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ARAŞTIRILMASI 
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Tez Yöneticisi: Doç. Dr. Emine KILIÇ TOPRAK 
 

Haziran 2022, 59 Sayfa 

  

Kornea endotel hücrelerinin in vivo çoğalma kapasiteleri sınırlıdır. Patolojik 
koşullar altında, endotel hücre kaybı kornea ödemine bağlı kalıcı görme kaybına neden 
olur. Kornea endotel yetmezliğinin bugün için tek tedavisi kornea naklidir. Ancak, tüm 
dünyada kornea donör temininde ciddi sıkıntılar yaşanması araştırmacıları insan kornea 
hücrelerinin in vitro çoğaltılmasına dayanan hücre temelli tedavi yaklaşımlarının 
geliştirilmesi yönüne sevk etmektedir. Bu çalışmada TGF-β, ITD-1 (TGF-β inhibitörü) ve 
SB431542’nin (TGF-β resptör inhibitörü) insan kornea endotel hücrelerinin proliferasyon, 
fonksiyon ve senesens özellikleri üzerine etkilerinin araştırılması amaçlandı. 
Çalışmamızda insan kornea endotelyal hücre hattı kullanılarak kontrol, TGF-β1, ITD-1, 
SB431542, TGF-β1+ITD-1 ve TGF-β1+SB431542 deney grupları oluşturuldu. Bu hücre 
gruplarında proliferasyon yetenekleri BrdU analiziyle, ZO-1 ve COL8A2 kornea endotel 
hücre belirteçleri RT-PCR ile, hücre yaşlanması SA-β-Gal boyamasıyla ve TGF-β1 
seviyeleri Elisa yöntemi ile değerlendirildi. Bu çalışmada, TGF-β1’in kornea endotel 
hücre proliferasyonunu azalttığı; ITD-1 ve SB431542’nin hücre proliferasyonunu artırdığı 
gösterildi (p<0,05). SB431542 grubunda ZO-1 ve COL8A2 ekspresyon seviyeleri artmış 
bulundu (p<0,05). Ayrıca SB431542’nin kültür ortamına eklenmesinin insan kornea 
endotel hücrelerindeki senesens bulgularını erken dönemde azalttığı ancak zaman 
içerisinde bu etkinin ortadan kalktığı görüldü. Bu bulgular ışığında TGF-β insan kornea 
endotel hücrelerinde proliferasyonu baskılamakta, yaşlanmayı hızlandırmakta ve endotel 
hücre belirteçlerinin ekspresyonunu azaltmaktadır. Bu noktada ITD-1 ve özellikle 
SB431542’nin TGF-β’nın insan kornea endotel hücreleri üzerine olumsuz etkilerini 
engelleyebileceği veya azaltabileceğini düşünmekteyiz. Bu çalışmanın sonuçlarının 
kornea endotel yetmezliğinde hücresel tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesine katkı 
sağlayabileceği görüşündeyiz. 
 

 
Anahtar Kelimeler: Kornea, Endotel, Proliferasyon, Hücresel yaşlanma, TGF-β, ITD-1, 
SB431542  
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF TGF- β AND TGF- β INHIBITORS ON CELL 

PROLIFERATION AND SENESCENCE IN HUMAN CORNEAL ENDOTHELIAL 

CELLS 

 

AVCI OZEN, Ebru 
M.Sc., Thesis in Physiology 

Supervisor: Assoc. Dr. Emine KILIÇ TOPRAK 
 

June 2022, 59 Pages  

 

The in vivo proliferation capacity of corneal endothelial cells is limited. Under 
pathological conditions, endothelial cell loss causes permanent vision loss due to corneal 
edema. Currently, the only treatment for corneal endothelial failure is corneal 
transplantation. However, serious problems in the supply of corneal donors all over the 
world lead researchers to develop cell-based treatment approaches based on in vitro 
proliferation of human corneal endothelial cells. In this study, it was aimed to investigate 
the effects of TGF-β, ITD-1 (TGF-β inhibitor) and SB431542 (TGF-β receptor inhibitor) 
on proliferation, function and senescence properties of human corneal endothelial cells. 
In our study, control, TGF-β1, ITD-1, SB431542, TGF-β1+ITD-1 and TGF-β1+SB431542 
experimental groups were formed using human corneal endothelial cell line. Proliferation 
abilities in these cell groups were evaluated by BrdU analysis, corneal endothelial cell 
markers ZO-1 and COL8A2 by RT-PCR, cell senescence by SA-β-Gal staining and TGF-
β1 levels by Elisa method. In this study, TGF-β1 reduced corneal endothelial cell 
proliferation, whereas ITD-1 and SB431542 were shown to increase cell proliferation 
(p<0.05). ZO-1 and COL8A2 expression levels were increased in the SB431542 group 
(p<0.05). In addition, it was observed that the addition of SB431542 to the culture 
medium reduced the senescence findings in human corneal endothelial cells in the early 
period, but this effect disappeared over time. In the light of these findings, TGF-β 
suppresses proliferation, accelerates senescence and decreases the expression of 
endothelial cell markers in human corneal endothelial cells. At this point, we think that 
ITD-1 and especially SB431542 can prevent or reduce the negative effects of TGF-β on 
human corneal endothelial cells. We believe that the results of this study may contribute 
to the development of cellular therapy approaches in corneal endothelial failure. 

 

Keywords: Cornea, Endothelium, Proliferation, Cellular senescence, TGF-β, ITD-1, 

SB431542 
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1. GİRİŞ  

 

Kornea gözün "saydam tabakası" olup en yüksek refraktif güce sahiptir. Kornea 

tabakaları sırasıyla kornea epiteli, bowman tabakası, stroma, descemet membranı, dua 

tabakası ve endotel tabakası olarak sayılabilir. Endotel tabakası korneanın en iç katmanı 

olup aköz hümör ile temas halindedir. Büyük çoğunlukla hekzagonal yapıya sahip olan 

endotel hücrelerinin dizilimi bu tabakaya bal peteği görünümü vermektedir. İnsan kornea 

endotel hücrelerinin normal koşullar altında in vivo proliferasyon yetenekleri oldukça 

sınırlıdır ve bu hücreler hücre döngüsünün G1 fazında duraklamışlardır. Bu durumun sıkı 

sıkıya yerleşmiş olan hücreler arasındaki temas inhibisyonuna (contact inhibition) ve 

TGF-β gibi negatif büyüme faktörlerinin ön kamarada yüksek konsantrasyonda 

bulunmasına bağlı olabileceği düşünülmektedir. Diğer taraftan, kornea endotel 

hücrelerinin in vitro koşullarda çoğaltılabildiği çeşitli araştırmalarda gösterilmiştir. Normal 

koşullar altında, kornea endotel yaralanması durumunda sağlam kalan hücreler 

genişleyerek ve/veya göç ederek yara iyileşmesini sağlamaktadırlar. Bu süreçte TGF-β 

endotel hücre göçünü uyararak yara iyileşmesinde kritik rol oynamakla birlikte TGF-β’nın 

hücre proliferasyonunu baskıladığı, endotelyal-mezenkimal dönüşümü (EnMT) ve 

senesensi indüklediği de düşünülmektedir. Yaralanmanın fizyolojik mekanizmalarla tam 

olarak iyileştirilemediği durumda kornea endotel yetmezliği ve kalıcı kornea ödemi gelişir. 

Bu durumun tek tedavisi tam kat veya kısmi kornea naklidir. Son yıllarda kornea donör 

temininde dünya genelinde ciddi sıkıntılar yaşanmaktadır. Bu nedenle insan kornea 

endotel hücrelerinin kültür ortamında optimal şekilde çoğaltılmasının önündeki engellerin 

aşılması önemli bir görme probleminin çözümüne olanak sağlayabilecektir. Literatürde 

TGF-β, bir TGF-β inhibitörü olan ITD-1 ve bir TGF-β reseptör inhibitörü olan 

SB431542’nin insan kornea endotel hücreleri üzerine etkilerinin incelendiği kısıtlı sayıda 

çalışma mevcuttur. 
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1.1. Amaç  
 

Bu tez çalışmasının amacı TGF-β, ITD-1 ve SB431542’nin kornea endotel 

yetmezliğinin hücre temelli tedavisi için gerekli olan fonksiyonel kornea endotel 

hücrelerinin kültür ortamında üretilmesi üzerine etkilerinin araştırılmasıdır. Böylece TGF-

β inhibisyonunun insan kornea endotel hücrelerinin proliferasyon, fonksiyon ve senesens 

özellikleri üzerine etkilerinin moleküler mekanizmaları aydınlatılabilecektir. 
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2. KURAMSAL BİLGİLER VE LİTERATÜR TARAMALARI 

 

 

2.1. Kornea 

 

Göz, dıştan içe doğru fibröz tabaka (kornea ve sklera); damar tabaka (uvea) ve 

ağ tabaka (retina) olmak üzere üç katmandan oluşur (Khurana vd 2015). Kornea, ışığın 

gözün içine girmesine izin veren ve ışık ışınlarının retinanın üzerine odaklanması için 

lens görevi gören, yaklaşık 43 diyoptrilik (D) kırma gücüne sahip şeffaf bir dokudur 

(Doughty vd 2002, Teichmann vd 2013). Aynı zamanda, kornea, sklera ile birlikte gözü 

dış ortamdan gelecek tehlikelere karşı korur. Korneanın ön yüzeyi elips şeklinde olup 

ortalama yatay çapı 11,7 mm ve dikey çapı 11 mm'dir. Korneanın arka yüzeyi daireseldir 

ve ortalama çapı 11,5 mm'dir. Kornea kalınlığı merkezde 0,52 mm, periferde ise 0,7 

mm'dir. Korneanın 5 mm'lik merkezi alanı, gözün güçlü kırılma yüzeyini oluşturur 

(Gordon ve Donzis 1985).  

Görme işlevi için ana ön koşul, kornea saydamlığının korunmasıdır (Chen vd 

2017). Çünkü, insan gözünün toplam kırma gücünün dörtte üçünden kornea sorumludur 

(Eghrari vd 2015). Korneanın muntazam kollajen organizasyonu ve avasküler yapısı 

şeffaflığın sağlanmasından sorumlu olan ana etmenlerdir (McKay vd 2019). Gözün 

önden arkaya doğru kırıcı ortamını oluşturan yapılar şunlardır; gözyaşı film tabakası, 

kornea, aköz hümör, kristalin lens ve vitröz hümördür (Crooke vd 2008). Sağlıklı bir 

gözyaşı filmi, oküler yüzeyin beslenmesi, korunması ve normal kornea fonksiyonlarının 

sağlanmasında önemli bir rol oynar (Yanoff ve Duker 2019). Diğer taraftan, korneanın 

normal işlevlerini yerine getirebilmesi anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal bütünlüğüne 

ve koordinasyonuna bağlıdır (Walker-Brandreth 2014). 

Aköz hümör, göz küresinin ön odasını (kamara) dolduran berrak seröz bir sıvıdır 

(Roushan 2020). Aköz hümörün normal göz içi basıncının teminindeki rolüne ek olarak 

tamamen avasküler olan kornea (arka yüzeyi) ve lens (ön yüzeyi) ile yakın ilişkisi 
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dolayısıyla bu yapıların metabolik fonksiyonlarının devamında önemli bir görevi de 

mevcuttur (Walker-Brandreth 2014). 

Lens ise korneadan sonra en yüksek kırıcı güce sahip göz içi doku olup ışık 

ışınlarının retinaya odaklanmasında ve akomodasyonda önemli rol oynar. Kornea ile 

benzer şekilde, lensin saydam yapısının korunması görme fonksiyonları açısından bir 

zorunluluktur (Chen vd 2017).  

 

2.1.1. Kornea Histolojisi  

 

Kornea histolojik olarak kornea altı ayrı katmandan oluşur. Bunlar önden arkaya 

doğru; epitel tabakası, bowman tabakası, stroma, dua tabakası, descemet membranı ve 

endotel tabakasıdır (Sridhar 2018) (Şekil 2.1). 

 

 
 

Şekil 2.1 Kornea Tabakaları (Khurana vd 2015)’dan modifiye edilmiştir.  

 

2.1.1.1. Epitel Tabakası 

 

Yaklaşık olarak 50 mikron kalınlığında olan bu tabaka dış ortama karşı ilk bariyeri 

oluşturur. Kornea epitel hücreleri sürekli olarak yenilenmektedir ve tüm kornea epitelinin 

devir daim süresi yaklaşık bir haftadır (Sridhar 2018). Kornea epitelinin ana işlevleri; dış 
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ortamdaki toksinlerin ve mikroorganizmaların kornea içerisine girmesini önlemek (bariyer 

görevi), gözyaşı filmi ile bütünleşerek ışığın kırılması için düzgün bir yüzey sağlamak ve 

ayrıca suyu ve çözünür bileşenleri stroma içerisine (veya dışına) aktarmak olarak 

sıralanabilir (Ghezzi vd 2015).  

Epitel tabaka; süperfisiyel, kanatsı ve bazal hücreler olmak üzere 3 tip hücre 

katmanından oluşur (Yanoff ve Duker 2019). Yüzeyde bulunan apikal hücreler yassı 

hücre yapısındadır ve aralarında desmozomal sıkı bağlantılar bulunur. Apikal yüzde 

bulunan hidrofobik yapıdaki mikrovilluslar göz yaşı film tabakası stabilitesini sağlar. Orta 

kısımda 2-3 sıra halinde poligonal yapıda kanat hücreleri bulunur. En altta tek katlı 

kolumnar yapıda bazal hücreler yer alır. Bu hücreler, birbirlerine zonula adherens; 

altındaki bazal membrana ise hemidesmozomlarla bağlıdır (Sridhar 2018). Bazal 

hücrelerin mitoz ile çoğalabilmektedirler. Mitoza uğrayan hücreler aktin filamanları 

aracılığıyla yüzeye doğru göç ederek kanatsı ve apikal hücrelere dönüşürler. Bazal 

membran yaklaşık 40-60 nanometre kalınlığındadır ve bazal hücreler tarafından salınan 

ekstrasellüler matriksten (ECM) oluşur. Yapısında temel olarak tip IV kollajen ve laminin 

bulunur. Altındaki Bowman tabakasına sıkıca bağlıdır. Bazal membran, epitel 

hücrelerinin yapışması ve epitel ile stroma arasındaki hücresel sinyalizasyonu 

düzenlemek için gereklidir (Eghrari vd 2015).  

 

2.1.1.2. Bowman Tabakası  

 

Kornea epiteli ile alttaki stroma arasındaki geçişi oluşturan çok ince (8-14 mikron) 

ve dayanıklı bir bağ doku tabakasıdır. Gerçek bir membran olmayıp, stromanın 

yoğunlaşmış yüzeysel bir parçasıdır. Temel olarak, tip I ve V kollajenlerin yanı sıra 

proteoglikanlardan oluşur ve hücre içermez. Korneayı enfeksiyon ve travmaya karşı 

korur. Herhangi bir hasarlanma durumunda ince bir tabaka olarak iyileşir (skar görülebilir) 

ama eski haline geri dönemez (Sridhar 2018). Bowman tabakasının kalınlığı yaşla birlikte 

azalır (Meek ve Boote 2004). 

 

2.1.1.3. Stroma  

 

Yaklaşık 500 mikron kalınlığında, kollajen fibrillerinden oluşan bir tabakadır. 

Kornea stroması kornea kalınlığının yaklaşık %90'ını oluşturur ve ağırlıklı olarak tip I 

kollajenden meydana gelmekle beraber tip III, V, VI kollajenleri de içerir. Kollajen lifleri 
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“lamel” adı verilen 200-300'lü paketler halinde düzenlenmiştir. Lamellerin stromadaki 

düzeni heterojendir. Örneğin, kollajen lifleri ön stromada iç içe geçmiştir, orta ve arka 

stromada ise paralel seyir gösterir (Morishige vd 2011). Bu lamellerin mükemmel 

organizasyonu korneanın saydamlığı ve mekanik özelliği bakımından kritik rol oynar. 

