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OzZET

KORNEA ENDOTEL HUCRELERINDE TGF- VE iNHIBITORLERININ HUCRE
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ARASTIRILMASI
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Haziran 2022, 59 Sayfa

Kornea endotel hdcrelerinin in vivo ¢ogalma kapasiteleri sinirhdir. Patolojik
kosullar altinda, endotel hiicre kaybl kornea 6demine bagli kalici gérme kaybina neden
olur. Kornea endotel yetmezliginin bugin icin tek tedavisi kornea naklidir. Ancak, tim
duinyada kornea donor temininde ciddi sikintilar yasanmasi arastirmacilari insan kornea
hdcrelerinin in vitro ¢ogaltilmasina dayanan hicre temelli tedavi yaklagsimlarinin
gelistiriimesi yonline sevk etmektedir. Bu calismada TGF-f, ITD-1 (TGF-B inhibitori) ve
SB431542'nin (TGF-[ resptdr inhibitorl) insan kornea endotel hiicrelerinin proliferasyon,
fonksiyon ve senesens Ozellikleri Uzerine etkilerinin arastiriimasi amaclandi.
Calismamizda insan kornea endotelyal hicre hatti kullanilarak kontrol, TGF-31, ITD-1,
SB431542, TGF-B1+ITD-1 ve TGF-B1+SB431542 deney gruplari olusturuldu. Bu hiicre
gruplarinda proliferasyon yetenekleri BrdU analiziyle, ZO-1 ve COL8BA2 kornea endotel
hicre belirtecleri RT-PCR ile, hlcre yaslanmasi SA-B-Gal boyamasiyla ve TGF-31
seviyeleri Elisa yontemi ile degerlendirildi. Bu ¢alismada, TGF-B1’in kornea endotel
hiicre proliferasyonunu azalttigi; ITD-1 ve SB431542’nin hicre proliferasyonunu artirdidi
gOsterildi (p<0,05). SB431542 grubunda ZO-1 ve COL8BA2 ekspresyon seviyeleri artmis
bulundu (p<0,05). Ayrica SB431542’nin kultir ortamina eklenmesinin insan kornea
endotel hucrelerindeki senesens bulgularini erken donemde azalttigi ancak zaman
icerisinde bu etkinin ortadan kalktigi géruldi. Bu bulgular isiginda TGF-B insan kornea
endotel hicrelerinde proliferasyonu baskilamakta, yagslanmay! hizlandirmakta ve endotel
hicre belirteglerinin ekspresyonunu azaltmaktadir. Bu noktada ITD-1 ve Ozellikle
SB431542'nin TGF-B’'nin insan kornea endotel hiicreleri Uzerine olumsuz etkilerini
engelleyebilecegi veya azaltabilecegini dislinmekteyiz. Bu c¢alismanin sonuglarinin
kornea endotel yetmezliginde hulcresel tedavi yaklagimlarinin gelistirimesine katki
saglayabilecegi gorusundeyiz.

Anahtar Kelimeler: Kornea, Endotel, Proliferasyon, Hicresel yaslanma, TGF-3, ITD-1,
SB431542
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF TGF- B8 AND TGF- B INHIBITORS ON CELL
PROLIFERATION AND SENESCENCE IN HUMAN CORNEAL ENDOTHELIAL
CELLS

AVCI OZEN, Ebru
M.Sc., Thesis in Physiology
Supervisor: Assoc. Dr. Emine KILIC 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-(, ITD-1 (TGF-B inhibitor) and SB431542 (TGF-[ receptor inhibitor)
on proliferation, function and senescence properties of human corneal endothelial cells.
In our study, control, TGF-B1, ITD-1, SB431542, TGF-B1+ITD-1 and TGF-f1+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-B-Gal staining and TGF-
B1 levels by Elisa method. In this study, TGF-B1 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-
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-$ 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-B, ITD-1,
SB431542
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1. GIRIS

Kornea gozln "saydam tabakasi" olup en yuksek refraktif glice sahiptir. Kornea
tabakalari sirasiyla kornea epiteli, bowman tabakasi, stroma, descemet membrani, dua
tabakasi ve endotel tabakasi olarak sayilabilir. Endotel tabakasi korneanin en i¢ katmani
olup akdéz humdr ile temas halindedir. Buyuk gogunlukla hekzagonal yapiya sahip olan
endotel hiicrelerinin dizilimi bu tabakaya bal petegi gériinimii vermektedir. insan kornea
endotel hidcrelerinin normal kosullar altinda in vivo proliferasyon yetenekleri oldukca
sinirlidir ve bu hicreler hiicre déngusinin G1 fazinda duraklamiglardir. Bu durumun siki
sikiya yerlesmis olan hucreler arasindaki temas inhibisyonuna (contact inhibition) ve
TGF-B gibi negatif blylme faktdrlerinin 6n kamarada yuiksek konsantrasyonda
bulunmasina bagli olabilecedi dugunilmektedir. Diger taraftan, kornea endotel
hlcrelerinin in vitro kosullarda ¢cogaltilabildigi ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir. Normal
kosullar altinda, kornea endotel yaralanmasi durumunda saglam kalan hucreler
genigleyerek ve/veya go¢ ederek yara iyilesmesini saglamaktadirlar. Bu suregte TGF-f3
endotel hiicre gégunu uyararak yara iyilesmesinde kritik rol oynamakla birlikte TGF-B’nin
hiicre proliferasyonunu baskiladigi, endotelyal-mezenkimal doénlisuimi (EnMT) ve
senesensi indukledigi de dusunulmektedir. Yaralanmanin fizyolojik mekanizmalarla tam
olarak iyilestirilemedigi durumda kornea endotel yetmezligi ve kalici kornea 6demi geligir.
Bu durumun tek tedavisi tam kat veya kismi kornea naklidir. Son yillarda kornea donér
temininde dunya genelinde ciddi sikintilar yasanmaktadir. Bu nedenle insan kornea
endotel hucrelerinin kaltir ortaminda optimal sekilde ¢gogaltilmasinin dnundeki engellerin
asilmasi 6énemli bir gérme probleminin ¢ézimuine olanak saglayabilecektir. Literatlirde
TGF-B, bir TGF-B inhibitéri olan ITD-1 ve bir TGF-B reseptdr inhibitéri olan
SB431542'nin insan kornea endotel hicreleri Gzerine etkilerinin incelendigi kisith sayida

calisma mevcuttur.



1.1. Amag

Bu tez cgalismasinin amaci TGF-B, ITD-1 ve SB431542'nin kornea endotel
yetmezliginin hucre temelli tedavisi icin gerekli olan fonksiyonel kornea endotel
hicrelerinin kiltdr ortaminda Uretilmesi Gzerine etkilerinin arastiriimasidir. Bdylece TGF-
B inhibisyonunun insan kornea endotel hicrelerinin proliferasyon, fonksiyon ve senesens

Ozellikleri Gzerine etkilerinin molekiler mekanizmalari aydinlatilabilecektir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMALARI

2.1. Kornea

Goz, distan ice dogru fibréz tabaka (kornea ve sklera); damar tabaka (uvea) ve
ag tabaka (retina) olmak Gzere U¢ katmandan olusur (Khurana vd 2015). Kornea, i1s1gin
g6zin igine girmesine izin veren ve 1sik Isinlarinin retinanin Gzerine odaklanmasi igin
lens gdrevi goéren, yaklasik 43 diyoptrilik (D) kirma glcline sahip seffaf bir dokudur
(Doughty vd 2002, Teichmann vd 2013). Ayni zamanda, kornea, sklera ile birlikte gézi
dis ortamdan gelecek tehlikelere kargi korur. Korneanin on yuzeyi elips seklinde olup
ortalama yatay ¢api 11,7 mm ve dikey ¢api 11 mm'dir. Korneanin arka ytzeyi daireseldir
ve ortalama capi 11,5 mm'dir. Kornea kalinhigi merkezde 0,52 mm, periferde ise 0,7
mm'dir. Korneanin 5 mm'lik merkezi alani, gézun gugli kirilma yuzeyini olusturur
(Gordon ve Donzis 1985).

