

2 fare, 4 lakrimal bez. izole edilen hiicreler kuyu kiiltiir plagina gdzlem amaciyla ekildi.
- Lakrimal Bez Izolasyonu 2 (LB IZO 2) : 17.02.2017

2 fare, 4 lakrimal bez. izole edilen hiicreler kuyu kiiltiir plagina gdzlem amaciyla ekildi.
- Lakrimal Bez izolasyonu 3 (LB IZO 3) : 15.03.2017

2 fare, toplam 4 lakrimal bez. izole edilen hiicreler kuyu kiiltiir plagma goézlem amaciyla

ekildi.1 hafta sonra kontaminasyon goriildii.
- Lakrimal Bez Izolasyonu 4 (LB 1ZO 4) : 15.12.2017

2 fare, 4 lakrimal bez. izole edilen hiicreler kapsiilleme deneyi icin yeterli hiicre elde

edebilmek amaciyla kuyu kiiltiir plagina ekildi.
- Lakrimal Bez Izolasyonu 5 (LG ISO 5) : 20.12.2017

2 fare, 4 lakrimal bez. Farkli olarak hiicre izolasyonun yaninda eksplant kiiltiir metodu

denenmesine karar verildi. Hiicreler statik kapsiilleme deneyi i¢in kullanildi.

- Lakrimal Bez Izolasyonu 6 (LB IZO 6) : 28.12.2017
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1 fare, 2 lakrimal bez. Lakrimal bez sayisinin azligindan dolayi elde edilen dokular ile sadece

ekplant kiiltiiri yapildi. Hiicreler statik kapsiilleme deneyi igin kullanildu.
- Lakrimal Bez izolasyonu 7 (LB iZO 7) 18.01.2018

Bu deneyde, yas farkinin hiicre ¢ogalmasinda 6nemli bir faktor oldugu fark edildi. 2 yasli (9
aydan biiylik ) ve 2 genc (yaklasik 2 haftalik) fare vardi ve aradaki farki gérebilmek i¢in elde
edilen doku ayr1 ayn kiiltiirlere ekildi. Hem eksplant kiiltiirii hem de izolasyonu yapildi. Statik

kapsiilleme deneyleri i¢in hiicreler kullanildi.
- Lakrimal Bez Izolasyonu (LB 1ZO 8) 09.02.2018

3 fare (2 geng, 1 yash), 6 lakrimal bez. Hiicre izolasyonu ve statik kiiltiir yapildi. Ancak 2

hafta sonra kontaminasyon goriildii.
- Lakrimal Bez izolasyonu 9 (LB 1ZO 9) 02.03.2018

1 fare (1 yash ), 2 lakrimal bez. Yetersiz hiicre verimi nedeniyle bu deneyden itibaren statik
kiiltiir yontemi kullanimindan vazgegildi.

- Lakrimal Bez Izolasyonu 10 (LB iZO 10) 26.03.2018
2 fare (hepsi geng), 4 lakrimal bez. Bu deneyden izole edilen tiim hiicreler, lakrimal ¢ipte

dinamik kapsiilleme deneyleri i¢in kullanildi.

1.2.  Embriyonik Fare Lakrimal Bez Dokusu Izolasyonu
- Lakrimal Bez Izolasyonu Embriyonik 1 (LB IZO E1) : 14.04.2018

Birinci izolasyon deneyinde izole edilmis hiicrelerin popiilasyon profillerinin tespiti igin
FACS analizi gerceklestirildi. Ayrica, lakrimal ¢ipte dinamik kapsiilleme deneylerini
gerceklestirmek i¢in kullanildi. Hiicrelerin geri kalani, gelecekteki hiicre ve doku kiiltiirii

deneyleri igin stok olarak donduruldu.