Lameller arasındaki boşluklar, stromanın %20'sini teşkil eden keratositlerle 

doldurulmuştur. Bu hücreler, kollajen ve proteoglikan sentezi yoluyla lameller 

organizasyonunun stabilitesinden ve ECM bileşenlerinin düzenlenmesinden sorumludur 

(Chen vd 2015). 

 

2.1.1.4. Dua Tabakası 

 Descemet membranı ile arka stroma arasında bulunan stromanın özelleşmiş 

halidir. Yaklaşık 10 mikron kalınlıkta olup 3-5 kat kollajen lamellasından oluşmaktadır. 

Normal stromaya göre daha sert ve çok dirençli bir yapıdır (Dua ve Said 2016). 

 

2.1.1.5. Descemet Membranı  

 

 Descemet membranı, endotel hücrelerinin bazal membranından meydana gelir 

ve stromayı endotel tabakasından ayırır. Yapısında ağırlıklı olarak tip IV kollajen bulunur 

(Kabosova vd 2007). Kalınlığı çocuklarda yaklaşık 5 mikron iken yaşlılarda 15 mikrona 

ulaşabilmektedir. Descemet membranı kimyasal ajanlara, travmaya ve patolojik 

süreçlere karşı oldukça dayanıklıdır. Ancak, stroma ile arasındaki bağlantı çok güçlü 

olmayıp kolaylıkla stroma arka yüzeyinden ayrılabilir. Diğer taraftan, Bowman 

tabakasının aksine yenilenebilme özelliği vardır (endotel hücreleri tarafından sentezlenir) 

(Dua ve Said 2016). 

 

2.1.1.6. Endotel Tabakası 

 

 Bu tabaka tek katlı poligonal (sıklıkla hekzagonal) hücrelerden oluşan bal peteği 

görünümüne sahip korneanın en iç tabakasıdır (Şekil 2.2). Kornea endotel hücreleri nöral 

krestten ve mezodermden köken alırlar (Gage vd 2005). Endotel tabakasının gelişimi, 

FOXC1 (Forkhead box C1 protein), PITX2 (Paired Like Homeodomain 2) ve PAX6 

(Paired Box 6) gibi çok çeşitli transkripsiyon faktörlerinin etkisi altında gebeliğin beşinci 

haftasında başlar. 
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 Endotel tabakası aköz hümör ve diğer kornea tabakalarını birbirinden ayıran bir 

bariyer görevi görür. Endotel hücreleri arasında gap junction ve tight junction adı verilen 

bağlantılar bulunmakla birlikte bu hücreler Descemet membranına hemidesmozomlar ile 

tutunurlar (Bourne 2003). Endotel hücrelerinin arka yüzeylerinde ise Na⁺/K⁺-ATPaz aktif 

transport pompaları yer alır. Sağlıklı bir kornea endotel tabakası kornea hidrasyonunu 

ideal düzeyde (yaklaşık %78 su) tutmak için gereklidir. 

 Kornea endotel hücre yoğunluğunun erken yenidoğan döneminde 6000 

hücre/mm2 civarında olduğu tahmin edilmektedir (Bahn vd 1986, Bourne 2003). Daha 

sonra, kornea boyutundaki fizyolojik artış ve eşzamanlı hücresel yıpranmanın bir sonucu 

olarak, erken çocukluk döneminde Kornea endotel hücre yoğunluğu 3000-3500 

hücre/mm2 seviyesine düşer (Bourne 2003). Kornea endotel hücre yoğunluğu her yıl 

yaklaşık %0,6 oranında azalır ve 85 yaşındaki bir kişide ortalama Kornea endotel hücre 

yoğunluğu yaklaşık 2000 hücre/mm2'dir (Yee vd 1985, Bourne vd 1997, Bourne 2003). 

Diğer taraftan, yaşlanma ile birlikte endotel hücrelerinin boyut (polimegatizm) ve şekil 

farklılığı (pleomorfizm) oranları da değişmektedir. Ancak, normal koşullar altında, bu 

fizyolojik değişiklikler korneanın normal saydam yapısını ve işlevini etkilemez. 

 

 

 

Şekil 2.2 Kornea Endotel Tabakası (Smeringaiova vd 2021) ‘den modifiye edilmşitir.  
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2.1.1.6.1. Kornea Endotel Hücrelerinin Görevleri  

 

 Endotel tabakasının ana işlevi, normal bir görme fonksiyonu için stromayı sınırlı 

bir hidrasyon seviyesinde ve saydam tutarken aköz humör içerisindeki su ve 

metabolitlerin stromaya kontrollü geçişine izin vermektir. Kornea endotel hücrelerinin 

metabolik aktivitesi oldukça yüksektir ve bu nedenle çok sayıda mitokondri, endoplazmik 

retikulum, golgi aygıtı ve serbest ribozoma sahiptirler. Bu hücreler, glikoz, aminoasit ve 

oksijen gibi metabolik gereksinimlerini aköz hümörden karşılarlar (Joko vd 2013). 

Kornea endotel hücrelerinin en önemli iki özelliği “bariyer” ve “aktif pompa” 

fonksiyonlarıdır ve şu şekilde özetlenebilir; 

 

1. Bariyer görevi: Hücreler arasındaki sıkı bağlantılar suyun aköz hümörden stromaya 

geçişini belli oranda engelleyerek kontrollü bir bariyer işlevi görür (Mishima 1982). 

 

2. Aktif pompa görevi: Na⁺/K⁺-ATPaz pompası kornea endotel hücre membranında 

yoğun bir şekilde bulunan ATP bağımlı bir enzimdir. Bu enzim 1 ATP kullanarak 2 

potasyum (K+) iyonunu hücre içine alır ve 3 sodyum (Na+) iyonunu hücre dışına atar 

(Waring 1982). Hücre dışına Na+ atılması esnasında su (H2O) da beraberinde aköz 

humör yönünde atılmış olur (Bonanno 2012). Diğer taraftan, kornea endotel hücrelerinde 

bulunan intrasellüler karbonik anhidraz enzimi CO2 ve H2O’yu H+ ve HCO3
- iyonlarına 

ayırır. HCO3
--Cl- pompası devreye girerek hücre içine Cl- girerken hücre dışına HCO3

- ve 

H+ iyonu çıkar. Oluşan HCO3
- iyonu Na⁺/K⁺-ATPaz pompasının çalışması için gerekli 

ortamı sağlamış olur (Bonanno 2012). 

Özetle, endotel tabakası korneanın aköz hümörden beslenmesinde ve hidrasyon 

kontrolünde önemli rol oynar. Endotel hücreleri, büyük partiküllerin pinositoz yoluyla 

veziküller halinde taşınmasını sağlarken; daha küçük yapıdaki besinlerin ve diğer 

moleküllerin aköz hümörden avasküler olan korneaya sızıntı şeklinde pasif geçişine izin 

verir (Petroll vd 2009, Smeringaiova vd 2021). Diğer taraftan, endotel hücreleri içindeki 

iyon taşıyıcıları, bu difüzyon gradyanını aktif olarak dengeler ve substratları stromadan 

aköz hümöre taşır. Kornea endotelinin bu sızdırıcı etkisi ve aktif pompayla bunu 

dengeleyerek normal kornea hidrasyonunu (ve dolayısıyla saydamlığını) sağlaması 

pompa ve sızıntı ‘pump and leak’ hipotezi olarak adlandırılır (Bonanno 2012) (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3 Pompa ve Sızıntı (pump and leak) Hipotezi (Bogerd vd 2018)’ dan modifiye 
edilmiştir.  

 

Kornea saydamlığının teminindeki diğer önemli faktörler ise sağlıklı oküler yüzey 

ve göz yaşı filmi, kornea epitelinin bariyer etkisi, göz yaşının kornea yüzeyinden 

buharlaşması yoluyla stromal dehidratasyona katkıda bulunması, tüm kornea 

tabakalarında bulunan hücrelerin sıkı paketlenmesi ve hücre organellerinin az sayıda 

bulunması, avaskülarite ve kornea kollajen lamellerinin karmaşık ve sıkı dizilimi 

sayesinde stromal moleküllerin görünür ışığın dalga boyundan daha küçük olması olarak 

sayılabilir (Bonanno 2012, Bogerd vd 2018).  

 

2.1.1.6.2. Kornea Endotel Tabakası Hasarı 

 

Travma, intraoküler cerrahi ve implantlar, üveit gibi intraoküler inflamatuar 

hastalıklar, lazer uygulamaları, göz damlaları içinde bulunan toksik ajanlar, uzun süreli 

kontakt lens kullanımı, endotelyal distrofiler ve akut glokom atakları gibi durumlar önemli 

ölçüde endotel hücre kaybı ve kalıcı kornea bulanıklığı ile sonuçlanabilir (Bourne 2003). 

Kornea endotel tabakası hasarı olduğunda, geride kalan hücreler, yapısal ve 

fonksiyonel devamlılığı korumak üzere boyutlarını ve şekillerini değiştirerek hasarlı 

bölgeye göç ederler (Bogerd vd 2018). Bu durum iki türlü sonuçlanabilir; birincisi, normal 

kornea fonksiyonu tekrar sağlanır; ikincisi ise, eğer hasarı telafi edebilecek yeterli sayıda 

normal kornea endotel hücresi yok ise kalıcı kornea ödemi gelişir (Khurana vd 2015). 

 

2.1.1.6.3. Kornea Endotel Hücre Hasarı ve Yara İyileşme Süreci 

 

İnsan kornea endotel hücrelerinin in vivo olarak çoğalıp çoğalmadığı konusu 

literatürde en çok tartışılan konulardan bir tanesi olup genel bilgi bu hücrelerin in vivo 
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bölünme kapasitelerinin çok sınırlı olduğu yönündedir. Bu durum çeşitli hipotezlerle 

açıklanmaya çalışılmaktadır. Örneğin, yoğun şekilde paketlenmiş hücreler S-fazına 

geçişi önleyen ve hücreleri G1 fazında durduran sikline bağımlı bir kinaz inhibitörü olan 

p27kip1'i upregüle ederek güçlü temas inhibisyonu (contact inhibition) gösterirler 

(Matsuda vd 1985, Baldwin ve Marshall 2002, Sumioka vd 2008) (Şekil 2.6). Diğer 

taraftan, ön kamarada mitozu artıracak pozitif büyüme faktörleri çok düşük 

konsantrasyonlarda bulunurken, dönüştürücü büyüme faktörü-beta gibi (transforming 

growth factor, TGF-β) gibi hücre stazını zorlayan negatif büyüme faktörleri yüksek 

konsantrasyonda bulunmaktadır (Imanishi vd 2000, Baldwin ve Marshall 2002). Ayrıca, 

bu hücrelerin yoğun ultraviyole ışık maruziyeti ile birlikte yüksek hücresel metabolizma 

hızı stres kaynaklı hücresel yaşlanmayı tetikleyen reaktif oksijen türevlerinin (ROS) 

birikmesine neden olmaktadır (Bogerd vd 2018).  

 

 

  

Şekil 2.4 Endotel Hücrelerinin Restorasyonu (Bogerd vd 2018)’den modifiye edilmiştir.  

 

Kornea endotel hücrelerinin in vivo bölünme kapasitelerinin çok kısıtlı olduğu 

gösterilmiş olsa da temas inhibisyonunun ortadan kaldırıldığı ve uygun büyüme 

faktörlerinin ortama eklendiği in vitro koşullarda bu hücrelerin G1 fazını geçip hücre 

döngüsünü tamamlayarak çoğalabildiği bilinmektedir (Zavala vd 2013). Günümüz 

koşullarında, insan donör kornea dokusundan izole edilen endotel hücreleri in vitro 

koşullarda kültüre edilebilmektedir. Ancak, kültüre edilmiş bu hücrelerin süspansiyon 

halinde hastaya transferi ve enjekte edilen endotel hücrelerinin kornea arka yüzeyine 
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tutunup yaşamlarını ve işlevlerini sürdürebilmesi konusunda önemli zorluklar mevcuttur. 

Bu yaklaşımın yerine hastanın geride kalan az sayıdaki sağlam endotel hücrelerinin in 

vivo çoğalmasının uyarılması yönündeki araştırmalar halen devam etmektedir (Joyce 

2005, Joko vd 2013). 

Normal fizyolojik koşullar altında, kornea endotel tabakası hasarı geliştiğinde, 

yara iyileşmesi sürecinde bazal membran boyunca fibronektin ve laminin birikir (Sabet 

ve Gordon 1989). Bu hücre dışı matriks molekülleri, hücre iskeletinin yeniden 

düzenlenmesi dahil olmak üzere, yönlendirilmiş hücre göçü ile bağlantılı sinyalleri teşvik 

eden kılavuz olarak işlev görürler (Berzat ve Hall 2010). Sağlıklı kalan kornea endotel 

hücreleri, yara iyileşmesi sürecinde hücre iskeleti değişikliklerine uğrarlar. Bu 

değişiklikler, hasarlı bölgeyi örtmek ve çokgen bir hücre şekli oluşturmak için aktin 

yeniden organizasyonu ve hücresel genişlemeyi içermektedir. Böylece, hasarlı bölge 

kapatılır ve endotel tabakası bariyer fonksiyonunu yeniden kazanır. Tüm bu bahsedilen 

hücresel değişiklikler aynı zamanda endotelyal-mezenkimal geçiş (EnMT) durumu ile 

uyumludur. Bu süreç, tekli hücresel yapının bozulmasına ve hücre-hücre temas 

inhibisyonunun kaybolmasına neden olur (Jiayan Liu vd 2020). EnMT süresince hücreler 

kendi fonksiyonlarını ve şekillerini kaybederler ve fibroblast benzeri bir fenotipe 

dönüşürler. Hücreler komşu hücrelerinden ayrılarak Descemet membranı boyunca tek 

tek kusurlu bölgeye göç ederek bu bölgeyi kapatırlar (Petroll vd 1997, Li vd 2013, Lee 

vd 2018, Hwang vd 2020, Ong Tone vd 2021). EnMT'nin ayırt edici özelliği, bağlantısal 

protein E-kadherinin down regülasyonu, fibronektin ve vimentin gibi hücre iskeleti 

proteinlerinin de up regülasyonu ile birlikte kollajen tip 1 genlerinin (COL1A1 ve COL1A2) 

artan ekspresyonudur (Lamouille vd 2014). Ayrıca; SNAI1 (Snail Family Transcriptional 

Repressor 1), SNAI2 (Snail Family Transcriptional Repressor 2), ZEB1 (Zinc finger E-

box binding homeobox 1) ve ZEB2 (Zinc finger E-box binding homeobox 2) gibi 

mezenkimal geçiş belirteç genlerinin, tip 1 kollajen ekspresyonunu ve E-kadherinlerin 

baskılanmasını düzenlediği bilinmektedir (Lee vd 2018).  

Fibriler olmayan bir kolajen proteini olan Tip VIII kolajen, kornea ve vasküler 

endotelyal hücreler tarafından eksprese edilir (Li vd 1993). α1(VIII) ve α2(VIII) (genler: 

COL8A1 ve COL8A2) olmak üzere iki farklı polipeptit zincirinden oluşan bir 

heterodimerdir (Sage vd 1983, Plenz vd 2003). Kollajen VIIIa2 (COL8A2), kornea 

endotelinin temel zarı olan Descemet zarının ana bileşenidir (Gottsch vd 2005). 

COL8A2, kornea endotel hücre bütünlüğünün ve yapısının korunmasında potansiyel bir 

role sahiptir (Hara vd 2019). COL8A2, kornea endotel hücre proliferasyonu ile ilişkili olup 

ekspresyonunun artışı, hücrelerin göçü ve çoğalması için gereklidir (Wang vd 2013). 
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Sıkı bağlantılar, diğer komşu hücrelerin sıkı bağlantılarıyla doğrudan temas 

halinde olan proteinlerden ve endotel bariyer fonksiyonunu düzenlemek için bağlantı 

zarını hücre iskeletine bağlayan komplekslerden oluşur (Elliott vd 1980, Zhu ve Joyce 

2004). ZO-1, hücrelerin apikal tarafı boyunca uzanan sıkı bağlantı yüzeyinin önemli bir 

submembranöz proteinidir (González-Mariscal vd 2000, Liu vd 2017). Hücre zarında ZO-

1'in uygun sitolokalizasyonu, kornea endotel hücrelerinin altıgen yapısını 

göstermektedir, hücre bariyeri bütünlüğünün de bir göstergesi olarak kabul edilmektedir 

(Laing vd 1984, Terry 2006). 