Gorme iglevi igin ana 6n kosul, kornea saydamliginin korunmasidir (Chen vd
2017). Cunku, insan gézinun toplam kirma gucunin doértte Ugtinden kornea sorumludur
(Eghrari vd 2015). Korneanin muntazam kollajen organizasyonu ve avaskiler yapisi
seffafligin saglanmasindan sorumlu olan ana etmenlerdir (McKay vd 2019). Go6zun
onden arkaya dogru kirici ortamini olusturan yapilar sunlardir; gézyasi film tabakasi,
kornea, akdéz himdr, kristalin lens ve vitrdz hiumdrdir (Crooke vd 2008). Saghkh bir
gbzyasi filmi, okller ylzeyin beslenmesi, korunmasi ve normal kornea fonksiyonlarinin
saglanmasinda énemli bir rol oynar (Yanoff ve Duker 2019). Diger taraftan, korneanin
normal iglevlerini yerine getirebilmesi anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal bittnligine

ve koordinasyonuna baghdir (Walker-Brandreth 2014).

Ak6z himdr, goz kuresinin 6n odasini (kamara) dolduran berrak ser6éz bir sividir
(Roushan 2020). Ak6z himorun normal goz i¢i basincinin teminindeki roline ek olarak

tamamen avaskuler olan kornea (arka yuzeyi) ve lens (6n ylzeyi) ile yakin iligkisi



dolayisiyla bu yapilarin metabolik fonksiyonlarinin devaminda énemli bir gorevi de
mevcuttur (Walker-Brandreth 2014).

Lens ise korneadan sonra en yiksek kirici giice sahip g6z i¢i doku olup 1sik

Isinlarinin retinaya odaklanmasinda ve akomodasyonda énemli rol oynar. Kornea ile

benzer sekilde, lensin saydam yapisinin korunmasi gérme fonksiyonlari agisindan bir

zorunluluktur (Chen vd 2017).

2.1.1. Kornea Histolojisi

Kornea histolojik olarak kornea alti ayri katmandan olusur. Bunlar 6nden arkaya

dogdru; epitel tabakasi, bowman tabakasi, stroma, dua tabakasi, descemet membrani ve
endotel tabakasidir (Sridhar 2018) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Kornea Tabakalari (Khurana vd 2015)’dan modifiye edilmigtir.

2.1.1.1. Epitel Tabakasi

Yaklagik olarak 50 mikron kalinliginda olan bu tabaka dis ortama kars: ilk bariyeri

olusturur. Kornea epitel hiicreleri stirekli olarak yenilenmektedir ve tim kornea epitelinin

devir daim suresi yaklasik bir haftadir (Sridhar 2018). Kornea epitelinin ana iglevleri; dis



ortamdaki toksinlerin ve mikroorganizmalarin kornea igerisine girmesini 6énlemek (bariyer
gorevi), gbzyasi filmi ile butlnleserek 1s1gin kirllmasi igin dlizgiin bir ylizey saglamak ve
ayrica suyu ve ¢ozunur bilesenleri stroma icerisine (veya disina) aktarmak olarak
siralanabilir (Ghezzi vd 2015).

Epitel tabaka; siperfisiyel, kanatsi ve bazal hiicreler olmak Uzere 3 tip hucre
katmanindan olusur (Yanoff ve Duker 2019). YUzeyde bulunan apikal hlcreler yassi
hucre yapisindadir ve aralarinda desmozomal siki baglantilar bulunur. Apikal yuzde
bulunan hidrofobik yapidaki mikrovilluslar géz yagi film tabakasi stabilitesini saglar. Orta
kisimda 2-3 sira halinde poligonal yapida kanat hicreleri bulunur. En altta tek kath
kolumnar yapida bazal hicreler yer alir. Bu hcreler, birbirlerine zonula adherens;
altindaki bazal membrana ise hemidesmozomlarla baghdir (Sridhar 2018). Bazal
hicrelerin mitoz ile cogalabilmektedirler. Mitoza ugrayan hucreler aktin filamanlari
araciligiyla yizeye dogru goc¢ ederek kanatsi ve apikal hicrelere donusurler. Bazal
membran yaklasik 40-60 nanometre kalinhigindadir ve bazal hicreler tarafindan salinan
ekstraselliler matriksten (ECM) olusur. Yapisinda temel olarak tip 1V kollajen ve laminin
bulunur. Altindaki Bowman tabakasina sikica baghdir. Bazal membran, epitel
hlcrelerinin  yapismasi ve epitel ile stroma arasindaki hilcresel sinyalizasyonu

duzenlemek icin gereklidir (Eghrari vd 2015).

2.1.1.2. Bowman Tabakasi

Kornea epiteli ile alttaki stroma arasindaki gegisi olusturan ¢ok ince (8-14 mikron)
ve dayanikh bir bag doku tabakasidir. Gergek bir membran olmayip, stromanin
yogunlagsmis yuzeysel bir parcasidir. Temel olarak, tip | ve V kollajenlerin yani sira
proteoglikanlardan olugur ve hicre icermez. Korneayi enfeksiyon ve travmaya karsi
korur. Herhangi bir hasarlanma durumunda ince bir tabaka olarak iyilegir (skar gorulebilir)
ama eski haline geri ddnemez (Sridhar 2018). Bowman tabakasinin kalinligi yasla birlikte
azalir (Meek ve Boote 2004).

2.1.1.3. Stroma

Yaklagik 500 mikron kalinliginda, kollajen fibrillerinden olugan bir tabakadir.

Kornea stromasi kornea kalinhginin yaklasik %90'in1 olusturur ve agirlikh olarak tip |

kollajenden meydana gelmekle beraber tip IlI, V, VI kollajenleri de icerir. Kollajen lifleri



‘lamel” adi verilen 200-300'lii paketler halinde dizenlenmistir. Lamellerin stromadaki
diizeni heterojendir. Ornegin, kollajen lifleri dn stromada i¢ ice gegmistir, orta ve arka
stromada ise paralel seyir gosterir (Morishige vd 2011). Bu lamellerin mikemmel
organizasyonu korneanin saydamligi ve mekanik 6zelligi bakimindan kritik rol oynar.
Lameller arasindaki bosluklar, stromanin %Z20'sini teskil eden Kkeratositlerle
doldurulmustur. Bu hucreler, kollajen ve proteoglikan sentezi yoluyla lameller
organizasyonunun stabilitesinden ve ECM bilesenlerinin dizenlenmesinden sorumludur
(Chen vd 2015).

2.1.1.4. Dua Tabakasi

Descemet membrani ile arka stroma arasinda bulunan stromanin 6zellesmis
halidir. Yaklasik 10 mikron kalinlikta olup 3-5 kat kollajen lamellasindan olusmaktadir.

Normal stromaya gore daha sert ve ¢ok direngli bir yapidir (Dua ve Said 2016).

2.1.1.5. Descemet Membrani

Descemet membrani, endotel hlcrelerinin bazal membranindan meydana gelir
ve stromayi endotel tabakasindan ayirir. Yapisinda agirlikli olarak tip 1V kollajen bulunur
(Kabosova vd 2007). Kalinh@i ¢ocuklarda yaklasik 5 mikron iken yaslilarda 15 mikrona
ulagabilmektedir. Descemet membrani kimyasal ajanlara, travmaya ve patolojik
sureglere karsi oldukga dayanikhdir. Ancak, stroma ile arasindaki baglanti ¢ok gugla
olmayip kolaylikla stroma arka yuzeyinden ayrilabilir. Diger taraftan, Bowman
tabakasinin aksine yenilenebilme 6zelligi vardir (endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir)
(Dua ve Said 2016).