- Lakrimal Bez Izolasyonu Embriyonik 2-3 (LB 1ZO E 2-3) : 26.05.2018 — 27.05.2018
- Lakrimal Bez Izolasyonu Embriyonik 4 (LG ISO E4) : 24.09.2018

- Lakrimal Bez Izolasyonu Embriyonik 5 (LG ISO E5) : 25.09.2018

- Lakrimal Bez Izolasyonu Embriyonik 6 (LG I1SO E6) : 26.09.2018

- Lakrimal Bez Izolasyonu Embriyonik 7 (LG ISO E7) : 25.10.2018

- Lakrimal Bez Izolasyonu Embriyonik 8 (LG ISO E8) : 23.11.2018
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- Lakrimal Bez Izolasyonu Embriyonik 9 (LG ISO E9) : 06.02.2019
- Lakrimal Bez izolasyonu Embriyonik 10 (LG ISO E10) : 15.02.2019
- Lakrimal Bez Izolasyonu Embriyonik 11 (LG ISO E11) : 17.02.2019

4. izolasyon deneyinden itibaren yapilan c¢alismalarda elde edilen hiicreler, lakrimal ¢ip

kiiltiiri ve goriintiileme incelemelerinde kaynak olarak kullanildi.

2. Histolojik Inceleme
Izole edilen dokularin yetiskin ve embriyonik farelerin lakrimal bezi oldugunu dogrulamak
icin eksize edilen pargalar iizerinde histolojik inceleme yapildi. Hem yetiskin hem de
embriyonik lakrimal bez yapilari sekilde kolayca gézlenebildi. Sirkiiler glandiiler asinus ve

uzun duktus yapilar1 saptandi.

Isik mikroskobu altinda embriyonik lakrimal bezin epitelyal kismini olusturan asini ve duktus
yapilar1 gosterildi (Sekil 24 ve 25).

Sekil 24. Embriyonik fare lakrimal bezin epitelyal kisminin 11k mikroskobu altindaki
gorilintiisii. 4x biiylitme.
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Sekil 25. Eriskin fare lakrimal bezinin ve embriyonik fare lakrimal bezinin histolojik kesiti. A
ve B) Eriskin fare lakrimal bezinin hematoksilin ve eozin boyamasi.4x biiyiitme. C ve D)
Embriyonik fare lakrimal bezi.4x biiyiitme.

3. Akis Sitometrisi Analizi

Tim FACS (Fluorescence activated cell sorting) deneyleri sirasinda epitel hiicreleri, APC
floresan konjugat boyasi olan EpCAM antikoru ile isaretlenirken, mezensimal hiicreler, PE
floresan konjugat boyasi ile CD90 antikoru ile isaretlendi. Lakrimal dokudaki gercek
epitel/mezensimal hiicre oranmi tespit etmek i¢in taze olarak izole edilmis hiicreler petri
kabina ekilmeden dogrudan analiz edildiginde CD90+ mezensimal hiicrelerin %17.8
oraninda, EpCAM+ epitel hiicrelerin ise %35.5 oldugu goriildii (Sekil 26). Yapilan bu deney
FACS yontemi ile epitel ve mezensimal hiicre ayristirllmasinin sadece taze izole edilmis
hiicrelerle miimkiin olabilecegi sonucunu verdi. Ancak taze izole edilen hiicrelerin sayisinin

olduke¢a az olup FACS ile ayristirmada ¢ok etkin sonuglarin alinamayabilecegi diisiiniildii.
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EpCAM APC

CD90 PE

Sekil 26. Akis sitometresi analizi. A) petri kabinda ¢ogaltilmis hiicreler, B) Dogrudan
izolasyon sonrasi analiz edilen hiicreler (Grafiklerin 1. ¢ceyrek alani (Q1) epitelyal hiicre
popiilasyonunu temsil ederken, 3. ¢ceyrek alani (Q3) mezensimal hiicre populasyonunu temsil
eder.)

4. Doku Kiiltiirii Deneyi
Biyo-miihendisligi doku kiiltiirii deneylerinde erigkin lakrimal bez hiicrelerinin biiyiik
cogunlugu, kontaminasyon ve yetersiz hiicre verimi nedeniyle kullanilamadi. Kullanilan
hiicrelerin canli hiicre yogunlugunun diisiik olmas1 ve yash hiicrelerin zayif proliferasyon
kapasitesine sahip olmasi, kapsiilleme isleminin basarisiz olmasmin nedenleri olarak

distiniildii.