Yara iyileşmesi sırasında kornea endotel hücrelerinin göçü ve yayılması bir dizi 

faktör tarafından uyarılır. ECM proteinleri fibronektin ve TSP-1'in hücre göçünü 

kolaylaştırdığı gösterilmiştir (Blanco-Mezquita vd 2013). Endotelyal göçü ve yara 

iyileşmesini desteklediği bilinen büyüme faktörleri arasında EGF, FGF-2, IL-1β, PDGF-

BB, TGF-β2 ve VEGF bulunurken, IGF-I ve IGF-II etkisizdir ve IL-4 hücre göçünü azaltır 

(Soltau ve McLaughlin 1993, Hoppenreijs vd 1996, Thalmann-Goetsch vd 1997, 

Imanishi vd 2000, Baldwin ve Marshall 2002, Lee ve Heur 2013). Yara iyileşmesi için 

önemli olan bu faktörlerin alt sinyal yolakları çeşitlidir. Örneğin, cAMP yolu, ERK1/2 ve 

p38 MAP kinaz yoluyla hareket eden prostaglandin E2'nin endotel göçüne ve yara 

iyileşmesine katıldığı gösterilmiştir (Joyce ve Meklir 1994, Sumioka vd 2008, Chen vd 

2009, Joko vd 2013). FGF-2, p38, PI3K/Akt ve protein kinaz C/fosfolipaz A2 dahil olmak 

üzere çeşitli yollarla hücre göçünü uyarır (Lee vd 2004, Joko vd 2013). IL-1β, hem Cdc42 

(Cell Division Cycle 42)'yi aktive eden hem de RhoA'yı etkisizleştiren Wnt5a'nın yanı sıra 

FGF-2'nin uyarılması yoluyla göçü uyarmaktadır (Jeong ve Kay 2006, Lee vd 2012, Lee 

ve Heur 2013, Lee vd 2014). IL-1 endotel hücrelerinde hücre göçünü doğrudan ve dolaylı 

olarak uyaran bir sitokindir.  

Yukarıda bahsedildiği üzere, kornea endotel yara iyileşme süreçlerinde çok çeşitli 

ve birbiriyle bağlantılı karmaşık mekanizmalar rol oynamakla birlikte bu süreçte yer alan 

ana yollar; Rho/ROCK yolu, fosfoinositol-3-kinaz (PI3K) ve protein kinaz b (Akt) yolu, 

Wingless-Inkt yolu ve (TGF-β) yolu olarak sayılabilir. 

 

 

2.2. Hücresel Yaşlanma (Senesens) 

 

Yaşlanma, genel olarak, ömür boyunca doku ve organların fizyolojik işlevinde, 

adaptasyonunda ve dayanıklılığında kademeli düşüşün zamana bağlı süreci olarak 

tanımlanır (López vd 2013, He ve Sharpless 2017). 
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Hücresel yaşlanma, hücre bölünmesinin durmasıyla karakterize bir durumdur. 

1960'ların başlarında, Leonard Hayflick ve Paul Moorhead, hüre kültüründeki normal 

insan fetal fibroblastlarının, yaşlanmadan önce en fazla 50 kez replike olabildiğini 

gösterdiler. Bu süreç "replikatif yaşlanma" veya “Hayflick limiti” olarak bilinir (Liu vd 2019) 

(Şekil 2.5). Hayflick'in ölümlü hücreleri keşfi, hücresel yaşlanmanın moleküler 

mekanizmalarının anlaşılmasının önünü açmıştır. Hücresel yaşlanma, çok çeşitli stres 

indükleyici faktör tarafından başlatılabilir (Li vd 2018). Bu stres faktörleri, diğer pek çok 

şeyin yanı sıra hem çevresel hem de dahili zarar verici olayları, anormal hücresel 

büyümeyi, oksidatif stresi ve otofaji faktörlerini içermektedir (Khurana vd 2015). Hücre 

yaşlanmasının fizyolojik önemi, karsinogenezin önlenmesine ve son zamanlarda ise 

yaşlanma, büyüme ve doku onarımına atfedilmektedir.  

Mekanik olarak, replikatif yaşlanma, telomerlerin kısalmasının neden olduğu bir 

DNA hasarına yanıt olarak tetiklenebilir. Diğer taraftan, DNA hasarı yüksek ROS düzeyi, 

onkogen aktivasyonu ve hücre-hücre füzyonu ile ilişkili olabilir. Sıklıkla, hücre 

yaşlanması çeşitli faktörlerin (yani hem telomer kısalması hem de oksidatif stres) bir 

araya gelmesiyle gerçekleşir (Liu vd 2019). 

Telomerler, hücre bölünmesinin her döngüsü sırasında kısalan kromozomların 

sonundaki DNA tandem tekrarlarıdır (Liu vd 2019). Her hücre döngüsü ile kromozomal 

telomerlerin art arda kısalmasının, hücrenin bölünme sayısını sınırlayarak yaşlanmaya 

katkıda bulunduğuna inanılmaktadır. Yeterli kısalmadan sonra, TRF2 gibi telomer 

yapısını korumaktan sorumlu proteinler yer değiştirir ve bu da telomerin bir çift sarmal 

kırılma bölgesi olarak tanınmasına neden olur. Bu durum replikatif yaşlanmaya neden 

olur. Telomer kısalması, progerin gibi dokuyu bozan ve yetmezliğe yatkın hale getiren 

toksinler üreten kapsamlı RNA değişikliklerini aktive etmektedir (Zhu vd 2015). Normal 

koşullar altında DNA hasar yanıtı, DNA hasarı (çift sarmal DNA kırıkları gibi) onarılana 

kadar hücre döngüsü ilerlemesini durdurur. Yaşlanmış hücreler ise endojen DNA onarım 

aktivitelerine dirençli kalıcı DNA hasar yanıtı sergilerler (Tangvarasittichai 2018). Uzamış 

DNA hasar yanıtı hem ATM hem de ATR DNA kinazları aktive eder. 

Bu iki kinaz tarafından başlatılan fosforilasyon kaskadı, hücre döngüsünün nihai 

olarak durmasına neden olur. DNA hasarının ciddiyetine bağlı olarak, hücreler artık 

onarım göremeyebilir ve apoptozis veya hücre yaşlanması sürecine gidebilirler 

(Jurkunas vd 2010). Memeli hücre kültürü ve dokularındaki bu tür yaşlanmış hücreler, 

çift sarmal DNA kırıklarını ve DNA hasar yanıtı işaretlerini muhafaza ederler. Çift sarmal 

DNA kırıklarının yaşlanma sürecinin ana itici güçleri olduğu öne sürülmektedir. Ayrıca, 

erken yaşlanma hastalıkları ile ilişkili bulunan DNA tamir genlerindeki mutasyonlar, hücre 

yaşlanmasının yaşlanmadaki rolünü desteklemektedir (Jurkunas vd 2010, 

Tangvarasittichai 2018). 
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Hücresel yaşlanmaya yol açan sinyal yolları arasında p53 ve p16Ink4a yolakları 

yer almaktadır (Lu vd 2016). Bu yolların her ikisi de hücresel stresörlere yanıt olarak 

aktive olur ve hücre döngüsünün inhibisyonuna yol açar. p53, sikline bağımlı kinaz 2 

(Cdk 2)’yi deaktive eden p21'i aktive eder (Matthaei vd 2012). Cdk 2 olmadan, 

retinoblastom proteini (pRB) aktif, hipofosforile formunda kalır ve önemli bir hücre 

döngüsü düzenleyicisi olan transkripsiyon faktörü E2F1'e bağlanır. Bu, E2F1'in 

transkripsiyonel hedeflerini bastırır ve G1 fazından sonra hücre döngüsünün durmasına 

yol açar (Şekil 2.6). Ayrıca, p16Ink4a da sikline bağımlı kinaz 4 (Cdk 4) ve sikline bağımlı 

kinaz 6'nın (Cdk 6) inaktivasyonu yoluyla pRB'yi de aktive eder (Matthaei vd 2012). 

p16Ink4a, erken, stres kaynaklı yaşlanmanın indüklenmesinden sorumludur (Lu vd 

2016) (Şekil 2.6). Bu geri döndürülemez değildir; p16Ink4a'nın promotor metilasyonu 

veya p16Ink4a lokusunun silinmesi yoluyla susturulması, yaşlanma p16Ink4a 

aktivasyonu ile başlatılmışsa hücrenin hücre döngüsüne devam etmesine izin verir (Lu 

vd 2016). 

Yaşlanma ile ilişkili salgı fenotipi (SASP) gen ekspresyonu, en önemlisi NF-KB 

olan C/EBPβ dahil olmak üzere bir dizi transkripsiyon faktörü tarafından indüklenir 

(Salotti ve Johnson 2019). Aberran onkogenler, DNA hasarı ve oksidatif stres, NF-κB'nin 

yukarı akış düzenleyicileri olan mitojenle aktive olan protein kinazları indükler (Zhu vd 

2019). 

 

 

 

Şekil 2.5 Replikatif Yaşlanma (Senesens) (Jesus ve Blasco 2012)’den modifiye 

edilmiştir. 
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2.3. Transforming Growth Factor (TGF) Ailesi 

 

TGF, hücrelerin büyümesini sağlayan polipeptid yapılı bir büyüme faktör 

topluluğudur. Alfa (α) ve beta (β) olarak iki alt grubu mevcuttur (Lee vd 1985). 

 

2.3.1. TGF-alfa (α) 

 

TGF-α, bazı özelleşmiş hücrelerce sentezlenir. Bu hücreler trombositler, 

keratinositler, bazı indüklenmiş makrofajlar ve beyin hücreleridir. Yapısında üç adet 

disülfid bağı ve 50 kadar aminoasit ünitesinin birleşmesiyle teşekküllenmiş protein yapılı 

bir biyomoleküldür. TGF-α, epidermal büyüme faktörü (EGF) ile benzerlik 

göstermektedir. Ancak, EGF’nin nispeten daha otokrin işlev gören çeşidi olduğu 

düşünülmektedir. EGF reseptörlerine bağlanarak mezenkimal, epitelyal ve endotelyal 

hücre büyümesini ve endotelyal hücre kemotaksisini indükleyerek biyolojik etkisini 

gösterir (Massague 1990). 

 

2.3.2.TGF-beta (β) Süperailesi 

 

TGF-β molekülü, moleküler ağırlığı 25 kilo Dalton (kDa) olan bir dimerdir. 

Süperaile terimi çok sayıda alt gruba sahip biyomoleküller için kullanılan bir terimdir. 

TGF-β süperailesi hücre siklusu kontrolü, erken gelişimin regülasyonu, farklılaşması, 

ECM oluşumu, hematopoezis, anjiogenezis, kemotaksis, immün fonksiyonlar ve 

apoptozis gibi olaylarının düzenlenmesinde rol oynar. İnsan TGF-β süperailesi, 

homodimerik veya heterodimerik salgılanan sitokinleri kodlayan 33 gen içerir (Heldin ve 

Moustakas 2016, Derynck ve Budi 2019). Bu proteinler, işleme sırasında salgı yolu 

boyunca parçalanan ve çoğunlukla tek bir disülfid bağı yoluyla bir arada tutulan olgun 

dimerik ligandlar üreten bir öncü formda sentezlenir (Dijke ve Arthur 2007, Heldin ve 

Moustakas 2016). Aktivinler, kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler), büyüme 

farklılaşma faktörleri (GDF'ler), müllerian inhibe edici madde (MIS), nodal ve TGF-β aile 

üyeleri, moleküler kimliklerinin geçmişine dayalı olarak çeşitli isimler almıştır. TGF-β, 

intrauterin dönemde embriyonun gelişimi ve morfogenezisin gerçekleşmesini sağlarken, 

erişkin dokularda homeostazisin korunmasında önemli rol oynar. 

Anlaşılacağı üzere TGF-β’nın temel fonksiyonu proliferasyonunu sınırlamak 

(sitostatik etki) ve farklılaşmayı indüklemektir. TGF-β yanıtında, hücre döngüsünün 

durdurulması geç G1 fazında meydana gelir (Şekil 2.6). Bunun nedeni sikline bağımlı 

kinaz (CDK) inhibitörlerinin indüksiyonudur (Sporn vd 1986, Coffey vd 1987). TGF-β 

süperailesinin rol aldığı biyolojik sinyaller, çok hücreli organizmaların fizyolojik 
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gelişiminin her yönünü düzenler ve yaşam boyunca hücresel, doku ve organ 

fonksiyonlarının iletişimi ve koordinasyonu için oldukça önemlidir (Heldin vd 2016). 

 

 

 

Şekil 2.6 Hücre Döngüsünün Pozitif ve Negatif Düzenlemesini Gösteren Diyagramlar. 

Springer-Verlag orijinal telif hakkı sahibidir (Joyce 2012). 

 

2.3.2.1.TGF-β Süperailesinin Sınıflandırılması 

 

TGF-β molekülünün TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 olarak memeli dokusundan izole 

edilmiş 3 izoformu bulunmaktadır (Lawrence 1996). TGF-β süperailesi içinde ilk 

tanımlanan üye, normal sıçan böbrek hücrelerinden izole edilen TGF-β1 izoformu 

olmuştur. Bu moleküllerin ortak yapısal özelliği sistin ünitelerini içermesidir 

(Gaarenstroom ve Hill 2014). Farklı izoformların (TGF-β 1, 2, 3) etkileri hedef hücrelerin 

tipine, farklılaşma durumlarına ve diğer sitokinlerin varlığına bağımlıdır. Örneğin, in vitro 

TGF-β ailesinin kemik ve kıkırdak gibi destekleyici dokulardan kaynaklanan hücreler için 

mitojenik; diğer birçok hücre için inhibitör etkisi olduğu gösterilmiştir. Yine hücre tipine 

bağlı olarak uyarıcı veya inhibitör etkiler ile farklılaşmayı düzenlediği, ekstrasellüler 

matriks oluşumunu uyardığı, bazı hücreler için hücre göçünü sağladığı ve erken 

embriyogenesis sırasında mezoderm oluşumunu indüklediği gösteren çalışmalar 

mevcuttur. 
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2.3.2.2. TGF-β Sinyalizasyonu 

 

TGF sinyalizasyonu, bir TGF-β süperailesi ligandının (BMP, GDF, anti-Müllerian 

hormon, activin, nodal ve TGF-β’lar) TGF-β tip II reseptörüne (TGFβRII) bağlanmasıyla 

başlar. TGFβRII, TGF-β tip I reseptörünün (TGFβRI) fosforilasyonunu katalize eden bir 

serin/treonin reseptör kinazıdır. Her ligand sınıfı, spesifik bir TGFβRII’ye bağlanır. 

Memelilerde bilinen yedi farklı TGFβRI ve beş farklı TGFβRII vardır. Fosforilasyona 

uğrayan TGFβRI daha sonra reseptör-tarafından-düzenlenen SMAD'leri (R-SMAD'ler) 

fosforile eder ve böylece coSMAD SMAD4'ü bağlayabilir hale geçer (Frick vd 2017). R-

SMAD/coSMAD kompleksleri, transkripsiyon faktörleri olarak hareket ettikleri ve hedef 

gen ekspresyonunun düzenlenmesine katıldıkları çekirdekte birikirler (Munir vd 2004, Zi 

2019). TGF-β ligandlarından olan aktivin’in aktivin A, aktivin B ve aktivin AB olmak üzere 

üç formu mevcuttur. Aktivinler embriyogenez ve osteogenezde rol oynarlar. Ayrıca 

hipofizer, gonadal ve hipotalamik hormonların yanı sıra insülin gibi birçok hormonu da 

düzenlerler. Aynı zamanda sinir hücreleri için hayatta kalma faktörleridir. 

BMP'ler kemik morfogenetik protein reseptörü tip-2'ye (BMPR2) bağlanırlar. 