2.1.1.6. Endotel Tabakasi

Bu tabaka tek kath poligonal (siklikla hekzagonal) hiicrelerden olusan bal petegi
gorunumune sahip korneanin en i¢ tabakasidir (Sekil 2.2). Kornea endotel hiicreleri noral
krestten ve mezodermden kdken alirlar (Gage vd 2005). Endotel tabakasinin gelisimi,
FOXC1 (Forkhead box C1 protein), PITX2 (Paired Like Homeodomain 2) ve PAX6
(Paired Box 6) gibi ¢ok cesitli transkripsiyon faktorlerinin etkisi altinda gebeligin besinci

haftasinda baslar.



Endotel tabakasi akéz himor ve diger kornea tabakalarini birbirinden ayiran bir
bariyer gorevi gorir. Endotel hiicreleri arasinda gap junction ve tight junction adi verilen
baglantilar bulunmakla birlikte bu hlicreler Descemet membranina hemidesmozomlar ile
tutunurlar (Bourne 2003). Endotel hiicrelerinin arka yuzeylerinde ise Na*/K*-ATPaz aktif
transport pompalari yer alir. Saglikli bir kornea endotel tabakasi kornea hidrasyonunu
ideal diizeyde (yaklasik %78 su) tutmak icin gereklidir.

Kornea endotel hiicre yogunlugunun erken yenidogan déneminde 6000
hicre/mm? civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Bahn vd 1986, Bourne 2003). Daha
sonra, kornea boyutundaki fizyolojik artis ve eszamanl hiicresel yipranmanin bir sonucu
olarak, erken cocukluk déneminde Kornea endotel hicre yogunlugu 3000-3500
hiicre/mm? seviyesine diser (Bourne 2003). Kornea endotel hiicre yogunlugu her yil
yaklasik %0,6 oraninda azalir ve 85 yasindaki bir kiside ortalama Kornea endotel hiicre
yogunlugu yaklasik 2000 hicre/mm?dir (Yee vd 1985, Bourne vd 1997, Bourne 2003).
Diger taraftan, yaslanma ile birlikte endotel hicrelerinin boyut (polimegatizm) ve sekil
farkliigi (pleomorfizm) oranlari da degismektedir. Ancak, normal kosullar altinda, bu

fizyolojik degisiklikler korneanin normal saydam yapisini ve islevini etkilemez.

SPEKULER
MIKROSKOP]

Sekil 2.2 Kornea Endotel Tabakasi (Smeringaiova vd 2021) ‘den modifiye edilmsgitir.



2.1.1.6.1. Kornea Endotel Hiicrelerinin Gorevleri

Endotel tabakasinin ana islevi, normal bir gérme fonksiyonu igin stromayi sinirli
bir hidrasyon seviyesinde ve saydam tutarken akdéz humor igerisindeki su ve
metabolitlerin stromaya kontrollli gegisine izin vermektir. Kornea endotel hiicrelerinin
metabolik aktivitesi oldukga ytksektir ve bu nedenle ¢ok sayida mitokondri, endoplazmik
retikulum, golgi aygiti ve serbest ribozoma sahiptirler. Bu hucreler, glikoz, aminoasit ve
oksijen gibi metabolik gereksinimlerini ak6z himoérden karsilarlar (Joko vd 2013).

Kornea endotel hdcrelerinin en 6nemli iki 6zelligi “bariyer” ve “aktif pompa”

fonksiyonlaridir ve su sekilde 6zetlenebilir;

1. Bariyer gérevi: Hlcreler arasindaki siki baglantilar suyun akéz himérden stromaya

gegcisini belli oranda engelleyerek kontrolll bir bariyer islevi gorir (Mishima 1982).

2. Aktif pompa goérevi: Na*/K*-ATPaz pompasi kornea endotel hiicre membraninda
yogun bir sekilde bulunan ATP bagimh bir enzimdir. Bu enzim 1 ATP kullanarak 2
potasyum (K*) iyonunu hicre igine alir ve 3 sodyum (Na*) iyonunu hicre disina atar
(Waring 1982). Hicre disina Na* atilmasi esnasinda su (H».O) da beraberinde ak6z
humor yoniinde atilmis olur (Bonanno 2012). Diger taraftan, kornea endotel hiicrelerinde
bulunan intraselliler karbonik anhidraz enzimi CO; ve H.O’yu H* ve HCO3 iyonlarina
ayirir. HCO3-Cl- pompasi devreye girerek hiicre igine CI girerken hiicre disina HCOs ve
H* iyonu ¢ikar. Olugsan HCOs iyonu Na*/K*-ATPaz pompasinin galismasi igin gerekli
ortami saglamig olur (Bonanno 2012).

Ozetle, endotel tabakasi korneanin akéz hiimérden beslenmesinde ve hidrasyon
kontrolinde 6nemli rol oynar. Endotel hicreleri, blylk partikillerin pinositoz yoluyla
veziklller halinde tasinmasini saglarken; daha kiguk yapidaki besinlerin ve diger
molekullerin ak6z himdrden avaskiler olan korneaya sizinti seklinde pasif gegisine izin
verir (Petroll vd 2009, Smeringaiova vd 2021). Diger taraftan, endotel hicreleri igindeki
iyon tasiyicilari, bu difizyon gradyanini aktif olarak dengeler ve substratlari stromadan
akéz humore tasir. Kornea endotelinin bu sizdirici etkisi ve aktif pompayla bunu
dengeleyerek normal kornea hidrasyonunu (ve dolayisiyla saydamligini) saglamasi

pompa ve sizinti ‘pump and leak’ hipotezi olarak adlandirilir (Bonanno 2012) (Sekil 2.3).



\

Isfs
1l

<
=5
<=

Sekil 2.3 Pompa ve Sizinti (pump and leak) Hipotezi (Bogerd vd 2018)’ dan modifiye
edilmigtir.

Kornea saydamliginin teminindeki diger 6nemli faktorler ise saglikli okiler yizey
ve g6z yasi filmi, kornea epitelinin bariyer etkisi, géz yasinin kornea ylzeyinden
buharlagsmasi yoluyla stromal dehidratasyona katkida bulunmasi, tim kornea
tabakalarinda bulunan hucrelerin siki paketlenmesi ve hicre organellerinin az sayida
bulunmasi, avaskilarite ve kornea kollajen lamellerinin karmasik ve siki dizilimi
sayesinde stromal molekullerin gérundr 1sigin dalga boyundan daha kuguk olmasi olarak
sayilabilir (Bonanno 2012, Bogerd vd 2018).

2.1.1.6.2. Kornea Endotel Tabakasi Hasari

Travma, intraokller cerrahi ve implantlar, Gveit gibi intraokuler inflamatuar
hastaliklar, lazer uygulamalari, géz damlalari iginde bulunan toksik ajanlar, uzun sureli
kontakt lens kullanimi, endotelyal distrofiler ve akut glokom ataklari gibi durumlar dnemli
Olgude endotel hicre kaybi ve kalici kornea bulanikligi ile sonuglanabilir (Bourne 2003).

Kornea endotel tabakasi hasari oldugunda, geride kalan hucreler, yapisal ve
fonksiyonel devamliligi korumak Uzere boyutlarini ve sekillerini degistirerek hasarl
bolgeye gog ederler (Bogerd vd 2018). Bu durum iki turlG sonuglanabilir; birincisi, normal
kornea fonksiyonu tekrar saglanir; ikincisi ise, eger hasar telafi edebilecek yeterli sayida
normal kornea endotel hucresi yok ise kalici kornea 6demi geligir (Khurana vd 2015).