4.1.  Statik Kiiltiir

Ik olarak yapilan statik kiiltiir deneyinde kapsiillenmis fare embriyonik lakrimal bezi
hiicreleri, 151k mikroskobu altinda gozlendi (Sekil 27). Besinci giinde besinlerin kullanildigi
anlamina gelen kiiltliir ortamin rengini degistirmesi ve hiicrelerde morfolojik degisiklikler
gozlendi. Bunlar, hiicre canliliginin agik belirtileri olup, doku iskelesini olusturan hidrojel
GelMA'nin embriyonik lakrimal bez hiicreleriyle biyolojik olarak uyumlu oldugunu ve
kapsiilleme parametrelerinin (foto capraz baglama sirasinda UV giicli ve siiresi) giivenli
aralikta oldugunu gostermekteydi. Ug boyutlu yapidaki hiicre yerlesimini daha iyi
gosterebilmek i¢in i¢in 10. glinde kirmizi phalloidin (aktin filamentleri) ve mavi DAPI
(¢ekirdek) ile boyandi (Sekil 28).
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Sekil 277. Fare embriyonik lakrimal bezi hiicrelerinin GeIMA ile kapsiillenmesi. Kapsiilleme
sonrasi 5. giin. 5x10° hiicre/ml. 10x bliylitme.

Sekil 288. Fare embriyonik lakrimal bezi hiicrelerinin kapsiillenmesinin floresans
mikroskobik goriintiilemesi. (Kirmiz1 renk: Phalloidin, mavi renk: DAPI) Kapsiilleme sonrasi
10. Giin. 5x10° hiicre/ml. 4x biiyiitme.)

4.2.  Dinamik Kiiltiir
Statik kiiltliriin olumlu sonug¢ vermesinin ardindan kinetik kiltiir i¢in ¢alisma baslatildi.

Embriyonik fare lakrimal bez hiicreleri lakrimal ¢ip ortamina fotomaske ile GeIMA igine
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kapsiillenerek ekildi. Sekil 7 ve 8’de 0. giin ve 7. giinde lakrimal ¢ip goriintiileri gdzlendi.
Sistem 14 giin boyunca basariyla kiiltiirlendi (Sekil 29 ve 30).

Sekil 29. Fare embriyonik lakrimal bezi hiicreleri kapsiillenmesi. LC v5.0'da yapildi.
Kapsiillemeden sonraki giin, montajdan 6ncekigoriinim. Her iki bolimde 5x10° hiicre/ml
yogunlugu mevcuttu. 4x biiylitme.

Sekil 30. Birlestirilmis mikroakigkan sistem icerisinde gelistirilen lakrimal bez benzeri doku
olusumu. Kapsiillemeden sonraki 7. giin. 10" hiicre/ml.
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Akis sitometrisi ile hiicrelerin epitelyal ve mezensimal olarak smiflandirmasinda istenen
verimin alimamamast nedeniyle Stereo-mikroskop altinda diseksiyon sirasinda dokunun
epitelyal ve mezensimal olarak ayrilmasi ve sonrasinda tiim doku pargalarinin kapsiillenmesi

yontemine karar verildi.

Dokularin lakrimal ¢ipe uygun kapsiilleme ve kiiltiire edilmesi sonucunda elde edilen biyo
miithendislik yontemi ile {liretilmis lakrimal bez dokusunda hiicresel fonksiyon gostergesi olan
AQP-5 (Su kanal1 proteini) ve ZO-1 (Epitelyal siki baglanti1 proteini) gibi proteinlerin varligi
gosterildi (Sekil 31).