Osteogenez, hücre farklılaşması, ön/arka aks spesifikasyonu, büyüme ve homeostaz 

dahil olmak üzere çok sayıda hücresel fonksiyonda yer alırlar. Nodal ise activin A 

reseptörüne tip IIB (ACVR2B) bağlanır. Daha sonra ya activin A reseptörü tip IB 

(ACVR1B) ile ya da activin A reseptörü tip IC (ACVR1C) ile bir reseptör kompleksi 

oluştururlar (Munir vd 2004, Zi 2019). TGF-β'lar, BMP'ler gibi, sadece embriyogenez ve 

hücre farklılaşmasında değil, aynı zamanda apoptozis ve diğer fonksiyonlarda da görev 

alırlar. TGF-β izoformları homodimerik polipeptidlerdir ve TGFβRII'ye bağlanırlar. Ortak 

yapısal elementleri paylaşmalarına karşın TGFβRII için farklı bağlanma yatkınlıkları 

gösterirler. TGF-β1 ve -β3, TGFβRII'ye yüksek afinite ile bağlanırken TGF-β2, 

TGFβRII'ye düşük afinite ile bağlanır (Baardsnes vd 2009, Hinck vd 2016). 

Önceki çalışmalar, TGF-β süperailesi ligandlarının her monomerindeki TGF-β 

reseptörlerinin bağlanma epitoplarının benzersiz olduğunu ve işlevlerinin büyük ölçüde 

birbirinden bağımsız olduğunu öne sürmektedir (Hinck vd 2016). TGF-β ligandlarının 

reseptörleri için yüksek özgüllüğü, bağlanma epitoplarının yeniden düzenlenmesi yoluyla 

insan hastalıklarında terapötik uygulamalar için kullanımına olanak sağlayabileceği 

düşünülmektedir (Zi 2019). 
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2.3.3.TGF-β ve Kornea Endotel Hücre İlişkisi 

 

Kornea endotel hücreleri, EGF, FGF, TGF-β1, TGF-α, HGF, trombosit türevli 

büyüme faktörü (PDGF), keratinosit büyüme faktörü ve reseptörlerini sentezlemektedir 

(Wilson vd 1994, Uttamsingh vd 2007, Hata ve Chen 2016). Ön kamarada mitozu 

uyaracak pozitif büyüme faktörleri düşük konsantrasyonlarda bulunurken, TGF-β gibi 

negatif büyüme faktörleri yüksek miktarda bulunur (Bogerd vd 2018).  TGF-β1 ve TGF-

β2, G1 fazı inhibitörü olan p27'nin up regülasyonunu sağlayarak (Kikuchi vd 2006) 

kornea endotel hücrelerinin S fazına girişini baskılar ve hücre proliferasyonunu bloke 

eder (Joyce vd 1996, Harris ve Joyce 1999, Kikuchi vd 2006). Diğer taraftan, TGF-β'nın 

kornea endotelinin yara iyileşmesi sırasında hücre göçünü arttırdığı bilinmektedir (Zhu 

vd 2012, Joko vd 2013). TGF-β1, kornea endotel hücrelerinin mezenkimal dönüşümünü 

indüklemektedir (EnMT). Primat ve insan kornea endotel hücrelerine TGF-β1 ilavesinin 

doza bağlı bir şekilde endotel fenotipinin kaybına neden olduğu gösterilmiştir (Okumura 

vd 2013). TGF-β1 ayrıca hücre morfolojisini endotelden fibroblast benzeri fenotipe 

dönüştürür. Bazı çalışmalarda EGF'nin bazı epitel hücrelerinde EnMT'yi indüklemek için 

TGF-β1 ile etkileşime girdiği gösterilmiştir (Jampel vd 1990, Kikuchi vd 2006). Son 

zamanlarda, bir TGFβRI kinaz inhibitörü olan SB431542’nin kornea endotel hücrelerinde 

TGF-β yolunu bloke ederek EnMT’yi durdurduğu, hücre şeklinin korunmasına katkıda 

bulunduğu ve ayrıca ZO-1 ve Na⁺/K⁺-ATPaz ekspresyonunu arttırdığı bildirilmiştir 

(Okumura vd 2013, Roy vd 2015). 

 

 

2.4. Hipotez 

Hipotez 1: TGF-β inhibitörü (ITD-1) ve TGF-β reseptör inhibitörü (SB431542) kornea 

endotel hücrelerinin proliferasyonunu arttırır. 

Hipotez 2: TGF-β inhibitörü (ITD-1) ve TGF-β reseptör inhibitörü (SB431542) kornea 

endotel hücrelerinin yaşlanmasını önler. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

 

3.1. İnsan Kornea Endotelyal Primer Hücre Dizini ve Kullanılan Çözeltiler 

 

İnsan kornea endotelyal primer hücre hattı, Celprogen firmasından T25 hücre 

flaskında canlı hücre olarak temin edildi (Celprogen- 36081-13-T25; Pasaj 2). Yaklaşık 

%95 oranında adherent, %5 oranında süspanse olan hücre popülasyonunun kültür 

ortamı 24-48 saatte bir hücre kültürü ortamı değiştirildi. 

1. Serum içeren HCEC medyumu (Celprogen, M36081- 13S)  

2. Serumsuz HCEC medyumu (Celprogen, M36081-13)  

3. Ekstraselüler maktriks ile kaplı flask (Celprogen, E36081-13-T25)  

4. Ekstraselüler maktriks ile kaplı 6-well-plate (Celprogen, E36081-13-6-well)  

5. Ekstraselüler maktriks ile kaplı 96-well-plate (Celprogen, E36081-13-96-well)  

6. Dondurma medyumu (Celprogen, M36081-13FM)  

7. EDTA içeren 1X PBS solüsyonu (Celprogen- P1408-013)  

8. 1XTripsin EDTA Solüsyonu (Celprogen- T1509-014) 

9. TGF-β İnhibitör (ITD-1) (Cayman-23326) 

10. TGF-β1 Reseptör İnhibitörü (SB431542): (Cayman-13031) 

11. TGF-β1 (Peprotech HEK 293 derived) 

 

 

3. 2. Hücrelerin Çoğaltılması ve Pasajlanması 

 

İnsan kornea endotel hücreleri steril besiyerinde, +37oC’de, %5 CO2 ve %95 

nemlendirilmiş hava içeren karbondioksit inkübatöründe kültür edilerek çoğaltıldı. 

Hücreler 2 günde bir besi yeri değiştirilerek takip edildi. Hücreler %60 ila %70 doluluğa 

ulaştıkları, yapıştıkları flasktan kaldırılarak yeni flasklara pasajlandı. T25’lik flasklarda 

pasajlama işlemi için; 

1. Flaskta mevcut halde bulunan medyum çekildi ve 1X PBS steril solüsyonuyla 

2 ml PBS ile, 2-3 dk 1 kez yıkandı ve PBS ortamdan uzaklaştırıldı.  
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2. Flaska damla damla 2 ml tripsin eklenerek flaksın her tarafını kaplaması 

sağlandı. Ardından tripsinizasyon işleminin gerçekleşmesi için 3-4 dk inkübatörde 

bekletildi.  

3. Süre bitiminde flaskın kenarına nazikçe vurulup kalan hücrelerin de zeminden 

uzaklaştırılması sağlandı ve invert mikroskopta (Olympus, CKX41SF Ters Faz Kontrast 

Mikroskobu) değerlendirilerek hücrelerin yüzdüğü teyit edildi.  

4. Tripsin aktivasyonunu durdurmak için tripsinle eşit hacimde 2 ml serumlu 

medyum flaska eklendikten sonra flask içeriği nazikçe tüm alt duvarı yıkayacak şekilde 

birkaç kez pipetaj yapıldı ve ortam nötralize edildi. 

5. Sonrasında hücre süspansiyonu 15 ml’lik steril falkon tüplerinde toplandı ve 

100 g'de 7 dakika santrifüjlendi.  

6. Santrifüj sonrası tüplerin üstünde kalan süpernatant atıldı, altta kalan pellet 

üzerine 500 µl taze serumlu medyum eklenerek resüspanse edildi.  

7. Elde edilen hücre süspansiyonu, üzerine 5 ml taze serumlu medyum eklenerek 

T25 flasklara pasajlandı. 

8. Hücreler, 37°C'de %5 CO2 ile nemlendirilmiş bir inkübatörde inkübe edildi ve 

her 24 ila 48 saatte bir medyum değiştirilerek takip edildi. 

 

 

3. 3. Hücrelerin Çözdürülmesi  

 

Hücre kültürünün canlılığını korumak ve kültürün daha hızlı iyileşmesini sağlamak 

için hücrelerin doğru şekilde çözülmesi hayati önem taşımaktadır. DMSO gibi bazı 

kriyoprotektanlar 4°C'nin üzerinde toksiktir, bu nedenle hücrelerin hızlı bir şekilde 

çözülmesi (<1 dakika) ve toksik etkileri en aza indirmek için büyüme medyumunda 

serumla seyreltilmesi önemlidir. Kısaca, donmuş hücreleri içeren kriyotüp kuru buzdan 

veya sıvı nitrojen buhar fazından çıkartıldı ve hemen bir çalkalayıcıda 37°C'lik su 

banyosuna alındı. Kriyotüp 37°C'lik su banyosunda hafifçe döndürülerek hücre hızlı bir 

şekilde çözdürüldü (<1-2 dakika). Tüpe %70’lik alkol püskürtüldü ve çözülmüş tüp flaska 

alındı. 

 

 

3. 4. Hücrelerin Dondurulması 

 

Daha sonraki deneylerde kullanılmak üzere hücrelerin bir kısmı stoklandı. Bunun 

için başlangıçtaki basamaklar hücrelerin pasajlanması işlemleri ile aynı olmak üzere; 
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1. T25 flaskta %70-80 konfluent olduktan sonra hücrelerin üzerindeki besi yeri 

çekildi ve 2 ml PBS flaskın duvarından yavaşça verilerek flaskın tüm yüzeyini kaplaması 

sağlanarak yıkama işlemi yapıldı ve PBS geri çekildi. 

2. T75 flask için 2 ml tripsin damla damla eklenerek hücreler kaldırıldı. Flask 2 dk 

boyunca inkübatörde bekletildi. 

3. İşlem sonunda zemine yapışık hücre kalmadığı invert mikroskopla 

gözlemlendikten sonra 4 ml taze serumlu medyum eklendi ve enzim aktivasyonu 

durduruldu. 

4. Hücreleri dondurmak için de hücre sayımı yapıldı. 

5. Dondurmak için hedeflenen hücre sayısı 500.000-1.000.000 arası olarak kabul 

edildi. Hücreler sayıldıktan sonra, uygun miktarlar kriyotüplere aktarıldı ve üzerlerine 

dondurma medyumu eklendi (Her bir kriyotüp toplam 1 ml oldu). 

6. Kademeli dondurma yapmak için izopropil alkol içeren dondurma kabı (freezing 

container) içinde en az 4 saat -20℃’ de tutularak daha sonra -80℃'de saklanmak üzere 

kaldırıldı. 

 

 

3.5. Hücrelerin Sayımı  

 

Hücre sayımı yukarıda anlatılan şekilde tripsinize edilip daha sonra nötralize 

edilen flasktan yapıldı.  Flask içerisinde homojenize edilen medyum ve hücre karışımdan 

0,5 ml bir ependorfa alınarak sayım işlemine geçildi. 

Hücre sayımı bu ependorftan 10 μL pipetaj ile alınarak Neubauer lamında yapıldı. 

Şekil 3.1’de gösterildiği gibi Neubauer lamında harflerle belirtilen karelerin hacmi 1 mm3 

tür. Bu dört alandaki sayıma karelerin sol ve üst kenarlarının üzerindeki hücreler dahil 

edildi. 

Tüm bu alanlardaki hücreler (N) sayıldı. N =a+b+c+d; 1 mm3 teki hücre sayısı = 

(N/4) x 104 formülüne göre hesaplandı. 
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Şekil 3.1 Neubuer Lamı 

 

3.6. Proliferasyon Deneyleri  

 

Deney Grupları 

1. Kontrol  

2. TGF- β1 (1 ng/ml) 

3. TGF- β1 (2 ng/ml) 

4. TGF- β1 (5 ng/ml) 

5. TGF- β1 (10 ng/ml) 

6. TGF-β inhibitör (ITD-1) (1 µM) 

7. TGF-β inhibitör (ITD-1) (3 µM) 

8. TGF-β inhibitör (ITD-1) (10 µM) 

9. TGF-β inhibitör (ITD-1) (30 µM) 

10. TGF-β1 reseptör inhibitörü (SB431542) (1 µM) 

11. TGF-β1 reseptör inhibitörü (SB431542) (3 µM) 

12. TGF-β1 reseptör inhibitörü (SB431542) (10 µM) 

13. TGF-β1 reseptör inhibitörü (SB431542) (30 µM) 

 

Proliferasyon deneyleri sonucunda seçilen dozlardaki TGF- β1, ITD-1 ve SB431542 

kombine uygulandı. 

1. TGF- β1 (2 ng/ml)+TGF-β inhibitör (10 µM) 

2. TGF- β1 (2 ng/ml)+TGF-β1 reseptör inhibitörü (10 µM) 
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BrdU Testi 

1. Her grup üçlü olarak 96 kuyulu plakalara daha önce bahsettiğimiz şekilde her 

kuyuda 20.000 hücre olacak şekilde ekim gerçekleştirildi. 

2. Hücreler konfluent olunca deneyler için bahsedilen dozlarda, 24 saat ve 48 saat 

olacak şekilde serumsuz medyum içerisinde tedavi ajanları ile, 37°C’de CO2 

inkübatöründe inkübe edildi.  

3. Hücrelerde proliferasyon ölçümleri, ab126556 BrdU Hücre Proliferasyon ELISA 

Kiti (Kolorimetrik) kullanılarak yapıldı (Tablo 3.1). 

 

Tablo 3.1 BrdU Kit İçeriğinin Hazırlanması 

 

 Miktar 
Saklama 

Koşulları 

500X BrdU Reaktifi 15 µL +2 - 8°C 

Sabitleme Solüsyonu 2 x 20 mL +2 - 8°C 

Önceden seyreltilmiş anti-BrdU Antikoru 20 ml - 20°C 

Solüsyonu Durdurma 25 ml +2 - 8°C 

Peroksidaz Keçi anti-fare IgG (2.000X) 15 µL - 20°C 

Konjugat Seyreltici 25 ml +2 - 8°C 

TMB Peroksidaz Substratı 25 ml +2 - 8°C 

Plaka Yıkama Solüsyonu (50X) 90 ml +2 - 8°C 

 

Reaktiflerin Hazırlanması  

Tüm reaktifler kullanımdan 4 saat önce oda sıcaklığına (18-25°C) getirildi. 

 

1. 1X BrdU Reaktifi 

3 mL hücre ortamına 6 μL BrdU stoku ekleyerek 500X konsantre stoğu 500 kat 

seyreltildi. 

2. 1X Plaka Yıkama Tamponu 

50X Plaka Yıkama Konsantresini 40 mL'ye 1.960 mL distile su ekleyerek 50 kat 

seyreltildi. 

3. Peroksidaz Keçi Anti-Fare IgG Konjugatı 

Sağlanan Konjugat Seyrelticiden 12 mL'ye 6 μL ekleyerek Peroxidase Goat Anti-

Mouse IgG Konjugatını 2.000 kat seyreltildi. Seyreltildikten sonra, bu çözelti 0,22 

μm'lik bir şırınga filtresi kullanılarak filtrelendi.  
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4. Sabitleme Solüsyonu 

Reaktif kullanıma hazırdı. 

5. Önceden Seyreltilmiş Anti-BrdU Dedektör Antikoru  

Reaktif kullanıma hazırdı. 

 

Deney Prosedürü  

 

1. Hücre Ekimi: Steril bir 96 kuyulu plaka kullanılarak, hücre kültürü ortamında 2 x 

105 hücre/kuyu olacak şekilde ekim yapıldı. Plakadaki kuyuların bir kısmı birkaç 

kontrol için ayrıldı. Bunlar, hücresiz (yalnızca ortam içeren) ve hücre içeren ancak 

BrdU reaktifi olmayan kuyular şeklindeydi. 