2.1.1.6.3. Kornea Endotel Hiicre Hasari ve Yara iyilesme Siireci

insan kornea endotel hiicrelerinin in vivo olarak ¢ogalip ¢ogalmadigi konusu

literatlirde en ¢ok tartisilan konulardan bir tanesi olup genel bilgi bu hicrelerin in vivo
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bolinme kapasitelerinin ¢ok sinirli oldugu yoénindedir. Bu durum c¢esitli hipotezlerle
aciklanmaya c¢alisiimaktadir. Ornegin, yogun sekilde paketlenmis hiicreler S-fazina
gegcisi dnleyen ve hicreleri G1 fazinda durduran sikline bagimli bir kinaz inhibitéri olan
p27kip1'i upreglle ederek gucli temas inhibisyonu (contact inhibition) gdsterirler
(Matsuda vd 1985, Baldwin ve Marshall 2002, Sumioka vd 2008) (Sekil 2.6). Diger
taraftan, 6n kamarada mitozu artiracak pozitif blylime faktérleri c¢ok dusik
konsantrasyonlarda bulunurken, donustiricu buyume faktora-beta gibi (transforming
growth factor, TGF-B) gibi hucre stazini zorlayan negatif buyume faktorleri yuksek
konsantrasyonda bulunmaktadir (Imanishi vd 2000, Baldwin ve Marshall 2002). Ayrica,
bu hicrelerin yogun ultraviyole 11k maruziyeti ile birlikte yliksek hiicresel metabolizma
hizi stres kaynakh hicresel yaslanmay tetikleyen reaktif oksijen tirevlerinin (ROS)
birikmesine neden olmaktadir (Bogerd vd 2018).

Sekil 2.4 Endotel Hicrelerinin Restorasyonu (Bogerd vd 2018)’den modifiye edilmistir.

Kornea endotel hdcrelerinin in vivo bdlinme kapasitelerinin ¢ok kisith oldugu
gosterilmis olsa da temas inhibisyonunun ortadan kaldinldigi ve uygun buyume
faktorlerinin ortama eklendidi in vitro kosullarda bu hucrelerin G1 fazini gegip hiicre
dénglsind tamamlayarak cogalabildigi bilinmektedir (Zavala vd 2013). Gunumuz
kosullarinda, insan dondr kornea dokusundan izole edilen endotel hiicreleri in vitro
kosullarda kultire edilebilmektedir. Ancak, kultire edilmis bu hlcrelerin sispansiyon

halinde hastaya transferi ve enjekte edilen endotel hlicrelerinin kornea arka ylzeyine
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tutunup yasamlarini ve islevlerini sirdirebilmesi konusunda énemli zorluklar mevcuttur.
Bu yaklasimin yerine hastanin geride kalan az sayidaki saglam endotel hiicrelerinin in
vivo ¢ogalmasinin uyariimasi yonindeki arastirmalar halen devam etmektedir (Joyce
2005, Joko vd 2013).

Normal fizyolojik kosullar altinda, kornea endotel tabakasi hasari gelistiginde,
yara iyilesmesi surecinde bazal membran boyunca fibronektin ve laminin birikir (Sabet
ve Gordon 1989). Bu hucre digi matriks molekilleri, hicre iskeletinin yeniden
dizenlenmesi dahil olmak tzere, yonlendirilmis hiicre gégu ile baglantili sinyalleri tesvik
eden kilavuz olarak iglev gorurler (Berzat ve Hall 2010). Saglikh kalan kornea endotel
hicreleri, yara iyilesmesi slrecinde hicre iskeleti degisikliklerine ugrarlar. Bu
degisiklikler, hasarli bodlgeyi értmek ve ¢okgen bir hicre sekli olusturmak igin aktin
yeniden organizasyonu ve hicresel genislemeyi icermektedir. Boylece, hasarli bodlge
kapatilir ve endotel tabakasi bariyer fonksiyonunu yeniden kazanir. Tim bu bahsedilen
hicresel degisiklikler ayni zamanda endotelyal-mezenkimal gecis (EnMT) durumu ile
uyumludur. Bu slreg, tekli hlcresel yapinin bozulmasina ve hlcre-hicre temas
inhibisyonunun kaybolmasina neden olur (Jiayan Liu vd 2020). EnMT sUlresince hticreler
kendi fonksiyonlarini ve sekillerini kaybederler ve fibroblast benzeri bir fenotipe
donusurler. Hlucreler komsu hicrelerinden ayrilarak Descemet membrani boyunca tek
tek kusurlu bolgeye go¢ ederek bu bolgeyi kapatirlar (Petroll vd 1997, Li vd 2013, Lee
vd 2018, Hwang vd 2020, Ong Tone vd 2021). EnMT'nin ayirt edici 6zelligi, baglantisal
protein E-kadherinin down regulasyonu, fibronektin ve vimentin gibi hlcre iskeleti
proteinlerinin de up regilasyonu ile birlikte kollajen tip 1 genlerinin (COL1A1 ve COL1A2)
artan ekspresyonudur (Lamouille vd 2014). Ayrica; 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 gecis belirte¢ genlerinin, tip 1 kollajen ekspresyonunu ve E-kadherinlerin

baskilanmasini dizenledigi bilinmektedir (Lee vd 2018).

Fibriler olmayan bir kolajen proteini olan Tip VIII kolajen, kornea ve vaskuler
endotelyal hicreler tarafindan eksprese edilir (Li vd 1993). a1(VIIl) ve a2(VIIl) (genler:
COL8A1 ve COL8A2) olmak uzere iki farkh polipeptit zincirinden olusan bir
heterodimerdir (Sage vd 1983, Plenz vd 2003). Kollajen Vllla2 (COL8A2), kornea
endotelinin temel zar olan Descemet zarinin ana bilesenidir (Gottsch vd 2005).
COLB8AZ2, kornea endotel hlicre buttunluginun ve yapisinin korunmasinda potansiyel bir
role sahiptir (Hara vd 2019). COL8A2, kornea endotel hicre proliferasyonu ile iligkili olup

ekspresyonunun artigl, hiicrelerin gogu ve gogalmasi icin gereklidir (Wang vd 2013).
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Siki baglantilar, diger komsu hicrelerin siki baglantilariyla dogrudan temas
halinde olan proteinlerden ve endotel bariyer fonksiyonunu diizenlemek igin baglanti
zarini hicre iskeletine baglayan komplekslerden olusur (Elliott vd 1980, Zhu ve Joyce
2004). ZO-1, hicrelerin apikal tarafi boyunca uzanan siki baglanti ylzeyinin énemli bir
submembrandz proteinidir (Gonzalez-Mariscal vd 2000, Liu vd 2017). Hlicre zarinda ZO-
1l'in  uygun sitolokalizasyonu, kornea endotel hicrelerinin altigen yapisini
gOstermektedir, hiicre bariyeri batinligunin de bir géstergesi olarak kabul edilmektedir
(Laing vd 1984, Terry 2006).