Sekil 31. Lakrimal ¢ipte 2 hafta boyunca kiiltiirlenen farkli fare embriyonik lakrimal bez

dokusu pargalarinin konfokal mikroskobi goriintiisii. AQPS5 yesil, ZO-1 kirmizi, ¢ekirdek
boyast olan DAPI mavi renktedir. 25x biiyiitme.

4.3. Dogal ve biomiihendislik yaklagimiyla iretilmis lakrimal bezin qPCR sonuglari
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Sekil 32. Lakrimal ¢ipte gelisen dokunun lakrimal beze 6zgii belirtecler agisindan qPCR
incelemesi.
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Lakrimal ¢ipte 14. giin sonunda gelistirilen lakrimal bez benzeri dokunun gozyasi
sekresyonunu gostermek amaciyla aquaporin 5, lizozim ve laktoferrin mRNA diizeyleri gPCR
yontemi ile oOl¢iildi. Kontrol grubu olarak izolasyondan hemen sonra elde edilen naif
embriyonik fare lakrimal bez dokusu kullanildi. AQP5 mRNA diizeyinin ¢ipte daha az oldugu
gozlendi. Lizozim diizeyinin lakrimal ¢ipte gelisen dokuda, kontrol grubuna gore yiiksek
oranda artmis oldugu gozlendi. Ote yandan benzer bir artis laktoferrin diizeyinde tespit
edilemedi (Sekil 32).

5. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre Deneyleri
Elde edilen uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin, immunfloresan boyama ile pluripotensi

belirtegleri olan Oct4 ve Nanog eksprese ettigi saptandi (Sekil 33).

Sekil 33. UPKH kolonilerinin immunfloresan boyama paterni. Kirmizi: Nanog. Yesil: Oct 4.
Mavi: DAPI. 20x biiyiitme. Olgek 50 um.

5.1. UPKH’lerden lakrimal beze ait epitel hiicrelerinin gelistirilmesi

UPKH’lar 1%’lik Matrigel tizerine ekilip hiicrelerin yiizeyi iki giin st iiste 2%lik Matrigel ile
kaplanarak 2.5 boyutlu yap1 olusturuldu. EDM’in igerisinde 2 giin kiiltiir edildikten sonra
anterior noroektoderm, 7. gliniin sonunda ise goz kok hiicreleri olusturuldu. 7. glinden sonra
EDM’den ODM’e degistirilen ortamda hiicreler 14 giin daha kiiltiir edildiklerinde CBOH elde
edilebildi. WT1 UPKH klonuyla uzun siireli (42 giin) kiiltirde CBOH’lerin doku benzeri
yapilar olusturdugu ve noronal farklilagmaya yatkin oldugu goriildii. Konjonktiva belirteci
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olan K13’le yapilan immunohistokimya boyamalar1 sayesinde, CBOH’lerin uzun siireli
kiiltiirde konjonktiva epiteline farklilasabildigi diisiincesini dogruladi. CBOH’lerin p75 ve

FOXCL proteinlerini ifade eden olasi periokiiler mezensim hiicrelerine de farklilagmis oldugu

gozlemlendi. Yapilan boyamalarda lakrimal beze 6zgii AQPS5 proteinin yapilarda bulundugu
saptand1 (Sekil 34).

Sekil 34. Uzun siireli kiiltiir edilen CBOH’larin okiiler ylizey ektodermi, konjonktiva epiteli
(K13), lakrimal bez epiteli (Kalponin ve AQPS5) ve periokiiler mezensim (FOXC1) belirtegleri
ve ¢ekirdek boyasi olan DAPI ile boyanmasi.

5.2. UPKH’lerden lakrimal beze ait mezensimal hiicrelerinin gelistirilmesi

UPKH’ler periokiiler mezenkim transkripsiyon faktorlerini ifade eden noral krest hiicrelerine
farklilagtirildi. WT1 hiicreleriyle yapilan farklilasma sirasinda, mezensim benzeri hiicreler

iceren adaciklarin olustugu gézlemlendi (Sekil 35).