2. Tedavi Ajanlarının Eklenmesi: Tedavi ajanları BrdU analizi ile seçilen son 

konsantrasyonlarında medyum içerisinde çözünerek tabanı hücre ile kaplı test 

kuyularının üstüne 100 µL/kuyu olacak şekilde eklendi. 

3. BrdU'nun Eklenmesi: Test kuyularına 1X BrdU 20 μL hacimde eklendi. Test 2-

24 saat inkübe edildi. 

4. Fiksasyon Basamağı: BrdU’yu hücre içine alan prolifere olmakta olan hücrelerin 

anti-BrdU monoklonal antikoru ile işaretlenmeleri için, hücrelerin fikse edilmesi ve 

DNA’nın denature edilmesi gerekmektedir. Kuyucuklardaki medyum aspire 

edildikten sonra 200 μL/kuyu olacak şekilde fiksasyon solüsyonu eklendi ve oda 

ısısında 30 dakika inkübe edildi. İnkübasyon süresi bitiminde, fiksasyon 

solüsyonu aspire edildi ve plaka kurutuldu. Bu aşamada fiksasyonu tamamlanan 

hücre plakaları +4 °C’de saklanabilmektedir. 

5. Yıkama: Plakalar 1X Yıkama tamponu ile üç kez yıkandı. Son yıkamadan sonra, 

yıkama solüsyonu aspire edildi ve kâğıt havlu üzerinde kurutuldu.  

6. Dedektör Antikoru Eklenmesi: 100 μL/kuyucuk anti-BrdU monoklonal dedektör 

antikoru eklendi ve oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

7. Yıkama: Adım 5'teki gibi yıkandı. 

8. Peroksidaz Keçi Anti-Fare igG Konjugat Hazırlanması ve Eklenmesi: 100 

μL/kuyu olacak şekilde 1X Peroxidase Keçi Anti-Fare IgG Konjugatı ile oda 

sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. 

9. Yıkama: Adım 5'teki gibi yıkandı. Sonra tüm plaka distile su ile dolu bir beher 

içerisine daldırılarak son yıkama gerçekleştirildi ve kurumaya bırakıldı. 

10. TMB Peroksidaz Substratının Eklenmesi: 100 µL/kuyu olacak şekilde, TMB 

Peroksidaz Substratı eklendi ve karanlıkta oda sıcaklığında 30 dakika inkübe 

edildi. Pozitif kuyucuklar, prolifere olan hücreler mavi renkte görüldü. 
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11. Durdurma Solüsyonu Eklenmesi ve Plakanın Okunması: Her kuyuya 100 µL 

durdurma solüsyonunu eklenerek reaksiyon durduruldu. Pozitif kuyuların rengi 

maviden parlak sarıya değişti. 450 nm dalga boyuna ayarlanmış 

spektrofotometrik mikrotitre plaka okuyucu kullanarak optik dansite belirlendi. 

 

3.6.1. Tedavi Ajanlarının Hazırlanması 

 

C1xV1=C2xV2 formülü ile hesaplandı. 

 

1. TGF-β1: 10 µg TGF-β1, 100 µl serumsuz medyum içerisinde çözüldü ve stok 100 

µg/ml olarak hazırlandı. 2 ng/ml istenen konsantrasyon son volüm 1500 μl olacak 

şekilde hazırlandı. 

2. TGF-β İnhibitör (ITD-1): 10 mg ITD-1, 500 µl DMSO içerisinde çözüldü ve stok 

24070 µM olarak hazırlandı. 10 µM istenen konsantrasyon son volüm 1500 μl 

olacak şekilde hazırlandı. 

3. TGF-β1 Reseptör İnhibitörü (SB431542): 10 mg SB431542, 500 µl DMSO 

içerisinde çözüldü ve stok 52029 µM olarak hazırlandı. 10 µM istenen 

konsantrasyon son volüm 1500 μl olacak şekilde hazırlandı. 

 

 

3.7. Hücre Yaşlanması, TGF- β1 Ölçümleri ve PCR Deney Grupları 

 

1. Kontrol Grubu: Sadece medyumla takip edilen hücreler 

2. TGF-β1 Grubu: 2 ng/ml TGF- β1 ile muamele edilen hücreler (Peprotech, cat 

no#100-21) 

3. TGF-β İnhibitör Grubu: 10µM TGF- β inhibitörü ile muamele edilen hücreler 

(Cayman, ITD 1, SB154352, #23326) 

4. TGF-β1 Reseptör İnhibitörü Grubu: 10µM TGF- β reseptör inhibitörü ile 

muamele edilen hücreler (Cayman, SB431542 (hydrate), #13031) 

5. TGF-β1+TGF-β İnhibitör Grubu: 2 ng/ml TGF- β1 ve 10µM TGF- β inhibitörü ile 

muamele edilen hücreler 

6. TGF-β1+TGF-β1 Reseptör İnhibitörü Grubu: 2 ng/ml TGF- β1 ve 10µM TGF- 

β reseptör inhibitörü ile muamele edilen hücreler 

Bu deney grupları için hücreler, 6 kuyulu plakalara Şekil 3.2’de gösterildiği gibi serumlu 

besiyeri içerisinde ekim gerçekleştirildi. 

Hücreler konfluent olunca deneyler için bahsedilen dozlarda ve sürelerde serumsuz 

medyum içerisinde tedavi ajanları uygulandı. 
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Şekil 3.2 6 Kuyulu Plakalara Ekilmiş Deney Grupları 

 

 

3.8. Hücre Yaşlanması 

 

Yaşlanma fenotipinin klasik bir özelliği, yaşlanma ile ilişkili β-galaktosidaz (SA-β-

gal) aktivitesinin indüklenmesidir. Normal hücrelerde β-galaktosidaz, lizozomlarda pH 

4.0'de aktive olurken yaşlanan hücrelerde pH 6.0'da aktivite gösterdiği için bu pH'da 

tespit edilebilmektedir. Bunun nedeni senesens ile birlikte lizozomların yapısındaki 

genişleme olabilmesidir. SA-β-Gal, senesensin tespiti için 'altın standart' olarak da kabul 

edildiği için bu teknik kullanıldı. SA-β-gal, yalnızca yaşlanan hücrelerde bulunan, 

hareketsiz veya çoğalan hücrelerde bulunmayan bir aktivitedir.  

Çalışmamızda 1. ve 7. günlerde SA-β-Gal boyaması ile hücre yaşlanması 

görüntülendi. Tüm solüsyonlar kullanımdan hemen önce hazırlandı (Tablo 3.2). Hücresel 

yaşlanma belirleyici olarak ticari bir kit (Merck Millipore- Cellular Senescence Assay Kit- 

KAA002) kullanıldı. 

 

Kit Bileşenleri 

 

1. 100X Sabitleme Solüsyonu: (Part No. 2004755), 1.5 mL 

2. 10X Boyama Solüsyonu A: (Part No. 2004756), 15 mL 

3. 10X Boyama Solüsyonu B: (Part No. 2004754), 15 mL 

4. X-gal (5-Bromo-4-Chloro3-Indolyl β-DGalactopyranoside) Solüsyonu: (Part No. 

2004752), 1.5 mL 
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Tablo 3.2 SA-β-gal Tespit Solüsyonunun Hazırlanması 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 kuyulu plakalara daha önce bahsettiğimiz şekilde serumlu besi yeri içerisinde 

hücre ekimi gerçekleştirildi. Hücreler konfluent olunca, tedavi ajanları ile deney 

gruplarında belirtilen şekilde inkübasyon gerçekleştirildi. İlaç inkübasyonları sonrası 1. 

günde büyüme ortamı hücrelerden aspire edilerek aşağıda belirtilen basamaklar sırası 

ile uygulandı. 7 günlük hücre yaşlanması deneyi için ilaçların etkinlik kaybının önüne 

geçebilmek adına ilaç inkübasyonunun 3. gününde hücrelerin içerisinde bulunduğu ilaçlı 

serumsuz medyumlar yenilendi. 

 

Deney prosedürü 

 

1. Hücreler 2 mL 1X PBS ile bir kez yıkandı ve PBS aspire edildi. 

2. Kuyu başına 1 mL 1X fiksasyon solüsyonu eklendi. 10-15 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edildi. 

3. Fiksasyon Solüsyonu aspire edildi ve hücreler 2 mL 1X PBS ile iki kez yıkandı. 

Her yıkamadan sonra aspire edildi. 

4. Tablo 3.2'de gösterildiği gibi SA-β-gal Ölçüm Solüsyonu, Boyama Solüsyonları A 

ve B, X-Gal ve PBS'yi karıştırarak taze olarak hazırlandı.  Her kuyuya, 2 mL 

1XSA-β-gal Ölçüm Solüsyonu eklendi. 

5. Hücreler 37°C'de CO2’siz inkübatörde ışıktan korunarak gece boyunca inkübe 

edildi. 

6. Ertesi gün, 2 mL PBS ile iki kez hücreler yıkandı. Her yıkamadan sonra aspire 

edildi. 

Reaktifler 
1 kuyu (35 

mm) 5 kuyu (35 mm) 10 kuyu (35 mm) 

Boyama Solüsyonu 

A (10X) 200 μL 1 ml 2 ml 

Boyama Solüsyonu 

B (10X) 200 μL 1 ml 2 ml 

X-Gal 50 μL 250 μL 500 μL 

PBS 1,55 mL 7,75 mL 15,5 mL 

Toplam 2 ml 10 ml 20 ml 



28 
 

 

7. Işık mikroskobu (Olympus, CKX41SF Ters Faz Kontrast Mikroskobu) altında 

maviye boyanan hücreler görüntülendi. 

8. Uzun süreli saklama için, boyanan hücreler, 1X PBS içinde seyreltilmiş %70 

gliserol ile kaplandı ve 4-8°C'de saklandı. 

 

 

3.9. TGF-β1 (Transforming Growth Factor- 1) Seviyelerinin Ölçümü 

 

Transforming Growth Factor -Beta 1 (TGF-β1) Elisa kiti (Elabscience, E-EL-

H0110, Human TGF-β1 ELISA kit) kullanılarak ölçümler gerçekleştirildi. Bu kit, sandviç 

enzim bağlı immünosorbent yöntemi prensibini kullanmaktadır (Tablo 3.3). Bu kitte 

sağlanan mikro ELISA plakası, TGF -β1'e özgü bir antikorla önceden kaplanmıştı. 

Standartlar veya numuneler, mikro ELISA plaka kuyularına eklendi ve spesifik antikor 

ile birleştirildi. Daha sonra, TGF -β1 ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) 

konjugatına özgü biyotinlenmiş bir saptama antikoru, her bir mikro-plaka kuyusuna 

eklendi ve inkübe edildi. Serbest bileşenler yıkandı. Substrat çözeltisi her kuyuya 

eklendi. Yalnızca TGF-β1, biyotinlenmiş saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugatı 

içeren kuyular mavi renkte görüntülendi. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma 

solüsyonunun eklenmesiyle sonlandırıldı ve renk sarıya döndü. Optik dansite (OD), 450 

nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçüm yapıldı. OD değeri, TGF-β1 

konsantrasyonu ile orantılıdır. Numunelerin OD'sini standart eğriyle karşılaştırarak 

numunelerdeki TGF-β1 konsantrasyonu hesaplandı (Şekil 3.3). 

 

 

Şekil 3.3 TGF-β1 Standart Eğrisi 
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Tablo 3.3 TGF-β1 Elisa Kit İçeriğinin Hazırlanması  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 kuyulu plakalara daha önce bahsettiğimiz şekilde serumlu besi yeri içerisinde 

106 hücre/500 l hücre ekimi gerçekleştirildi. Hücreler konfluent olunca, tedavi ajanları 

ile deney gruplarında belirtilen şekilde 48 saat CO2 inkübatöründe 37°C’de inkübasyon 

gerçekleştirildi. İlaçlarla 48 saat inkübasyon sonrası hücreler, 500 μl PBS ile yıkandı ve 

üzerine 1000 μl PBS eklenip hücre kazıyıcı (scraper) kullanılarak kaldırıldı ve 

ependorflara aktarıldı. Mikrosantrifüj ile 500 g’de 10 dk santrifüj edilip süpernatant atıldı. 

Ependorflardaki pelletlerin üzerine 500 µL RIPA Lizis Buffer eklenerek, her bir ependorf 

vortekslendi ve -80 °C’ye kaldırıldı. 

 

3.9.1. Deney Prosedürü 

 

 Kit içeriğinde bulunan tüm reaktifler, kullanmadan önce tüm reaktifleri oda 

sıcaklığına (18~25 °C) getirildi. 

1. Yıkama Tamponu: 30 mL konsantre yıkama tamponu, 720 mL distile su ile 

seyreltildi. 

2. Standart Çalışma Solüsyonu: Standart 10.000 g'de 1 dakika santrifüjlendi. 1.0 

mL referans standart & örnek seyreltici eklendi ve 10 dakika bekletildi sonra 

birkaç kez nazikçe alt-üst edildi. Tamamen eridikten sonra pipetle iyice 

karıştırıldı. Bu sulandırma ile 10 pg/mL'lik bir çalışma solüsyonu elde edildi. 

Bileşenler Özellikler Depolanması 

Mikro ELISA Plakası 96 kuyu 

-20 °C, 6 ay 
Referans Standartı 2 vial  

Konsantre Biyotinlenmiş Saptama Ab 

(100x) 

1 vial, 120 uL  

Konsantre HRP Konjugatı (100x) 1 vial, 120 μL  -20 °C, 6 ay 

Referans Standartı ve Örnek Seyreltici 1 vial, 20 mL  

4 °C, 6 ay 
Biyotinlenmiş Saptama Ab Seyreltici 1 vial, 14 mL  

HRP Konjugat Seyreltici 1 vial, 14 mL  

Konsantre Yıkama Tamponu (25x) 1 vial, 30 mL  

Aktivatör reaktifi 1 (1M HCL) 1 vial, 5 mL 

Oda sıcaklığı, 6 ay 
  

Aktivatör reaktifi 2 (1.2M NaOH/ 0.5M 

HEPES) 

1 vial, 5 mL  

Substrat Reaktifi 1 vial, 10 mL  4 °C 

Durdurma solüsyonu 1 vial, 10 mL  6 °C 
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Ardından önerilen şekilde seri dilüsyon yapıldı 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 

31.25, 0 pg/mL. 

3. Seyreltme Yöntemi: 7 tane ependorf tüpü alındı, her tüpe 500µL referans 

standart & örnek seyreltici eklendi. İlk tüpe 2000 pg/mL çalışma solüsyonundan 

500uL pipetlendi ve 1000 pg/mL çalışma solüsyonu elde edildi. Bu adıma göre 

önceki tüpten ikinci tüpe solüsyondan 500 µL sırasıyla pipetlendi (Şekil 3.4). Son 

tüp boş olarak kabul edildi.  

 

  

Şekil 3.4 TGF-β1 Standartlarının Hazırlanması 

 

1. Biyotinlenmiş Ab Çalışma Solüsyonu: 100μL/kuyu olacak şekilde eklendi. 

100X Konsantre Biyotinlenmiş Saptama Ab'yi Biyotinlenmiş tespit Ab Seyreltici 

ile 1X çalışma solüsyonuna seyreltildi. 

2. Konsantre HRP Konjugat Çalışma Solüsyonu: 100μL/kuyu olacak şekilde 

eklendi. 100X Konsantre HRP Konjugatı, Konsantre HRP Konjugat Seyreltici ile 

1X olarak seyreltildi. 

 

Ölçüm Prosedürü  

 

1. Her kuyu için 100 µl hazırlanan standartlar ve örnekler duplike şekilde kuyulara 

eklendi. 

2. Plaka, üzeri kapatılarak, 37 °C'de 90 dakika inkübe edildi. 

3. Sonrasında, içindeki sıvı aspire edildi ve her kuyuya 100 μL 1X biyotinlenmiş Ab 

çalışma solüsyonu eklendi. Plaka yeniden 37°C'de 1 saat inkübe edildi.  