Yara iyilesmesi sirasinda kornea endotel hicrelerinin gogu ve yayilmasi bir dizi
faktor tarafindan uyariir. ECM proteinleri fibronektin ve TSP-1'in hicre gég¢ini
kolaylastirdi§i goésterilmistir (Blanco-Mezquita vd 2013). Endotelyal gocl ve yara
iyilesmesini destekledigi bilinen blyume faktérleri arasinda EGF, FGF-2, IL-13, PDGF-
BB, TGF-B2 ve VEGF bulunurken, IGF-I ve IGF-II etkisizdir ve IL-4 hiicre go¢unu azaltir
(Soltau ve McLaughlin 1993, Hoppenreijs vd 1996, Thalmann-Goetsch vd 1997,
Imanishi vd 2000, Baldwin ve Marshall 2002, Lee ve Heur 2013). Yara iyilesmesi igin
dnemli olan bu faktérlerin alt sinyal yolaklari gesitlidir. Ornegin, cAMP yolu, ERK1/2 ve
p38 MAP kinaz yoluyla hareket eden prostaglandin E2'nin endotel gdcline ve yara
iyilesmesine katildigi gosterilmistir (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
Uzere c¢esitli yollarla hiicre gdé¢lnl uyarir (Lee vd 2004, Joko vd 2013). IL-13, hem Cdc42
(Cell Division Cycle 42)'yi aktive eden hem de RhoA'yi etkisizlestiren Wnt5a'nin yani sira
FGF-2'nin uyariimasi yoluyla gé¢i uyarmaktadir (Jeong ve Kay 2006, Lee vd 2012, Lee
ve Heur 2013, Lee vd 2014). IL-1 endotel hiicrelerinde hlcre gé¢ini dogrudan ve dolayl

olarak uyaran bir sitokindir.

Yukarida bahsedildigi Uzere, kornea endotel yara iyilesme sureglerinde ¢ok cesitli
ve birbiriyle baglantili karmasik mekanizmalar rol oynamakla birlikte bu surecte yer alan
ana yollar; Rho/ROCK yolu, fosfoinositol-3-kinaz (PI3K) ve protein kinaz b (Akt) yolu,
Wingless-Inkt yolu ve (TGF-B) yolu olarak sayilabilir.

2.2. Hicresel Yaglanma (Senesens)

Yaslanma, genel olarak, dmir boyunca doku ve organlarin fizyolojik islevinde,

adaptasyonunda ve dayanikliliginda kademeli dislsin zamana bagl sureci olarak

tanimlanir (Lépez vd 2013, He ve Sharpless 2017).
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Hucresel yaslanma, hicre bélinmesinin durmasiyla karakterize bir durumdur.
1960'larin baslarinda, Leonard Hayflick ve Paul Moorhead, hire kiltiriindeki normal
insan fetal fibroblastlarinin, yaslanmadan 6nce en fazla 50 kez replike olabildigini
gOsterdiler. Bu surec "replikatif yaslanma" veya “Hayflick limiti” olarak bilinir (Liu vd 2019)
(Sekil 2.5). Hayflick'in olimla hacreleri kesfi, hicresel yaslanmanin molekiler
mekanizmalarinin anlasiimasinin énind agmistir. Hiicresel yaslanma, ¢ok cesitli stres
indUkleyici faktor tarafindan baslatilabilir (Li vd 2018). Bu stres faktdrleri, diger pek ¢ok
seyin yanl sira hem cevresel hem de dahili zarar verici olaylari, anormal hicresel
bdyumeyi, oksidatif stresi ve otofaji faktorlerini icermektedir (Khurana vd 2015). Hucre
yaslanmasinin fizyolojik 6nemi, karsinogenezin 6nlenmesine ve son zamanlarda ise
yaslanma, buylime ve doku onarimina atfedilmektedir.

Mekanik olarak, replikatif yaslanma, telomerlerin kisalmasinin neden oldugu bir
DNA hasarina yanit olarak tetiklenebilir. Diger taraftan, DNA hasari yiksek ROS dizeyi,
onkogen aktivasyonu ve hucre-hucre fuzyonu ile iligkili olabilir. Siklikla, hucre
yaslanmasi c¢esitli faktorlerin (yani hem telomer kisalmasi hem de oksidatif stres) bir
araya gelmesiyle gerceklesir (Liu vd 2019).

Telomerler, hicre bolunmesinin her dongusu sirasinda kisalan kromozomlarin
sonundaki DNA tandem tekrarlaridir (Liu vd 2019). Her hiicre déngusu ile kromozomal
telomerlerin art arda kisalmasinin, hicrenin bélunme sayisini sinirlayarak yaslanmaya
katkida bulunduguna inaniimaktadir. Yeterli kisalmadan sonra, TRF2 gibi telomer
yapisini korumaktan sorumlu proteinler yer degistirir ve bu da telomerin bir ¢ift sarmal
kirlma bolgesi olarak taninmasina neden olur. Bu durum replikatif yaglanmaya neden
olur. Telomer kisalmasi, progerin gibi dokuyu bozan ve yetmezlige yatkin hale getiren
toksinler Ureten kapsamli RNA degisikliklerini aktive etmektedir (Zhu vd 2015). Normal
kosullar altinda DNA hasar yaniti, DNA hasar (¢ift sarmal DNA kiriklari gibi) onarilana
kadar hiicre dongustui ilerlemesini durdurur. Yaglanmigs hicreler ise endojen DNA onarim
aktivitelerine direncli kalici DNA hasar yaniti sergilerler (Tangvarasittichai 2018). Uzamis
DNA hasar yanitt hem ATM hem de ATR DNA kinazlari aktive eder.

Bu iki kinaz tarafindan baglatilan fosforilasyon kaskadi, hiicre dénguisinin nihai
olarak durmasina neden olur. DNA hasarinin ciddiyetine bagh olarak, hucreler artik
onarim go6remeyebilir ve apoptozis veya hlicre yaslanmasi sirecine gidebilirler
(Jurkunas vd 2010). Memeli hucre kulturt ve dokularindaki bu tur yaglanmig hucreler,
cift sarmal DNA kiriklarini ve DNA hasar yaniti isaretlerini muhafaza ederler. Cift sarmal
DNA kiriklarinin yaglanma surecinin ana itici gugleri oldugu 6ne surulmektedir. Ayrica,
erken yaglanma hastaliklari ile iligkili bulunan DNA tamir genlerindeki mutasyonlar, hicre
yaglanmasinin  yaslanmadaki rolini desteklemektedir (Jurkunas vd 2010,

Tangvarasittichai 2018).
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Hucresel yaslanmaya yol agan sinyal yollari arasinda p53 ve p16Iink4a yolaklari
yer almaktadir (Lu vd 2016). Bu yollarin her ikisi de hicresel stresdrlere yanit olarak
aktive olur ve hicre dongusinin inhibisyonuna yol acar. p53, sikline bagiml kinaz 2
(Cdk 2)yi deaktive eden p21'i aktive eder (Matthaei vd 2012). Cdk 2 olmadan,
retinoblastom proteini (pRB) aktif, hipofosforile formunda kalir ve énemli bir hlicre
donglsu duzenleyicisi olan transkripsiyon faktori E2F1'e baglanir. Bu, E2F1'in
transkripsiyonel hedeflerini bastirir ve G1 fazindan sonra hiicre déngusinin durmasina
yol agar (Sekil 2.6). Ayrica, p16Ink4a da sikline bagimh kinaz 4 (Cdk 4) ve sikline bagimli
kinaz 6'nin (Cdk 6) inaktivasyonu yoluyla pRB'yi de aktive eder (Matthaei vd 2012).
p16inkd4a, erken, stres kaynakli yaslanmanin indiklenmesinden sorumludur (Lu vd
2016) (Sekil 2.6). Bu geri dondurilemez degildir; p16ink4a'nin promotor metilasyonu
veya p16lnk4a lokusunun silinmesi vyoluyla susturulmasi, yaslanma p16ink4a
aktivasyonu ile baglatilmigssa hucrenin hucre dongusine devam etmesine izin verir (Lu
vd 2016).

Yaslanma ile iligkili salgi fenotipi (SASP) gen ekspresyonu, en énemlisi NF-KB
olan C/EBPB dahil olmak Uzere bir dizi transkripsiyon faktort tarafindan induklenir
(Salotti ve Johnson 2019). Aberran onkogenler, DNA hasari ve oksidatif stres, NF-kB'nin
yukari akis duzenleyicileri olan mitojenle aktive olan protein kinazlari indukler (Zhu vd
2019).