Sekil 35. WT1 hiicreleriyle yapilan farklilasma sirasinda olugsan mezensim benzeri hiicre
adaciklari.
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UPKH’lerin periokiiler mezensime farklilagsmasi, immiinhistokimya boyamada FOXCI

proteini gosterilmesi (Sekil 36) ve qPCR’da LXMBI1 ve PITX2 ekspresyonu artisinin

goriilmesi ile saptand1 (Sekil 37).

7. Gln

14. Giin

Sekil 36. Periokiiler mezensime farklilasan UPKH’lerin FOXC1 proteinine kars1
immunhisto-kimya boyamasi (Kirmizi: FOXC1, Yesil: Phalloidin 488, Mavi: DAPI).

B LXMB1

Hat Degigimi
£

& & &

E A o

Hat Degigimi

1804

100+

B FITxd

Sekil 37. Periokuler mezensim belirteglerinin mRNA seviyelerindeki degisimin qPCR ile
belirlenmesi. 14. giinde LXMB1 ve PITX2 ekspresyonunun belirgin olarak arttig

gosterilmistir.

Farklilasma protokoliiniin sonlanmasindan 2 giin sonra hiicreler yiizeyden alinip GeIMA kapl

lakrimal ¢ipe ekildi ve UV uygulamas: ile kapsiillendi. Mikroakiskan cipteki hiicrelerin
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proliferasyon belirteci Ki 67 ile boyandiginda canliliklarin1 koruduklar1 ve sayica ¢ogaldiklari

gosterildi.

TARTISMA

Ciddi akoz yetmezlik tipi kuru goz hastaliginin nedeni, lakrimal bez yetmezligine baglh
gozyas1 sekresyonunun azalmasidir. Steven Johnson sendromu, Sjogren sendromu, miikoz
membran pemfigoid gibi otoimmiin kaynakli hastaliklarda, lakrimal bezde cogunlukla T hiicre
aracili kronik inflamasyon sonucu fibrozis ve atrofi gelisir. Buna bagli olarak gozyasi
sekresyonu belirgin sekilde azalir veya tamamen kesilir. Hastalarda ciddi okiiler yiizey
bozukluklari, agri, enfeksiyon riski ve sonunda korliikle sonucglanabilen gérme kaybi
goriilebilir. Cok sik suni gozyasi damla uygulamasi, topikal veya sistemik anti inflamatuar
ajanlarin kullaniomma ragmen siklikla belirtiler gerilememekte ve okiiler yiizey sorunlari
coziimlenememektedir. Tiikriik bezlerinin ototransplantasyonu {izerine yapilan ¢aligsmalarda,
elde edilen sekresyonun gergek gozyasi igerigine ulasamadigr ve oral flora kaynakli bakteriyel
/ fungal kontaminasyon riski tasidigi bildirilmektedir. Giintimiizde, ciddi lakrimal bez
harabiyetine / disfonksiyonuna bagli akéz yetmezlik tipi kuru goziin tam anlamiyla hicbir
iyilestirici tedavi stratejisi mevcut olmadigi goriilmektedir. Buradan hareketle kok
hiicrelerden doku miihendisligi yaklagimlari ile in vitro ortamda gercek lakrimal bez dokusu
elde edilmesi ve dogal gozyasi elde edilmesinin bu sorunu ortadan kaldiracag: diistinilmiistiir.
Bu caligmada klinik oftalmoloji ve biyomiihendislik alanlarinda isbirligi yaparak, kok veya

progenitdr hiicrelerden fonksiyonel lakrimal bez elde edilmesinin yollar1 irdelenmistir.