4. Kuyular içindeki sıvı aspire edilerek 350 µL yıkama tamponu ile 3 kez yıkandı. 

5. Sonra, her kuyuya 100 μL 1X HRP Konjugat çalışma solüsyonu eklendi ve 

37°C'de 30 dakika inkübe edildi. 
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6. 30 dakika sonrasında, 5 kez yukarıda belirtilen şekilde yıkama gerçekleştirildi.  

7. Her bir kuyucuğa 90 μL Substrate Reaktifi eklendi. 37°C'de ve karanlıkta 15 

dakika inkübe edildi. 

8. Son olarak, her bir kuyucuğa 50 μL durdurma solüsyonu eklendi.  

9. 450 nm'ye ayarlanmış mikroplaka okuyucu ile her kuyunun optik dansitesi (OD 

değeri) belirlendi. 

 

Sonuçların Hesaplanması: Her standart ve numune için çift okumaların 

ortalamasını alındı. Standart konsantrasyon X ekseninde ve OD değerleri y ekseninde 

olacak şekilde excell programında standart eğri çizilerek hesaplama yapıldı. 

 

 

3.10. Gen Ekspresyon Düzeylerinin Belirlenmesi 

 

Gen ekspresyon düzeylerini belirlemek için yapılan PCR deneylerinde, hücre 

içerisindeki TGF-β1, Na+-K+-ATP-az, ZO-1, COL8A2 (tip 8 kollojen α2), Aquaporin 1, E-

cadherin, SLC4A11 (solute carrier family 4 member 11) ve GAPDH genlerine ait mRNA 

miktarları belirlendi. Total RNA içerisindeki mRNA'lardan RT-PCR ile daha stabil 

cDNA'lar sentezlendi ve sonuçlar GAPDH ile oranlanarak değerlendirildi. 

 

3.10.1.Total RNA İzolasyonu  

 

Tedavi ajanları ile 48 saat inkübe edildikten sonra 6 kuyulu plakaların üzerindeki 

besi yeri uzaklaştırıldı. Hücreler, 500 μl PBS ile yıkandı ve üzerine 1000 μl PBS eklenip 

hücre kazıyıcı (scraper) kullanılarak kaldırıldı ve ependorflara aktarıldı. Mikrosantrifüj ile 

300 g’de 10 dk santrifüj edilip süpernatant atıldı. Ependorflardaki pelletlerin üzerine 500 

µL Trizol (TRIzol (R) Reagent, ambion by life technologies, ref 15596018) ilave edildi ve 

her bir ependorf vortekslendi. Hücreler, saf bir RNA eldesi için ticari kit ile total RNA 

izolasyonu işlemine kadar örnekler -80°C’de saklandı.  

1. Trizol ile toplanan hücre pelletleri -80°C’den alındı.  

2. 5 dk oda sıcaklığında inkübe edildi.  

3. Ependorfların üzerine 500 μl trizol için 200 μl kloroform eklendi. 15 sn vortekslendi ve 

oda sıcaklığında inkübe edildi.  

4. 4°C’de 12,000 xg 15 dk santrifüj edildi. Sıvı faz yeni tüpleri alındı.  
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5. Örneklerin üzerine 500 μl izopropanol eklendi. 10 dk oda sıcaklığında bekletildi. 

6. 4°C’de 12,000 xg de 10 dk santrifüj edildi. Ve sonra üzeri döküldü. 

7. Tüpte kalan pelletin üzerine 1 ml %75 etanol eklendi ve vortekslendi.  

8. 7,500 xg de 5 dk 4°C’de santrifüj edildikten sonra üzeri döküldü. 

9. Daha sonra ependorf tüpler kurumaya bırakıldı. 

10. 25 μl nükleaz free water eklenerek pipetaj yapıldı. 

11. Heat block da 60°C’de 10 dk inkübe edildi.  

12. Son aşamada cDNA sentez aşamasına geçildi. 

 

3.10.2. cDNA Sentezi  

 

Elde edilen Total RNA, cDNA sentez kiti [A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit with 

RNase Inh. (High Capacity)] kullanılarak kit protokolüne uygun olarak cDNA'ya çevrildi.  

cDNA sentez aşamaları Tablo 3.4’te verilmiştir. 

 

Tablo 3.4 cDNA Sentez Karışımı 

 

20 µl Ters Transkriptaz Reaksiyonu için Hacim 

10X Reaksiyon Buffer 2 μl 

dNTP karışımı (her biri 2,5 mM) 1 μl 

Random (rastgele) heksamer (50 μM) 2 μl 

Ters transkriptaz (200 U/μl) 1 μl 

RNaz İnhibitörü 0.5 μl 

RNaz içermeyen Su 3.5 μl 

Total RNA 10 μl 

 

Tablo 3.5’te gösterilen reaksiyon koşullarına uygun olarak cDNA sentezi 

gerçekleştirilerek, elde edilen örnekler PCR için kullanılmak üzere -20 derecede 

saklandı. 

 

Tablo 3.5 cDNA Sentez Protokolü 

 
RT aşamaları Sıcaklık (°C) Zaman Döngü 

Aşama 1 25 10 dk 1 

Aşama 2 37 120 dk 1 

Aşama 3 85 5 dk 1 

Aşama 4 4 ∞ 1 
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3.10.3. Gerçek-Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

 

PCR reaksiyonlarında kullanılan primer dizileri Tablo 3.6’da gösterildi. Diziler 

temin edildikten sonra firmanın gönderdiği protokole uygun miktarlarda nükleaz 

içermeyen su ile sulandırıldı. Ardından her birinin konsantrasyonu 100 μm olan 

stoklardan 10 kat dilüe edilip ara stok oluşturularak -20°C'de muhafaza edildi. 

 

Tablo 3.6 Primer Dizileri 

 

 

Bu çalışmada 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen PicoReal 96 Real-Time PCR 

System (Thermo Fisher Scientific) kullanılmış olup amplifikasyon ürünlerinin artışı anlık 

olarak takip edilebilmektedir. Sistemde, SYBR Green RealQ Plus 2x Master Mix Green 

Without ROX™ metodu kullanılmıştır. Primerlerin bağlanması ile az sayıdaki boya 

molekülü çift sarmal DNA’ya bağlanır. DNA’ya bağlanan SYBR Green moleküllerinin 

uyarılması, etkili şekilde ışık saçımının artmasına neden olur. Uzama aşamasında çift 

sarmal DNA oluştukça, daha fazla sayıda boya molekülleri bağlanır. Her bir siklus 

sonunda veri toplanarak, ışımadaki artış anlık olarak bilgisayar ekranından izlenir. 

Gerçek-zamanlı PCR ile kontrol grubu ve deney grupları arasındaki gen 

ekspresyonlarının nasıl değiştiği belirlendi. Her kuyudaki reaksiyon bileşimi Tablo 3.7’de 

gösterildi. 

 

 

 

 

Primer adı 

 

Forward (sense) 

 

Reverse (antisense) 

ZO-1 ACCAGTAAGTCGTCCTGATCC 

 

TCGGCCAAATCTTCTCACTCC 

Na⁺/K⁺-ATPaz CTGTGGATTGGAGCGATTCTT TTACAACGGCTGATAGCACCA 

AQP-1 CATTTAGAGGGTGAAGGAGAAA GAGGGAGTAGAGAACTGAAGA 

COL8A2 CGACCTGAAAGCACGTCCAC AGAGGCATTTCAGTAGCAGCA 

TGF- β1 CCCAGCATCTGCAAAGCTC GTCAATGTACAGCTGCCGCA 

SLC4A11 GGACATCGCACGCAGGTT CGTCATTGAGAGACCCGAAAG 

E-Cadherin CGACCCAACCCAAGAATCTA AGGCTGTGCCTTCCTACAGA 

GAPDH CAGCCTCAAGATCATCAGCA TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 
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Tablo 3.7 Reaksiyon Bileşenleri (Reaksiyon Karışımı ve Kalıp DNA) 

 
Bileşen Hacim/reaksiyon* Son konsantrasyon 

RealQ Plus 2x Ana Karışım 5 µl 1x 

Primer F (10 µM) 0.5 µl (0.25 – 2 µl) 0.5 µM (0.1 – 0.8 µM) ** 

Primer R (10 µM) 0.5 µl (0.25 – 2 µl) 0.5 µM (0.1 – 0.8 µM) ** 

PCR-Grade H2O 3.5 µl - 

Kalıp DNA 0.5 µl - 

TOTAL Hacim*** 10 µl - 

 

Elde edilen cDNA’lara gerçek-zamanlı PCR uygulandı. Uygulanan PCR protokolü 

aşağıda Tablo 3.8’de detaylandırıdı. 

 

Tablo 3.8 Gerçek-Zamanlı PCR Protokolü 

 
Döngü Döngü süresi Sıcaklık 

1ᵃ 15 dakika 95 °C 

40 15 – 30 dakikaᵇ 

30 dakikaᶜ 

30 dakika 

95 °C 

55 – 65 °Cᵈ 

72 °C 

 

Bu program cihaza uygulanarak reaksiyon gerçekleştirildi. Sonuçlar elde edildi ve 

elde edilen Ct değerlerinden istatiksel analiz yapıldı. Sonuçlar GAPDH ve Beta-aktin ile 

normalize edilerek Ardından, 2^-∆∆Ct formülü ile hesaplama yapıldı. Çıkan sonuçların 

ortalaması alınarak gen ekspresyonunun gruplar arasındaki rölatif değişimleri bulundu. 

 

 

3.11. İstatistiksel Analiz 

 

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.)) 

paket programıyla analiz edildi. Sürekli değişkenler ortalama ± standart hata ile ifade 

edildi. Gruplar arasındaki istatistiksel olarak anlamlı farklılıkları test etmek için tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. Varyansların normalliğini ve homojenliğini test etmek 

için Shapiro-Wilk testi uygulandı. Anlamlı farklılıklar, post hoc Tukey-HSD testi ile test 

edildi. Tüm analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. BrdU Hücre Proliferasyon Deneyi Sonuçları 

 

4.1.1. Kornea Endotel Hücrelerinde TGF-β1’in Hücre Proliferasyonu Üzerine 
Etkisinin Belirlenmesi 
 

Kornea endotel hücreleri TGF-β1’in 1-2-5-10 ng/ml arasında değişen dozları ile 

24 ve 48 süresince inkübe edildi. Hücrelerin proliferasyon yeteneği BrdU analizi ile 

saptandı. Kornea endotel hücrelerinde 3 bağımsız TGF-β1 deneyi yapıldı ve yapılan tüm 

deneylerin ortalaması alındı. 2, 5 ve 10 ng/ml TGF-β1 hem 24 hem de 48 saat 

inkübasyon sonrasında hücre proliferasyonunu kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde azalttı (p<0,05). Ayrıca 2 ng/ml TGF-β1 hem 24 hem de 48 saat 

inkübasyon sonrasında hücre proliferasyonunu 1 ng/ml TGF-β1’e göre anlamlı düzeyde 

düşürdü (p<0,05). Bu nedenle Elisa ve RT-PCR deneyleri için 2 ng/ml TGF-β1 etkin doz 

olarak, 48 saat ise etkin süre olarak seçildi ve hücrelerin inkübasyonunda kullanıldı (Şekil 

4.1). 

 
 
Şekil 4.1 Kornea Endotel Hücrelerinde TGF-β1’in Hücre Proliferasyonu Üzerine Etkisinin 

Belirlenmesi 

(TGF-β1’in (1-2-5-10 ng/ml) farklı dozlarında 24 ve 48 saat inkübasyonu; Ortalama ± standart hata; n=3, 

*p<0,05 24 saat inkübasyon sonrası kontrol grubundan fark; **p<0,05 24 saat inkübasyon sonrası TGF-β1 

1 ng/ml grubundan fark; #p<0,05 48 saat inkübasyon sonrası kontrol grubundan fark; p<0,05 48 saat 

inkübasyon sonrası TGF-β1 1 ng/ml grubundan fark)  
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4.1.2. Kornea Endotel Hücrelerinde TGF-β İnhibitörünün (ITD-1) Hücre 
Proliferasyonu Üzerine Etkisinin Belirlenmesi 
 

Kornea endotel hücreleri, TGF-β inhibitörünün (ITD-1) 1-3-10-30 µM arasında 

değişen dozları ile 24 ve 48 saat süresince inkübe edildi. Hücre proliferasyonu BrdU 

analizi ile saptandı. Hücre proliferasyonu kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 1, 3, 10 ve 

30 μM’lık dozlarda hem 24, hem de 48 saat inkübasyon sonrası istatistiksel olarak önemli 

ölçüde yüksek bulundu (p<0,05). Ayrıca 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda 10 µM 

ITD-1’in hücre proliferasyonunu aynı sürede 1-3-30 µM ITD-1 ile inkübe edilen gruplara 

göre anlamlı düzeyde arttırdığı saptandı (p<0,05). Bu nedenle Elisa ve RT-PCR 

deneyleri için 10 µM ITD-1 etkin doz olarak, 48 saat ise etkin süre olarak seçildi ve 

hücrelerin inkübasyonunda kullanıldı (Şekil 4.2). 

 

 

 

Şekil 4.2 TGF-β İnhibitörü Olan ITD-1’in Hücre Proliferasyonu Üzerine Etkisinin BrdU 

Analizi ile Belirlenmesi  

(ITD-1‘in (1-3-10-30 μM) farklı dozlarında 24 ve 48 saat inkübasyonu; Ortalama ± standart hata; n=3, *p<0,05 

24 saat inkübasyon sonrası kontrol grubundan fark; #p<0,05 48 saat inkübasyon sonrası kontrol grubundan 

fark; p<0,05 48 saat inkübasyon sonrası 1-3-30 μM gruplarından fark)  

 

4.1.3. Kornea Endotel Hücrelerinde TGF-β1 Reseptör İnhibitörünün (SB431542) 

Hücre Proliferasyonu Üzerine Etkisinin Belirlenmesi 

 

Kornea endotel hücreleri, TGF-β1 reseptör inhibitörünün (SB431542) 1-3-10-30 

µM arasında değişen dozları ile 24 ve 48 saat süresince inkübe edildi. Hücre 

proliferasyonu BrdU analizi ile saptandı. Hücre proliferasyonu kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında 1, 3, 10 ve 30 μM’lık dozlarda hem 24, hem de 48 saat inkübasyon 

sonrası istatistiksel olarak önemli ölçüde yüksek bulundu (p<0,05). Ayrıca 24 ve 48 

saatlik inkübasyon süresi sonunda 10 µM SB431542’nin hücre proliferasyonunu aynı 

sürede 1-3-30 µM gruplarına göre anlamlı düzeyde arttırdığı saptandı (p<0,05). Bu 
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nedenle Elisa ve RT-PCR deneyleri için 10 µM SB431542 etkin doz olarak, 48 saat ise 

etkin süre olarak seçildi ve hücrelerin inkübasyonunda kullanıldı (Şekil 4.3). 