Sekil 2.5 Replikatif Yaslanma (Senesens) (Jesus ve Blasco 2012)’'den modifiye

edilmistir.
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2.3. Transforming Growth Factor (TGF) Ailesi

TGF, hucrelerin blylumesini saglayan polipeptid yapili bir blylime faktor

toplulugudur. Alfa (a) ve beta (B) olarak iki alt grubu mevcuttur (Lee vd 1985).

2.3.1. TGF-alfa (a)

TGF-a, bazi 06zellesmis hicrelerce sentezlenir. Bu hicreler trombositler,
keratinositler, bazi indiklenmis makrofajlar ve beyin hlcreleridir. Yapisinda U¢ adet
disulfid bagi ve 50 kadar aminoasit Gnitesinin birlesmesiyle tesekkillenmis protein yapili
bir biyomolekuldur. TGF-a, epidermal buyume faktoru (EGF) ile benzerlik
gOstermektedir. Ancak, EGF’nin nispeten daha otokrin islev goéren cesidi oldugu
disunulmektedir. EGF reseptorlerine baglanarak mezenkimal, epitelyal ve endotelyal
hicre buyumesini ve endotelyal hicre kemotaksisini indukleyerek biyolojik etkisini

gosterir (Massague 1990).

2.3.2.TGF-beta (B) Suiperailesi

TGF-B molekuld, molekuler agirligr 25 kilo Dalton (kDa) olan bir dimerdir.
Slperaile terimi ¢ok sayida alt gruba sahip biyomolekiller icin kullanilan bir terimdir.
TGF-B slperailesi hicre siklusu kontrold, erken gelisimin regtlasyonu, farklilagsmasi,
ECM olusumu, hematopoezis, anjiogenezis, kemotaksis, immin fonksiyonlar ve
apoptozis gibi olaylarinin diizenlenmesinde rol oynar. insan TGF-B siiperailesi,
homodimerik veya heterodimerik salgilanan sitokinleri kodlayan 33 gen icerir (Heldin ve
Moustakas 2016, Derynck ve Budi 2019). Bu proteinler, isleme sirasinda salgi yolu
boyunca pargalanan ve gogunlukla tek bir distlfid badi yoluyla bir arada tutulan olgun
dimerik ligandlar treten bir édnctu formda sentezlenir (Dijke ve Arthur 2007, Heldin ve
Moustakas 2016). Aktivinler, kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler), blyime
farklilagsma faktorleri (GDF'ler), millerian inhibe edici madde (MIS), nodal ve TGF-f aile
dyeleri, molekdler kimliklerinin gegmisine dayali olarak cesitli isimler almistir. TGF-,
intrauterin dénemde embriyonun gelisimi ve morfogenezisin gergeklesmesini saglarken,
erigkin dokularda homeostazisin korunmasinda énemli rol oynar.

Anlagilacad! Uzere TGF-B'nin temel fonksiyonu proliferasyonunu sinirlamak
(sitostatik etki) ve farklilasmayi induklemektir. TGF-B yanitinda, hicre déngusunin
durdurulmasi ge¢ G1 fazinda meydana gelir (Sekil 2.6). Bunun nedeni sikline bagimli
kinaz (CDK) inhibitérlerinin indiksiyonudur (Sporn vd 1986, Coffey vd 1987). TGF-

stiperailesinin rol aldigi biyolojik sinyaller, ¢ok hicreli organizmalarin fizyolojik
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gelisiminin her yo6ninu dlzenler ve yasam boyunca hicresel, doku ve organ

fonksiyonlarinin iletisimi ve koordinasyonu igin olduk¢a 6énemlidir (Heldin vd 2016).
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Sekil 2.6 Hiicre Dongusitnin Pozitif ve Negatif Dizenlemesini Gdsteren Diyagramlar.

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

2.3.2.1.TGF-B Superailesinin Siniflandiriimasi

TGF-B molekilinin TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3 olarak memeli dokusundan izole
edilmis 3 izoformu bulunmaktadir (Lawrence 1996). TGF-B siperailesi iginde ilk
tanimlanan Gye, normal sigcan bdbrek hicrelerinden izole edilen TGF-B1 izoformu
olmustur. Bu molekdllerin ortak vyapisal 0zelligi sistin Unitelerini icermesidir
(Gaarenstroom ve Hill 2014). Farkh izoformlarin (TGF-B 1, 2, 3) etkileri hedef hicrelerin
tipine, farklilasma durumlarina ve diger sitokinlerin varligina bagimlidir. Ornegin, in vitro
TGF-B ailesinin kemik ve kikirdak gibi destekleyici dokulardan kaynaklanan hicreler igin
mitojenik; diger birgcok hicre icin inhibitdr etkisi oldugu gosterilmigtir. Yine hucre tipine
bagl olarak uyarici veya inhibitér etkiler ile farkhlagmayi duzenledigi, ekstraselliler
matriks olusumunu uyardidi, bazi hucreler icin hicre goéc¢ini sagladigi ve erken
embriyogenesis sirasinda mezoderm olusumunu indikledigi gdsteren c¢alismalar

mevcuttur.
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2.3.2.2. TGF-B Sinyalizasyonu

TGF sinyalizasyonu, bir TGF- stiperailesi ligandinin (BMP, GDF, anti-Mllerian
hormon, activin, nodal ve TGF-B’lar) TGF- tip Il reseptorine (TGFBRII) baglanmasiyla
baslar. TGFBRII, TGF-B tip | reseptérunin (TGFBRI) fosforilasyonunu katalize eden bir
serin/treonin reseptor kinazidir. Her ligand sinifi, spesifik bir TGFBRII'ye baglanir.
Memelilerde bilinen yedi farkhh TGFBRI ve bes farklh TGFBRII vardir. Fosforilasyona
ugrayan TGFBRI daha sonra reseptor-tarafindan-diuzenlenen SMAD'leri (R-SMAD'ler)
fosforile eder ve boylece coSMAD SMAD4'U baglayabilir hale gecger (Frick vd 2017). R-
SMAD/coSMAD kompleksleri, transkripsiyon faktorleri olarak hareket ettikleri ve hedef
gen ekspresyonunun dizenlenmesine katildiklari gekirdekte birikirler (Munir vd 2004, Zi
2019). TGF-B ligandlarindan olan aktivin’in aktivin A, aktivin B ve aktivin AB olmak Gzere
u¢ formu mevcuttur. Aktivinler embriyogenez ve osteogenezde rol oynarlar. Ayrica
hipofizer, gonadal ve hipotalamik hormonlarin yani sira insilin gibi birgok hormonu da
dizenlerler. Ayni zamanda sinir hiicreleri icin hayatta kalma faktorleridir.

BMP'ler kemik morfogenetik protein reseptori tip-2'ye (BMPR2) baglanirlar.
Osteogenez, hicre farklilagsmasi, dn/arka aks spesifikasyonu, blylime ve homeostaz
dahil olmak Uzere ¢ok sayida hicresel fonksiyonda yer alirlar. Nodal ise activin A
reseptoriine tip 1IB (ACVR2B) baglanir. Daha sonra ya activin A reseptoru tip 1B
(ACVRI1B) ile ya da activin A reseptoru tip IC (ACVR1C) ile bir reseptér kompleksi
olustururlar (Munir vd 2004, Zi 2019). TGF-B'lar, BMP'ler gibi, sadece embriyogenez ve
hicre farklilagsmasinda degil, ayni zamanda apoptozis ve diger fonksiyonlarda da gérev
alirlar. TGF-f izoformlari homodimerik polipeptidlerdir ve TGFBRII'ye baglanirlar. Ortak
yapisal elementleri paylasmalarina karsin TGFBRII igin farkli baglanma yatkinliklari
gOsterirler. TGF-B1 ve -B3, TGFBRIl'ye yiksek afinite ile baglanirken TGF-32,
TGFBRIl'ye dusuk afinite ile baglanir (Baardsnes vd 2009, Hinck vd 2016).