Otoimmiin hastalik baglangicinda, hasta bireyin heniiz saglam olan lakrimal bezinden alinacak
kok hiicrelerin in vitro ortamda kiiltiire edilerek lakrimal bez benzeri organoid gelistirilmesi;
veya hasta bireyin somatik matiir hiicresinin yeniden programlanarak pluripotent hale
getirilmesi ve bu hiicrelerin uygun bir sekilde bir araya getirilip lakrimal bez benzeri doku
elde edilmesi diistiniilmiistiir. Her iki yontem sonucunda elde edilecek fonksiyonel lakrimal
bezin hasta bireye oto-transplantasyonu sonrasinda elde edilecek gozyasi salgisinin okiiler
yiizey sorunlarim kokten ¢dzebilecegi dngdriilmiistiir. [n vitro ortamda iiretilen lakrimal bezin
dogal gobzyast salgisinin topikal damla olarak uygulanmasimnin da tedavide etkin rol

oynayabilecegi diisliniilm{istiir.

Hasta bireyden lakrimal bez biyopsi yapilmas ile elde edilecek kok hiicrelerin kullanilmasi

yonteminin gecerliliginin test edilmesi amaciyla bu ¢alismada 17 ve 18 giinliilk embriyonik
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fare lakrimal bez hiicreleri kullanildi. Yapilan bir ¢alismada doku miihendisligi yontemiyle in
vitro lakrimal bez gelistirilmesi amaciyla E16.5 gilinlik embriyonik fareden izole edilen
lakrimal bez hiicreleri kullanildigi goriilmiistiir. Biz de, izole edilebilen lakrimal bez
dokusunun histolojik kesitlerde ve akis sitometrisi ile yapilan 6l¢iimlerde epitel ve mezensim
dokusundan olustugunu gosterdik. Ancak, akis sitometresinde elde edilen epitel ve
mezensimal hiicre veriminin diisiik olmasi nedeniyle, 151k mikroskobu altinda makroskopik
olarak epitel ve mezensim olarak iki gruba ayirip, lakrimal ¢ip icerisine yerlestirdik. Lakrimal
¢ip tasarimi, lakrimal bez gelisimindeki tiibliler invajinasyon ve dallanma morfogenezinin
taklit ederek, epitel hiicreleri merkeze koyup ¢evresini mezensim hiicreler ile saracak sekilde
planlandi. Doku iskelesi olarak kullanilan GeIMA hidrojeline ultraviyole 1gin verilmesi ile
capraz baglarin olusarak hiicrelerin enkapsiile edilebildigi, gelistirilen gézenekli ii¢ boyutlu
doku iskelesi icinde hiicrelerin canliliklarini koruduklar1 goriildii. Epitel ve mezensim
boliimleri arasinda kesin bir sinir olusturularak temas saglandig1 ve bu durumun lakrimal bez
gelisiminde kilit rol oynayan epitel-mezensim etkilesimine imkan sagladigi diistintldi.
Dinamik besiyeri ortami akis1 saglanmasi sonrasinda epitel ve mezensim hiicrelerinin
canliligmin devam etmesi, hidrojel doku iskelesi ile biyouyumlulugun saglandigi, antijenik
veya mutajenik etki goriilmediginin kanit1 olarak goriilii. Dinamik kiiltiiriin 14. giiniinde izole
edilen dokuda lakrimal bez yapisinda bulunan AQP5 ve ZO1 proteinleri immiinhistokimyasal
boyama yontemiyle gosterildi. Lakrimal ¢ipten elde edilen dokularda yapilan PCR analizinde
in vitro ortamda tiretilmis lakrimal organoidde belirgin sekilde gozyasi belirteci olan lizozim
proteinine ait mRNA artis1 saptandi. Aynmi artisin AQPS5’te goriilememesinin nedeni olarak,
AQP5’in lakrimal bez gelisimi sirasinda daha erken safhada sentezlenmesi ve iki haftalik
kiiltlir sonrasindaki dokuda mRNA diizeyinde degil protein olarak yer almasi diisiiniildi.
Gozyas1 yapisinda yer alan onemli bir protein olan lizozimin mRNA diizeyindeki artisi,
dokunun fonksiyonel oldugunun bir gdstergesi olarak kabul edildi. Ote yandan benzer bir artis
laktoferrin diizeyinde tespit edilemedi. Bu durum ise laktoferrinin lakrimal bez gelisiminde
daha erken donemde salgilanabilme olasilig1 ile agiklandi. Lakrimal ¢ip deneyinin daha ileri
asamasinda elde edilebilecek gbzyasi salgisinda laktoferrin protein diizeyinin saptanmasinin
daha kesin kanit olacag: diislinlildii. Literatiirde amniotik membran ve rotatuar hiicre kiiltiirii
yonteminde lakrimal bez benzeri yapida organoid elde edilmis, goézyas1 salgist -
hekzominidaz ile saptanmistir. Ancak statik kiiltir ortaminda gelistirilen bu yap1 iki boyutlu
olup, besin ve oksijen diflizyonunun santrale dogru azalmasi nedeniyle, hiicrelerde apoptozis
goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda ise hidrojelin porlu yapisi nedeniyle hiicrelerin besin ve