 

 

 

Şekil 4.3 TGF-β1 Reseptör İnhibitörü Olan SB431542’in Hücre Proliferasyonu Üzerine 

Etkisinin BrdU Analizi ile Belirlenmesi  

(SB431542’nin (1-3-10-30 μM) farklı dozlarında 24 ve 48 saat inkübasyonu; Ortalama ± standart hata; n=3; 

*p<0,05 24 saat inkübasyon sonrası kontrol grubundan fark; #p<0,05 48 saat inkübasyon sonrası kontrol 

grubundan fark; &p<0,05 24 saat inkübasyon sonrası 1-3-30 μM gruplarından fark; p<0,05 48 saat 

inkübasyon sonrası 1-3-30 μM gruplarından fark)  

 

4.1.4. Kornea Endotel Hücrelerinde Tedavi Gruplarının Hücre Proliferasyonu 

Üzerine Etkisinin Belirlenmesi  

 

Kornea endotel hücrelerinde TGF-β1, ITD-1 ve SB431542 için belirlenen etkin 

dozlar kombine olarak uygulanarak 24 ve 48 saatlik inkübasyon sonrasında meydana 

getirdikleri hücre proliferasyonu değişiklikleri BrdU analizi ile belirlendi. Hücreler TGF-β1 

(2 ng/ml), ITD-1 (10 μM), SB431542 (10 μM), TGF-β1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 μM), ve TGF-

β1 (2 ng/ml)+SB431542 (10 μM) ile 24 ve 48 saat süresince inkübe edildi. Kornea 

endotel hücrelerinde 3 bağımsız deney yapıldı ve yapılan tüm deneylerin ortalaması 

alındı. Kontrol grubuna göre TGF-β1 grubu hariç diğer tüm gruplarda, hem 24 saat, hem 

de 48 saat inkübasyon sonrası anlamlı artış bulundu (p<0,05). Ayrıca, TGF-β1 (2 ng/ml) 

uygulanan grupta hücre proliferasyonu, hem 24 saat hem de 48 saat inkübasyon ile 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde düşük bulundu (p<0,05). Bununla birlikte ITD-1, 

SB431542, TGF-β1+ITD-1 ve TGF-β1+SB431542 gruplarında hücre proliferasyonu hem 

24 hem de 48 saatte TGF-β1 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde artmış 

olarak bulundu (p<0,05) (Şekil 4.4).  
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Şekil 4.4 TGF-β1, ITD-1, SB431542, TGF-β1+ITD-1 ve TGF-β1+SB431542 

Uygulanmasının Hücre Proliferasyonuna Etkisi  

(TGF-β1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 μM), SB431542 (10 μM), TGF-β1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 μM), ve TGF-β1 (2 

ng/ml)+SB431542 (10 μM) uygulamaları; Ortalama ± standart hata; n=3, * p<0,05 24 saat inkübasyon 

sonrası kontrol grubundan fark; #p<0,05 48 saat inkübasyon sonrası kontrol grubundan fark, **p<0,05 24 

saat inkübasyon sonrası TGF-β1 grubundan fark; &p<0,05 48 saat inkübasyon sonrası TGF-β1 grubundan 

fark)  

 

 

4.2. Hücresel Yaşlanma Deneyleri 

 

TGF-β1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 μM), SB431542 (10 μM), TGF-β1 (2 ng/ml) + ITD-1 (10 μM), 

ve TGF-β1 (2 ng/ml)+SB431542 (10 μM) ile inkübasyonu yapılan hücre grupları 1. ve 7. 

gün sonunda fikse edilerek SA-β-Gal boyaması yapıldı. 7 günlük inkübasyon sonucunda 

hücre yaşlanması ile orantılı olan mavi rengin yoğunluğu artmış olarak gözlendi (Şekil 

4.5). 
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Şekil 4.5 TGF-β1, ITD-1, SB431542, TGF-β1+ITD-1 ve TGF-β1+SB431542 ile 

İnkübasyonu Yapılan Hücre Gruplarının SA-β-Gal Boyaması Hücre Yaşlanmasının 

Görüntülenmesi 

(TGF-β1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 μM), SB431542 (10 μM), TGF-β1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 μM), ve TGF-β1 (2 

ng/ml)+SB431542 (10 μM) ile inkübasyonu yapılan hücre gruplarında 1. ve 7. günlerde SA-β-Gal boyaması) 

(20X büyütme) 

 

              1. Gün            7.Gün 

 
 

KONTROL 

  

 
 

TGF- β1 

  

 
 

ITD-1 

  

 
 

SB431542 

  

 
 

TGF-β1+ITD-1 

  

 
 

TGF-β1+SB431542 
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4.3.TGF-β1 Seviyesi Ölçümleri 

 

Kornea endotel hücrelerinde TGF-β1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 μM), SB431542 (10 

μM), TGF-β1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 μM), ve TGF-β1 (2 ng/ml)+SB431542 (10 μM) ile 48 

saat inkübasyonu takiben TGF-β1 seviyeleri ölçüldü. TGF-β1 seviyesi kontrol grubu ile 

kıyaslandığında yüzde 44,23 oranında artarak istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

yüksek olarak saptandı (p<0,05). ITD-1 ve SB431542 inkübasyonlarında kontrol grubu 

ile kıyaslandığında, TGF-β1 seviyelerinin sırasıyla %80,57 ve %69,52 oranında azalarak 

istatistiksel olarak anlamlı seviyede düşük olarak saptandı (p<0,05). TGF-β1+ITD-1 ve 

TGF-β1+SB431542 ile inkübe edilen gruplarda ise, kontrol grubu ile kıyaslandığında 

TGF-β1 seviyelerinin sırasıyla %12,64 ve %35,76 oranında azalarak istatistiksel olarak 

anlamlı seviyede düşük olarak saptandı (p<0,05). TGF-β1+ITD-1 ve TGF-β1+SB431542 

grupları TGF-β1 grubu ile kıyaslandığında sırasıyla %56,87 ve %79,99 oranında azaldığı 

saptandı. TGF-β+ITD-1 grubu yalnızca ITD-1 ile inkübe edilen grup ile 

karşılaştırıldığında %67,93 oranında TGF-β1 artışı gözlemlendi (p<0,05). TGF-

β1+SB431542 grubu yalnızca SB431542 ile inkübe edilen grup ile karşılaştırıldığında 

%33,76 oranında TGF-β1 artışı gözlemlendi (p<0,05) (Şekil 4.6). 

 

 

 

Şekil 4.6 TGF-β1, ITD-1, SB431542, TGF-β1+ITD-1 ve TGF-β1+SB431542 ile 48 Saat 

İnkübasyon Sonrası TGF-β Yüzde Değişimi  

(TGF-β1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 μM), SB431542 (10 μM), TGF-β1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 μM), ve TGF-β1 (2 

ng/ml)+SB431542 (10 μM)  ile 48 saat inkübasyon sonrası TGF-β yüzde değişimi. Ortalama ± standart hata; 

n=3, *p<0,05 kontrol grubundan fark; #p<0,05 TGF-β grubundan fark; &p<0,05 ITD-1 grubundan fark; p<0,05 

SB431542 grubundan fark) 
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4.4. RT-PCR Sonuçları 

 

Kornea endotel hücrelerinde, hedef genler olan TGF-β1, Na+/K+-ATPaz, ZO-1, 

COL8A2, Aquaporin 1, E-cadherin, SLC4A11 ve GAPDH mRNA ekspresyonları 

incelendi. Ancak ZO-1 ve Col8A2 dışındaki primerler ile yapılan analizlerde herhangi bir 

net veri elde edilemedi. Firma ve genetik anabilim dalı ile yapılan görüşmeler sonucunda 

özellikle cDNA sentez kiti ve primerlerde sorun olabileceği sonucuna varıldı, bu konudaki 

analizlerin daha sonra tekrar edilmesi için örnekler -80 dereceye kaldırıldı. 

ZO-1 ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamlı düzeyde olmasa da kontrol 

grubuna göre, TGF-β ve ITD-1 grubunda düşük, SB431542 grubunda ise yüksek 

bulundu. Ayrıca, SB431542 grubunun ZO-1 ekspresyon seviyeleri TGF-β grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek bulundu (p<0,05) (Şekil 4.7). 

 

 

 

Şekil 4.7 ZO-1 mRNA Ekspresyonunun Rölatif Değişimleri  

(K: Kontrol, TGF-beta: Transforming growth factor, ITD-1: TGF-β inhibitörü, SB431542: TGF-β reseptör 

inhibitörü, ZO-1: Zonula occludens-1: Ortalama ± standart hata; n=3, *p<0,05 TGF-β grubundan fark) 

 

COL8A2 ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamlı düzeyde olmasa da 

kontrol grubuna göre, TGF-β grubunda düşük, SB431542 grubunda ise yüksek bulundu. 

Ayrıca, ITD-1 grubunun COL8A2 ekspresyon seviyeleri kontrole göre istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde düşük bulundu (p<0,05). SB431542 grubunun COL8A2 

ekspresyon seviyeleri TGF-β ve ITD-1 gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde yüksek bulundu (p<0,05) (Şekil 4.8). 



42 
 

 

 

 

Şekil 4.8 COL8A2 mRNA Ekspresyonunun Rölatif Değişimleri 

(K: Kontrol, TGF-beta: Transforming growth factor, ITD-1: TGF-β inhibitörü, SB431542: TGF-β reseptör 

inhibitörü, COL8A2: Collagen Type VIII Alpha 2 Chain; Ortalama ± standart hata; n=3, *p<0,05 kontrol 

grubundan fark; &p<0,05 TGF-β grubundan fark; **p<0,05 ITD-1 grubundan fark)  
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5. TARTIŞMA 

 

Kornea endotel hücre sayısı herhangi bir nedenle azaldığında, yara onarımı 

sadece geride kalan sağlam hücrelerin genişlemesine ve göçüne bağlıdır (Joyce vd 

1996). TGF-β, kornea endotel hücrelerinin proliferasyonunu inhibe edebilmesine ve 

nihayetinde hücre morfolojisi ve fonksiyon değişikliğini indükleyebilmesine rağmen, TGF-

β sinyal yolu, özellikle hücre göçü (mitojenle aktive olan protein kinaz 1’i aktive ederek) 

sırasında kornea endotelyal yara iyileşmesi için vazgeçilmezdir (Zhu vd 2012, Joko vd 

2013). Daha da önemlisi TGF-β aköz hümör içerisinde bulunan ve hücre 

proliferasyonunu uyaran temel fibroblast büyüme faktörünü (bFGF) dengelemektedir. Bu 

iki faktör arasındaki etkileşim, in vivo kornea endotel hücre sayısının düzenlenmesi 

bakımından anahtar rol oynamaktadır (Faye vd 2021). 

TGF-β’nın üç izoformu da (TGF-β1, -β2 ve -β3) aköz hümörde fizyolojik olarak 

mevcuttur (Jampel vd 2009). TGF-β1 ve -β2’nin bir G1 fazı inhibitörü olan p27(Kip1)’nin 

up regülasyonunu uyararak kornea endotel hücrelerinin S fazına girişini baskıladığı ve 

dolayısıyla proliferasyonu bloke ettiği düşünülmektedir (Harris ve Joyce 2004, Kikuchi vd 

2006).  

Bu çalışmada TGF-β1, bir TGF-β inhibitörü (ITD-1) ve bir TGF-β reseptör 

inhibitörü (SB431542)’nün insan kornea endotel hücrelerinin proliferasyon ve senesens 

özellikleri üzerine etkileri araştırıldı. TGF-β1 ile 1-2-5-10 ng/ml; TGF-β inhibitörü (ITD-1) 

ile 1-3-10-30 µM ve TGF-β1 reseptör inhibitörü (SB431542) ile 1-3-10-30 µM arasında 

değişen dozlarda 24 ve 48 saat süresince inkübe edilen kornea endotel hücrelerinde 

proliferasyon özellikleri BrdU analizi ile değerlendirildi. Elde edilen sonuçlar eşliğinde ve 

uygulanan tedavi ajanlarına göre, kontrol, TGF-β1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 μM), SB431542 

(10 μM), TGF-β1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 μM), ve TGF-β1 (2 ng/ml)+SB431542 (10 μM) 

olmak üzere altı çalışma grubu oluşturuldu. Her hücre grubunun proliferasyon 

yetenekleri tedavi ajanıyla 48 saat inkübasyonu takiben BrdU analizi ile değerlendirildi.  

ITD-1, bir TGF-β inhibitörüdür ve TGF-βRII’nin proteozomal bozulmasını indükleyerek 

hücre yüzeyinden uzaklaştırır. ITD-1’in memeli hücrelerinde Smad2/3'ün TGF-β yoluyla 

fosforilasyonunu spesifik olarak bloke ettiği ve yaklaşık %83 oranında inhibisyon 

sağladığı gösterilmiştir (Willems vd 2012). 
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Literatürde ITD-1’in insan kornea endotel hücreleri üzerine etkisinin incelendiği 

bir çalışmaya rastlanmamakla birlikte bu molekülün diğer dokulardaki ve kanser 

hücrelerindeki etkilerini bildiren sınırlı sayıda çalışma mevcuttur. Örneğin, Yan ve ark. 

ITD-1’in Smad2'nin fosforilasyonu yoluyla insan glioma hücrelerinde EMT ile ilgili 

proteinlerin ekspresyonunu ve bu hücrelerin invazyon yeteneğini inhibe ettiğini 

saptamışlardır (Yan vd 2022). Mingyuan ve ark. ise hipoksik koşullar altında dermal 

fibroblastlarda (insan) ITD-1’in TGF-βRII’yi inhibe ederek p-Smad2/3 seviyelerinde ve 

kollajen birikiminde azalmaya neden olduğunu göstermişlerdir (Mingyuan vd 2017). 

Bu çalışmada literatürde ilk kez ITD-1’in insan kornea endotel hücreleri üzerine 

etkileri araştırılmıştır. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında insan kornea endotel hücre 

proliferasyonunun tüm ITD-1 dozlarında 24 ve 48 saat inkübasyon sonrasında anlamlı 

ölçüde artmış olduğu saptandı. Ayrıca, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda 10 µM ITD-

1’in aynı süre içerisinde 1, 3 ve 30 µM ITD-1 gruplarına göre hücre proliferasyonunu 

anlamlı düzeyde daha fazla arttırdığı gözlendi. Diğer taraftan, ITD-1’in tek başına ve 

TGF-β1 ile birlikte uygulandığı iki grupta da hücre proliferasyonun TGF-β1 ve kontrol 

gruplarına göre istatistiksel anlamlı seviyede artmış olduğu görüldü. ITD-1 ile benzer 

şekilde bir TGF-β reseptör inhibitörü olan SB431542’nin 1, 3, 10 ve 30 µM arasında 

değişen dozlarına 24 ve 48 saat maruz bırakılan kornea endotel hücrelerinde hücre 

proliferasyonu kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde artış gösterdi. Diğer taraftan, 24 ve 

48 saatlik inkübasyon süresi sonunda 10 µM SB431542 uygulanan hücrelerde 

proliferasyon oranının 1, 3, ve 30 µM SB431542 uygulanan hücrelere göre anlamlı 

düzeyde daha yüksek olduğu bulundu. Ayrıca, SB431542’nin tek başına ve TGF-β1 ile 

birlikte uygulandığı iki hücre grubunda da hücre proliferasyonun kontrol ve TGF-β1 

gruplarına göre istatistiksel anlamlı seviyede artmış olduğu görüldü. Bu sonuçların, ITD-

1 ve SB431542’nin TGF-β1’in kornea endotel hücre proliferasyonu üzerindeki baskılayıcı 

etkisini inhibe etmesinden kaynaklandığı düşünülmüştür. 

Kornea endotel hücreleri, normal hücre kültürü koşulları altında morfolojik 

değişime uğramaktadır. Bu hücreler her ne kadar tek kat olarak organize olmuş normal 

poligonal bir fenotipe sahip olsalar da uzun süreli kültür veya alt kültürden sonra önemli 

ölçüde EnMT’ye uğrarlar. Bu nedenle, normal fizyolojik fonksiyona sahip kornea endotel 

hücrelerinin kültüre edilmesi oldukça zordur (Joyce 2003, 2005). 

TGF-β’nın epitelyal mezenkimal transformasyon (EMT) sürecini başlatabildiği ve 

sürdürebildiği iyi bilinmektedir (Wendt vd 2009, Xu vd 2009). Smad2/3, EMT’de TGF-β 

için hücre yüzeyi reseptörlerinin alt yolaklarındaki sinyal molekülleridir (Kaimori vd 2007). 