Onceki caligmalar, TGF-B siiperailesi ligandlarinin her monomerindeki TGF-B
reseptdrlerinin baglanma epitoplarinin benzersiz oldugunu ve iglevlerinin blyuk élglide
birbirinden bagimsiz oldugunu 6ne surmektedir (Hinck vd 2016). TGF-$ ligandlarinin
reseptorleri icin yiksek 6zgllliga, baglanma epitoplarinin yeniden diizenlenmesi yoluyla
insan hastaliklarinda terapotik uygulamalar icin kullanimina olanak saglayabilecegi
dusunulmektedir (Zi 2019).
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2.3.3.TGF-B ve Kornea Endotel Hiicre iliskisi

Kornea endotel hucreleri, EGF, FGF, TGF-p1, TGF-a, HGF, trombosit tirevli
blylume faktéri (PDGF), keratinosit blylime faktori ve reseptorlerini sentezlemektedir
(Wilson vd 1994, Uttamsingh vd 2007, Hata ve Chen 2016). On kamarada mitozu
uyaracak pozitif blyume faktorleri disuk konsantrasyonlarda bulunurken, TGF-B gibi
negatif blylume faktorleri yiksek miktarda bulunur (Bogerd vd 2018). TGF-B1 ve TGF-
B2, G1 fazi inhibitéri olan p27'nin up regulasyonunu saglayarak (Kikuchi vd 2006)
kornea endotel hicrelerinin S fazina girigini baskilar ve hiicre proliferasyonunu bloke
eder (Joyce vd 1996, Harris ve Joyce 1999, Kikuchi vd 2006). Diger taraftan, TGF-B'nin
kornea endotelinin yara iyilesmesi sirasinda hicre gécunu arttirdigi bilinmektedir (Zhu
vd 2012, Joko vd 2013). TGF-B1, kornea endotel hicrelerinin mezenkimal donugumuna
induklemektedir (EnMT). Primat ve insan kornea endotel hicrelerine TGF-31 ilavesinin
doza bagh bir sekilde endotel fenotipinin kaybina neden oldugu gdsterilmistir (Okumura
vd 2013). TGF-B1 ayrica hicre morfolojisini endotelden fibroblast benzeri fenotipe
donusturir. Bazi calismalarda EGF'nin bazi epitel hiicrelerinde EnMT'yi indiklemek icin
TGF-B1 ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Jampel vd 1990, Kikuchi vd 2006). Son
zamanlarda, bir TGFBRI kinaz inhibitori olan SB431542’nin kornea endotel hiicrelerinde
TGF-B yolunu bloke ederek EnMT’yi durdurdugu, hiicre seklinin korunmasina katkida
bulundugu ve ayrica ZO-1 ve Na‘/K*-ATPaz ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir
(Okumura vd 2013, Roy vd 2015).

2.4. Hipotez

Hipotez 1. TGF-B inhibitérid (ITD-1) ve TGF-B reseptdr inhibitdéri (SB431542) kornea

endotel hicrelerinin proliferasyonunu arttirir.

Hipotez 2: TGF-B inhibitoru (ITD-1) ve TGF-B reseptdr inhibitéri (SB431542) kornea

endotel hucrelerinin yaslanmasini onler.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. insan Kornea Endotelyal Primer Hiicre Dizini ve Kullanilan Gézeltiler

insan kornea endotelyal primer hiicre hatti, Celprogen firmasindan T25 hiicre

flaskinda canli hicre olarak temin edildi (Celprogen- 36081-13-T25; Pasaj 2). Yaklasik
%95 oraninda adherent, %5 oraninda slUspanse olan hiicre popullasyonunun Kkualttr
ortami 24-48 saatte bir hucre kultura ortami degistirildi.

1. Serum iceren HCEC medyumu (Celprogen, M36081- 13S)
Serumsuz HCEC medyumu (Celprogen, M36081-13)
Ekstraselller maktriks ile kapl flask (Celprogen, E36081-13-T25)
Ekstraseliler maktriks ile kaph 6-well-plate (Celprogen, E36081-13-6-well)
Ekstraselller maktriks ile kaplh 96-well-plate (Celprogen, E36081-13-96-well)
Dondurma medyumu (Celprogen, M36081-13FM)
EDTA igeren 1X PBS sollisyonu (Celprogen- P1408-013)
1XTripsin EDTA Solusyonu (Celprogen- T1509-014)
TGF-B inhibitér (ITD-1) (Cayman-23326)
10. TGF-B1 Reseptor inhibitdrii (SB431542): (Cayman-13031)
11. TGF-B1 (Peprotech HEK 293 derived)

© © N o gk~ W N

3. 2. Hucrelerin Gogaltilmasi ve Pasajlanmasi

insan kornea endotel hiicreleri steril besiyerinde, +37°C’de, %5 CO. ve %95
nemlendirilmis hava igeren karbondioksit inkibatérinde kiltlr edilerek cogaltildi.
Hucreler 2 glinde bir besi yeri degistirilerek takip edildi. Hlcreler %60 ila %70 doluluga
ulastiklar, yapistiklari flasktan kaldirilarak yeni flasklara pasajlandi. T25'lik flasklarda
pasajlama iglemi icin;

1. Flaskta mevcut halde bulunan medyum cekildi ve 1X PBS steril solisyonuyla
2 ml PBS ile, 2-3 dk 1 kez yikandi ve PBS ortamdan uzaklastirldi.
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2. Flaska damla damla 2 ml tripsin eklenerek flaksin her tarafini kaplamasi
saglandi. Ardindan tripsinizasyon isleminin gergeklesmesi icin 3-4 dk inklbatérde
bekletildi.

3. Sure bitiminde flaskin kenarina nazikge vurulup kalan hicrelerin de zeminden
uzaklastiriimasi saglandi ve invert mikroskopta (Olympus, CKX41SF Ters Faz Kontrast

Mikroskobu) degerlendirilerek hicrelerin ylzdigu teyit edildi.

4. Tripsin aktivasyonunu durdurmak icin tripsinle esit hacimde 2 ml serumlu
medyum flaska eklendikten sonra flask igerigi nazikge tim alt duvar yikayacak sekilde
birka¢ kez pipetaj yapildi ve ortam nétralize edildi.

5. Sonrasinda hiicre suspansiyonu 15 ml’lik steril falkon tlplerinde toplandi ve
100 g'de 7 dakika santrifijlendi.

6. Santrifij sonrasi tlplerin Ustlinde kalan slpernatant atildi, altta kalan pellet
Uzerine 500 pl taze serumlu medyum eklenerek resuspanse edildi.

7. Elde edilen hicre sUspansiyonu, Uzerine 5 ml taze serumlu medyum eklenerek
T25 flasklara pasajlandi.

8. Hucreler, 37°C'de %5 CO; ile nemlendirilmis bir inkiibatérde inkibe edildi ve

her 24 ila 48 saatte bir medyum degistirilerek takip edildi.

3. 3. Hucrelerin Gozdiirilmesi

Hucre kultdrandan canhligint korumak ve kaltiriin daha hizli iyilegsmesini saglamak
icin htcrelerin dogru sekilde ¢ozulmesi hayati 6nem tasimaktadir. DMSO gibi bazi
kriyoprotektanlar 4°C'nin Uzerinde toksiktir, bu nedenle hucrelerin hizli bir sekilde
¢ozulmesi (<1 dakika) ve toksik etkileri en aza indirmek igin biyime medyumunda
serumla seyreltimesi 6nemlidir. Kisaca, donmusg hucreleri iceren kriyotip kuru buzdan
veya sivi nitrojen buhar fazindan c¢ikartildi ve hemen bir c¢alkalayicida 37°C'lik su
banyosuna alindi. Kriyotlip 37°C'lik su banyosunda hafifge dondurilerek hiicre hizli bir
sekilde ¢ozduruldi (<1-2 dakika). Tipe %70’lik alkol puskurtildi ve ¢gdzulmus tup flaska

alind.