oksijene ulagim1 homojen sekilde saglanmis ve {i¢ boyutlu organoid yapisi elde edildi.
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Lakrimal bezde yiiksek rejenerasyon kapasitesi olan kdk veya progenitor hiicrelerin varlig
bircok hayvan calismasinda gosterilmistir. Embriyonik fare hiicreleriyle yaptigimiz deney,
kaynak olarak insan lakrimal bez kok hiicrelerinin kullanilacagi calismalar agisindan bir
prototip olusturmaktadir. Ancak erigkin ve embriyonik fare dokulariyla yapilan ¢aligsmalar
karsilagtirildiginda, eriskin hiicrelerin proliferasyon kapasitesinin zayif oldugu ve istenilen
verimin elde edilemedigini gézledik. Bu durum ileride yapilacak ¢alismalarda insan erigkin

lakrimal biyopsi hiicreleri ile ¢alismanin bir zorlugu olarak karsimiza ¢ikabilir.

Bu calismada incelenen ikinci yontem uyarilmis pluripotent kok hiicreler kullanilarak in vitro
ortamda fonksiyonel lakrimal bez olusturulmasi temeline dayanmaktadir. Literatiirde yeniden
programlanma yontemi ile elde edilen hiicrelerden fonksiyonel cilt, karaciger, bobrek, kemik,
kalp kas1 hiicreleri elde edilmistir; ancak lakrimal bez gelistirilmesine yonelik bir ¢alisma
yaptlmamistir. Bizim calismamizda oncelikle UPKH’lerden iki farkli protokol ile ayri
ortamlarda epitel ve mezensim hiicrelerinin iretilmesi hedeflendi. Nanog+ ve Octd+
UPKH’lerin herhangi bir biiyiime faktorii ve hormonal uyar1 verilmeksizin kiiltlire edildiginde
kendiliginden anterior ndroektoderm hiicrelerine, ardindan okiiler ylizey ektodermine
doniistiigii gozlendi. Lakrimal bez gelisimin ilk basamaginin konjoktivanin kalinlagsmasi
oldugu bilindiginden, elde edilen okiiler yiizey ektoderminden konjunktiva epiteli
olusturulmas: 6ngoériildii. Periokiiler mezensim dokusunun, UPKH’lerin noéral krest
hiicrelerine doniistiiriilmesi yoluyla elde edilebilecegi goriildii. Devam eden calismalarda
gelistirilen epitel ve mezensim dokularmin bir araya getirilerek lakrimal bez organoidi

olusturulmasi hedeflendi.

Yapilan deneyde UPKH’lerin c¢evre ortamindan ¢ok kolay etkilendigi, bu nedenle
manipiilasyonunun ¢ok daha zor oldugu goriildii. Yiiksek proliferasyon ve diferansiasyon
kapasitesi olan hiicrelerin kontroliiniin kaybedilmesi sonucu kanser hiicrelerine doniistiigii
yapilan caligmalarda gosterilmistir. Bu durum UPKH’lerden elde edilen doku veya organin

transplantasyonu iglemini kisitlamaktadir.