Epitelyal hücrelere benzer şekilde ve yukarıda bahsedildiği üzere TGF-β, kornea endotel 

hücrelerinde de hücre döngüsünü inhibe eder, ancak TGF-β'nın EnMT’ye nasıl yol açtığı 

ve bunu nasıl devam ettirdiği tam olarak bilinmemektedir. Fuchs endotelyal kornea 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yan%20T%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mingyuan%20X%5BAuthor%5D
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distrofisi, psödoeksfoliasyon sendromu, endotelitis, cerrahiye bağlı kornea endotel 

hasarı ve kornea travması gibi kornea endotel disfonksiyonlarında EnMT gözlenmektedir 

(Naumann ve Schlötzer-Schrehardt 2000, Kawaguchi vd 2001, Koizumi vd 2008, Song 

vd 2010). Beaulieu Leclerc ve ark. TGF-β1'in kornea endotel hücrelerinin proliferasyon 

ve olgunlaşma evreleri sırasında hücre fenotipi üzerindeki etkilerini araştırdıkları 

çalışmalarında; aktif proliferasyon fazı sırasında TGF-β1 eklenmesinin fibroblastik 

yapıda kornea endotel hücre proliferasyonuna neden olduğunu ve EGF varlığından 

bağımsız olarak hücre bağlantı belirteçleri olan ZO-1 ve N-cadherin'in kaybına neden 

olduğunu göstermişlerdir (Beaulieu Leclerc vd 2018). Buna karşılık, az sayıda mitojen 

içeren olgunlaşma ortamına TGF-β1 eklenmesi endotelyal hücre fenotipine ve 

fonksiyonel hücre bağlantılarına yol açmıştır. Bu sonuçlara dayanarak, Beaulieu Leclerc 

ve ark. kornea endotel hücre kültüründe hücrelerin olgunlaşma fazı sırasında TGF-β1'in 

eklenmesinin fonksiyonel bir endotelyal bariyer oluşumunu (normal pompa ve sızıntı 

fonksiyonuna sahip) teşvik edebileceğini belirtmişlerdir (Beaulieu Leclerc vd 2018). 

Okumura ve ark.’nın çalışmasında hem primat hem de insan kornea endotel 

hücrelerinin kültür koşullarında iki farklı fenotip gösterdiği (temas inhibisyonlu poligonal 

tek tabaka fenotipi ve fibroblastik fenotip); ancak TGF-β reseptörünün seçici bir inhibitörü 

olan SB431542'nin kullanımının fibroblastik fenotipi temas inhibisyonlu fonksiyonel 

poligonal tek tabaka fenotipine dönüşüm yönünde etkilediği saptanmıştır (Okumura vd 

2013, 2015). Ayrıca, dönüşüm gösteren bu hücrelerde ZO-1 ve Na+/K+-ATPaz 

ekspresyonunun devam ettiği, tip 1 kollajen ve fibronektin ekspresyonu gibi fibroblastik 

aktivitelerin büyük ölçüde azaldığı gözlenmiştir. Bu sonuçlar ışığında, Okumura ve 

ark.’ları TGF-β reseptör inhibitörünün kornea endotel hücrelerinin etkin bir şekilde in vitro 

genişlemesini sağlamak üzere kullanılabileceğini savunmaktadırlar (Okumura vd 2013, 

2015). 

Ancak, Okumura ve ark.’nın aksine Bartakova ve ark. SB431542’nin hücre kültürü 

ortamına eklendiğinde benzer etkiyi göstermemesinin yanısıra, yüksek 

konsantrasyonlarda fibroblastik morfolojiyi indüklediğini göstermişlerdir ve düşük 

mitojenik ikili ortam hücre kültürü yaklaşımının kullanılmasının, güvenilir bir endotelyal 

hücre terapi ürününün yüksek ölçekli üretimine yönelik önemli bir adım olabileceğini 

belirtmişlerdir (Okumura vd 2013, 2015, Bartakova vd 2018). Bartakova ve ark. ile benzer 

şekilde Toda ve ark. olgun insan kornea endotel hücre işlevlerine sahip ve hücre 

enjeksiyon tedavisi için uygun yeniden üretilebilir homojen hücre alt popülasyonunu 

başarılı bir şekilde elde etmek için uygun kültür protokollerini araştırdıkları çalışmalarında 

ortamda SB431542 varlığının geri kazanılan kornea endotel hücrelerinin sayısını büyük 

ölçüde azalttığını; ancak bir Rho ile ilişkili protein kinaz (ROCK) inhibitörü olan Y-

27632'nin sürekli mevcudiyetinin E-oranlarını (CD işaretçileri tarafından belirlenen 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Beaulieu%20Leclerc%20V%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Okumura%20N%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Okumura%20N%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Okumura%20N%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bartakova%20A%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bartakova%20A%5BAuthor%5D
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efektör hücrelerin oranı) büyük ölçüde arttırdığını saptamışlardır (Bartakova vd 2018, 

Toda vd 2017). Wang ve ark.’da TGF-β1'in doza bağlı bir şekilde kornea endotel hücre 

proliferasyonu üzerinde inhibitör etki gösterdiğini doğrulamışlardır ve bir GSK3 inhibitörü 

ve Wnt aktivatörü olan CHIR99021'in TGF-β1 ile indüklenen korneal EnMT'yi inhibe 

ettiğini göstermişlerdir (Wang vd 2022). 

Yukarıda belirtildiği üzere kornea endotel hücrelerinin fenotip ve fonksiyonları 

proliferasyon sürecinde değişebilmektedir. Bu nedenle, bu çalışmada prolifere olan 

hücrelerin normal endotel hücre fonksiyonlarına sahip olup olmadığını değerlendirmek 

üzere kontrol, TGF-β1, ITD-1 ve SB431542 gruplarında ZO-1 ve COL8A2 ekspresyon 

düzeyleri ölçüldü. SB431542 grubunda ZO-1 ekspresyon seviyeleri TGF-β1 grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek bulundu. COL8A2 ekspresyonu 

açısından bakıldığında SB431542 grubunun COL8A2 ekspresyon seviyesi TGF-β ve 

ITD-1 gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksekti. Diğer taraftan, ITD-1 

grubunun COL8A2 ekspresyonu kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde düşük saptandı. 

Bu sonuçlara göre SB431542’nin insan kornea endotel hücrelerinde ZO-1 ve COL8A2 

gen ekspresyonunu arttırarak bu hücrelerin normal endotel fonksiyonlarını 

gösterebilmesini kolaylaştırdığı düşünülmüştür. Çünkü ZO-1, normal kornea endotel 

hücrelerin apikal sıkı bağlantı yüzeyinin önemli bir submembranöz proteinidir ve COL8A2 

ise yine endotel hücreleri tarafından üretilen bir kollajen olup kornea endotel hücre 

bütünlüğünün ve yapısının korunmasında potansiyel bir role sahiptir (González-Mariscal 

vd 2000, Wang vd 2013, Liu vd 2017). Yine bu çalışmada, ZO-1 ekspresyonu 

bakımından SB431542 ile ITD-1 ile arasında istatistiksel farklılık olmamasına karşın, 

SB431542’nin COL8A2 ekspresyonunu arttırma bakımından ITD-1’den anlamlı düzeyde 

üstün olduğu görülmüştür. 

Literatür değerlendirildiğinde kornea endotel yetmezliğinin hücre bazlı tedavisi 

insan kornea endotel hücresi işlevlerinin optimize edildiği ve EnMT’nin en aza indirildiği 

hücre kültürü yaklaşımına bağlı olduğu anlaşılmaktadır. TGF-β’nın tüm işlevleri göz 

önüne alındığında EnMT’yi önlemek adına TGF-β'nın tamamen inhibe edilmesi kornea 

endotel hücrelerinin fizyolojik fonksiyonlarında da önemli değişikliklere neden 

olacağından pratik bir yaklaşım olmayacaktır. Ancak, mevcut çalışmanın sonuçlarına da 

dayanarak SB431542’nin fizyolojik fonksiyonların korunduğu insan kornea endotel 

hücrelerinin kültür ortamında üretilebilmesine hizmet edebileceği düşünülebilir. 

Diğer taraftan, TGF-β hücre proliferasyonu, hücre döngüsü regülasyonu, ROS 

üretimi, DNA hasarı onarımı, telomer regülasyonu ve otofaji gibi yaşlanma süreçlerinin 

çeşitli yönleriyle ilgili birçok düzenleyiciyi kontrol etmektedir ve TGF-β sinyalizasyonunun 

hücresel senesens gelişiminde önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir. Hücresel senesens, 

çoğalma kapasitesinin kaybı, hücre döngüsünün durması, hücre şekli değişiklikleri, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014483522000203?via%3Dihub#!
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metabolik yeniden programlama ve SASP salınımı gibi durumlar ile birliktedir. Aslında 

bu değişikliklerden bazıları, kornea endotel hasarının tamirinde kornea endotel 

hücrelerinde görülen değişiklikler ile benzerlik göstermektedir. Bu nedenle, hücresel 

senesensin inhibisyonunun, kornea endotel hücrelerinin rejenerasyonu için anahtar bir 

mekanizma olabileceği öne sürülmektedir (Bae vd 2021). 

Bae ve ark. TGF-β1'in insan kornea endotel hücrelerinde yaşlanmayı 

indüklediğini göstermişlerdir (Bae vd 2021). SA-β-gal boyanması, hücresel yaşlanmanın 

bir belirteci olarak yaygın olarak kullanılmaktadır. Bae ve ark. çalışmasında TGF-β1 

uygulaması sonrasında hücre büyümesi, ROS seviyelerinde artış ve mitokondriyal 

membran potansiyelinin depolarizasyonu gibi senesens ilişkili diğer değişikliklerle birlikte 

SA-β-gal ile boyanmış hücrelerin oranı da artmış olarak bulunmuştur (Bae vd 2021). 

Diğer taraftan, aynı çalışmada miR-30c-1’in TGF-β1 ilişkili hücre yaşlanmasını 

iyileştirerek ve hücre ölümünü azaltarak insan kornea endotel hücrelerinin çoğalmasını 

desteklediği bulunmuştur. Benzer şekilde, Li ve ark. kronik korneal greft yetmezliğinde 

TGF-β seviyesinin kornea endotel hücrelerinde arttığını ve bu durumun mitokondriyal 

ROS üretiminde artışa ikincil olarak kornea endotel hücrelerinde senesense ve yüksek 

pozitif SA-β-gal oranına yol açtığını göstermişlerdir (Li vd 2018). 

Kornea endotel hücre senesensinin önlenmesi veya iyileştirilmesi üzerine çeşitli 

çalışmalar da mevcuttur. Örneğin, Wei ve ark. kojic asitin hücre kültüründe kornea 

endotel hücrelerde senesensi inhibe ettiğini saptamışlardır (Wei vd 2019). Hongo ve ark. 

ise kültür stresinin neden olduğu p38 MAPK aktivasyonunun hücresel yaşlanmayı 

indükleyen nedensel bir faktör olabileceğini ve bir p38 MAPK inhibitörü olan SB203580’in 

senesensi önleyerek yeterli sayıda fonksiyonel kornea endotel hücresi elde edilmesine 

katkı sağladığını göstermişlerdir (Hongo vd 2017). 

Çalışmamızda, TGF-β1, ITD-1, SB431542, TGF-β1+ITD-1 ve TGF-

β1+SB431542 ile muamele edilen insan kornea endotel hücre gruplarının 1. ve 7. günde 

SA-β-Gal boyaması ile senesens özellikleri değerlendirildi. Buna göre, 1.gün 

görüntülerine bakıldığında SB431542 ve TGF-β1+SB431542 uygulanan hücrelerde SA-

β-Gal boyanan hücre yoğunluğunun kontrol, TGF-β1, ITD-1 ve TGF-β1+ITD-1 gruplarına 

göre daha az olduğu izlenmekle birlikte 7.gün senesens görüntülerinin tüm gruplarda 

benzer olduğu gözlendi. Bu bulgulara bakarak tedavi devamlılığı ile ilişkili olarak 

SB431542 uygulamasının insan kornea endotel hücre kültüründe senesens üzerine 

olumlu etkileri olabileceği kanısına varılmıştır. 

Bu çalışmada ayrıca tüm gruplarda uygulanan tedavi ajanlarının TGF-β1 

seviyeleri üzerine etkileri de ayrıca değerlendirildi. TGF-β1 grubunda TGF-β1 seviyesi 

kontrol grubuna göre yaklaşık %44 oranında istatistiksel anlamlı düzeyde yüksek 

bulundu. Sadece ITD-1 veya SB431542 uygulanan hücre gruplarında TGF-β1 seviyesi 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Li+Z&cauthor_id=30482886
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kontrol grubuna kıyasla yaklaşık %80 ve %69 oranında anlamlı seviyede düşük olarak 

saptandı. TGF-β1+ITD-1 ve TGF-β1+SB431542 ile inkübe edilen gruplarda ise, kontrol 

grubu ile kıyaslandığında TGF-β1 seviyelerinin sırasıyla yaklaşık %12 ve %35 oranında 

azalarak istatistiksel anlamlı seviyede düşük olarak bulundu. Aynı gruplar TGF-β1 grubu 

ile kıyaslandığında ise TGF-β1 seviyesinin yaklaşık %56 ve %79 oranında azalmış 

olduğu görüldü. TGF-β+ITD-1 grubu yalnızca ITD-1 ile inkübe edilen grup ile 

karşılaştırıldığında %67,93 oranında TGF-β artışı gözlendi. TGF-β1+SB431542 grubu 

yalnızca SB431542 ile inkübe edilen grup ile karşılaştırıldığında ise bu oran %33,76 idi. 

Tez çalışmamızın tüm sonuçları birlikte değerlendirildiğinde, insan kornea 

endotel hücre kültür ortamının ITD-1 ve SB431542 ile muamelesi TGF-β seviyesini 

azaltmakla birlikte hücrelerin proliferasyonu, fonksiyonu ve yaşlanması üzerine farklı 

etkiler yaratmıştır. Bu bulguların TGF-β sinyalizasyon yolaklarının karmaşık yapısı ile 

ilişkili olabileceği düşünülmüştür. 
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6. SONUÇLAR 

 

TGF-β1‘in insan kornea endotel hücrelerinin proliferasyonunu baskıladığı ve 

kültür ortamında EnMT sürecini indüklediği; ancak diğer taraftan yara iyileşmesi 

sürecinde hücre göçünü kolaylaştırdığı bilinmektedir. 

 

1. Bu çalışmada hücre kültürü ortamında TGF-β1’in insan kornea endotel hücre 

proliferasyonunu azalttığı; ancak bir TGF-β inhibitörü olan ITD-1 ve bir TGF-β 

reseptör inhibitörü olan SB431542’nin tek başlarına veya TGFβ-1 ile birlikte 

uygulandıklarında hücre proliferasyonunu arttırdığı gösterildi.  

2. Sadece SB431542 uygulanan hücrelere bakıldığında hücre proliferasyon 

oranının artmasının yanı sıra normal kornea endotel fonksiyonlarının göstergesi 

olarak ZO-1 ve COL8A2 ekspresyonlarının artmış olduğu görüldü.  

3. Diğer taraftan SB431542 ile ITD-1 ile arasında ZO-1 ekspresyonu bakımından 

anlamlı farklılık bulunmamasına karşın, SB431542’nin COL8A2 ekspresyonunu 

arttırma bakımından ITD-1’den üstün olduğu görüldü. 

4. Hücresel senesens bakımından SB431542’nin kültür ortamına eklenmesinin 

insan kornea endotel hücrelerindeki senesens bulgularını erken dönemde 

azalttığı ancak zaman içerisinde bu etkinin ortadan kalktığı görüldü. 

5. Tüm bulgular ışığında TGF-β insan kornea endotel hücrelerinde proliferasyonu 

baskılamakta, yaşlanmayı hızlandırmakta ve EnMT sürecini uyarmaktadır; ancak 

bunlarla birlikte olumlu fizyolojik etkileri sebebiyle bu molekülün tam inhibisyonu 

bir tedavi yaklaşımı olarak kullanılamamaktadır. 

6. Diğer taraftan her ne kadar insan kornea endotel hücreleri kültür ortamında 

çoğaltılabiliyor olsalarda bu süreç içerisinde EnMT ve senesens gibi faktörler 

kornea endotel yetmezliğinin hücre temelli tedavisinde kullanılmak üzere yeterli 

sayıda fonksiyonel endotel hücrelerinin elde edilmesini sınırlamaktadır. 

7. Bu noktada ITD-1 ve özellikle SB431542’nin kullanılmasının önemli fayda 

sağlayabileceğini düşünmekteyiz. 

8. Ancak, bu konunun tam olarak aydınlatılması için ITD-1 ve SB431542 

inhibitörlerinin insan kornea endotel hücreleri üzerine etkilerinin incelendiği in 

vivo ve in vitro çalışmaların artmasına ihtiyaç bulunmaktadır. 
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Üniversitesi Laboratuvar ve Veteriner Sağlık Bölümünde eğitim görmektedir. 

 