Hem lakrimal bez kok hiicreleri hem de UPKH’ler hasta bireyin kendisinden elde edilmesi
bakimindan etik sorunlar1 geride birakmaktadir. Hasta ile ayni antijenik ve genetik yapiy1
icermesi nedeniyle transplantasyon sonrasi izlemde biiyiik sorun olusturan immiinolojik red

riskin ortadan kalkacag diistinilmektedir.

Insandan elde edilecek kok hiicreler sayesinde hasta bireyle aymi genetik yapiyr igeren kuru

g0z hastalik modelleri gelistirilerek, hastalik patogenezinin daha iyi anlasilmasi saglanabilir.
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Ayrica deneylerde kullanilan hayvan sayis1 azaltilabilir. Ilag¢ arastirmalarinda bu modellerin

kullanilmasi ile insanlar tizerinde deneme yapilmadan in vivo etki anlasilmaya calisilabilir.

Her iki yontemde elde edilecek lakrimal bez organoidinin islevselligi, gézyas1 sekresyonu
belirteci olan laktoferrin, lizozim, lipokalin vb. proteinleri ile tayin edilebilir. Elde edilecek
akoz icerige sahip dogal gbzyasi hastada kullanilarak, kuru gz hastaligi belirtilerini ve okiiler

yiizey bulgularini geriletmekte basarili olabilir.
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SONUCLAR
1. Yetiskin farelerden elde edilen eriskin lakrimal bez hiicrelerinin proliferasyon
kapasitesinin ve doku miihendisliginde kullanilmak iizere kok hiicre elde etme veriminin

diisiik oldugu gozlendi.

2. Doguma yakin (E 17-20. giin) embriyonik farelerden elde edilen lakrimal bez

hiicrelerinin, doku miihendisligi deneyleri i¢cin daha uygun oldugu gozlendi.

3. Embriyonik farelerden izole edilen dokularin 1sik mikroskobu altinda epitel ve

mezensim dokularina ayrilabildigi histolojik kesitlerde goriildii.

4, FACS yontemi ile epitel ve mezensimal hiicre ayristirllmasinin sadece taze izole

edilmis hiicrelerle miimkiin olabilecegi gozlendi.

5. Embriyonik farelerden elde edilen epitelyal ve mezansimal lakrimal bez hiicrelerinin,
doku iskelesi gorevi yapan hidrojel jelatin metakriloil (GelMA) biyomalzemesi ile uyum

sagladigi ve jel icinde yasayabildikleri gorildii.

6. Doku iskelesi saglayan jelatin metakriloil (GelMA) ile karigim haline getirilen
embiyonik lakrimal bez hiicrelerinin, i¢ kisimda epitel ve dis kisimda mezensim bdlmeleri
olacak sekilde tasarlanan ‘lakrimal ¢ip sistemi’ i¢inde, 14 giin boyunca canliliklarini

koruduklari ve organoid yapisini olusturduklari gdzlendi.

1. Lakrimal ¢ip sisteminde olusan organoid yapisinda, lakrimal beze 6zgli Aquaporin-5
(AQP-5) (su kanali) ve Zonula okludens-1 (ZO-1) (epitelyal siki baglanti) proteinleri
saptandi. qPCR ile yapilan incelemede gozyasima 6zgii lizozim mRNA diizeyinde kontrol

grubuna gore oldukga yliksek saptandi. Laktoferrin mRNA diizeyinde ise artis saptanmadi.

8. Uyarilmis pluripotent kok hiicre deneyinde, 42 giinliik kiiltiir sonucunda 6nce okiiler
yiizey ektodermi, ardindan konjonktiva epiteli belirteci olan K13 ile boyanan hiicreler elde
edildi. Kiltiiriin 14. giiniinde immiinhistokimya incelemede FOXC1; qPCR incelemede
PITX2 ve LMX1B mezensim belirtegleri saptandi.

9. Uyarilmig pluripotent kok hiicrelerin ¢evre ortamindan cok kolay etkilendigi, bu
nedenle manipiilasyonunun ¢ok daha zor oldugu, deney siirelerinin daha uzun siirdiigii

gozlendi.
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