3. 4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki deneylerde kullaniimak tzere hiicrelerin bir kismi stoklandi. Bunun

icin baslangictaki basamaklar hicrelerin pasajlanmasi iglemleri ile ayni olmak Gzere;
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1. T25 flaskta %70-80 konfluent olduktan sonra hicrelerin Gzerindeki besi yeri
cekildi ve 2 ml PBS flaskin duvarindan yavasca verilerek flaskin tim ylzeyini kaplamasi
saglanarak yikama islemi yapildi ve PBS geri cekildi.

2. T75 flask icin 2 ml tripsin damla damla eklenerek hticreler kaldirildi. Flask 2 dk
boyunca inklbatérde bekletildi.

3. iglem sonunda zemine vyapisik hiicre kalmadigi invert mikroskopla
gozlemlendikten sonra 4 ml taze serumlu medyum eklendi ve enzim aktivasyonu
durduruldu.

4. Hicreleri dondurmak icin de hiicre sayimi yapildi.

5. Dondurmak i¢cin hedeflenen hiicre sayisi 500.000-1.000.000 arasi olarak kabul
edildi. Hacreler sayildiktan sonra, uygun miktarlar kriyotliplere aktarildi ve Uzerlerine
dondurma medyumu eklendi (Her bir kriyotlip toplam 1 ml oldu).

6. Kademeli dondurma yapmak icin izopropil alkol iceren dondurma kabi (freezing
container) iginde en az 4 saat -20°C’ de tutularak daha sonra -80°C'de saklanmak Uzere
kaldirildi.

3.5. Hucrelerin Sayimi

Hucre sayimi yukarida anlatilan gsekilde tripsinize edilip daha sonra ndtralize
edilen flasktan yapildi. Flask icerisinde homojenize edilen medyum ve hiicre karisimdan
0,5 ml bir ependorfa alinarak sayim islemine gegildi.

Hlcre sayimi bu ependorftan 10 pL pipetaj ile alinarak Neubauer laminda yapildi.
Sekil 3.1'de gosterildigi gibi Neubauer laminda harflerle belirtilen karelerin hacmi 1 mm?
tur. Bu dort alandaki sayima karelerin sol ve ust kenarlarinin Gzerindeki hicreler dahil
edildi.

TUm bu alanlardaki hiicreler (N) sayildi. N =a+b+c+d; 1 mm? teki hiicre sayisi =

(N/4) x 10* formiliine gore hesaplandi.
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Sekil 3.1 Neubuer Lami

3.6. Proliferasyon Deneyleri

Deney Gruplari

Kontrol
TGF- B1 (1 ng/ml)
TGF- B1 (2 ng/ml)
TGF- B1 (5 ng/ml)
TGF- 1 (10 ng/ml)
TGF-B inhibitér (ITD-1) (1 uM)
TGF- inhibitér (ITD-1) (3 uM)
TGF-B inhibitér (ITD-1) (10 uM)
TGF-B inhibitér (ITD-1) (30 uM)
. TGF-B1 reseptoér inhibitori (SB431542) (1 uM)
. TGF-B1 reseptor inhibitori (SB431542) (3 uM)
. TGF-B1 reseptoér inhibitori (SB431542) (10 uM)
. TGF-B1 reseptor inhibitori (SB431542) (30 uM)
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Proliferasyon deneyleri sonucunda segilen dozlardaki TGF- 31, ITD-1 ve SB431542
kombine uygulandi.

1. TGF- B1 (2 ng/ml)+TGF-B inhibitdr (10 uM)
2. TGF-B1 (2 ng/ml)+TGF-B1 reseptor inhibitérd (10 uM)
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BrdU Testi

1. Her grup Ggll olarak 96 kuyulu plakalara daha 6nce bahsettigimiz sekilde her
kuyuda 20.000 hticre olacak sekilde ekim gerceklestirildi.

2. Hucreler konfluent olunca deneyler icin bahsedilen dozlarda, 24 saat ve 48 saat
olacak sekilde serumsuz medyum igerisinde tedavi ajanlar ile, 37°C’de CO-
inkUbatdrinde inktbe edildi.

3. Hiucrelerde proliferasyon dlgtimleri, ab126556 BrdU Hiicre Proliferasyon ELISA
Kiti (Kolorimetrik) kullanilarak yapildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 BrdU Kit iceriginin Hazirlanmasi

Miktar Saklama
Kosullan
500X BrdU Reaktifi 15 uL +2-8°C
Sabitleme Sollisyonu 2x20mL +2-8°C
Onceden seyreltiimis anti-BrdU Antikoru 20 ml -20°C
Sollisyonu Durdurma 25 ml +2-8°C
Peroksidaz Kegi anti-fare IgG (2.000X) 15 uL -20°C
Konjugat Seyreltici 25 ml +2-8°C
TMB Peroksidaz Substrati 25 ml +2-8°C
Plaka Yikama Soliisyonu (50X) 90 ml +2-8°C

Reaktiflerin Hazirlanmasi

Tum reaktifler kullanimdan 4 saat 6nce oda sicakhgdina (18-25°C) getirildi.

1. 1X BrdU Reaktifi
3 mL hdcre ortamina 6 pyL BrdU stoku ekleyerek 500X konsantre stogu 500 kat

seyreltildi.

2. 1X Plaka Yikama Tamponu
50X Plaka Yikama Konsantresini 40 mL'ye 1.960 mL distile su ekleyerek 50 kat
seyreltildi.

3. Peroksidaz Kegi Anti-Fare IgG Konjugati
Saglanan Konjugat Seyrelticiden 12 mL'ye 6 uL ekleyerek Peroxidase Goat Anti-
Mouse IgG Konjugatini 2.000 kat seyreltildi. Seyreltildikten sonra, bu ¢ézelti 0,22

pm'lik bir siringa filtresi kullanilarak filtrelendi.
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4. Sabitleme Soliisyonu

Reaktif kullanima hazirdi.
5. Onceden Seyreltilmis Anti-BrdU Dedektér Antikoru

Reaktif kullanima hazirdi.

Deney Prosediirii

10.

Huicre Ekimi: Steril bir 96 kuyulu plaka kullanilarak, hicre kultari ortaminda 2 x
10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi. Plakadaki kuyularin bir kismi birkag
kontrol igin ayrildi. Bunlar, hicresiz (yalnizca ortam igceren) ve huicre iceren ancak
BrdU reaktifi olmayan kuyular seklindeydi.

Tedavi Ajanlarinin Eklenmesi: Tedavi ajanlari BrdU analizi ile segilen son
konsantrasyonlarinda medyum igerisinde ¢6zinerek tabani hicre ile kapl test
kuyularinin tstine 100 uL/kuyu olacak sekilde eklendi.

BrdU'nun Eklenmesi: Test kuyularina 1X BrdU 20 yL hacimde eklendi. Test 2-
24 saat inkube edildi.

Fiksasyon Basamagi: BrdU’yu hiicre icine alan prolifere olmakta olan hiicrelerin
anti-BrdU monoklonal antikoru ile isaretlenmeleri igin, hicrelerin fikse edilmesi ve
DNA’nin denature edilmesi gerekmektedir. Kuyucuklardaki medyum aspire
edildikten sonra 200 uL/kuyu olacak sekilde fiksasyon soltusyonu eklendi ve oda
Isisinda 30 dakika inkube edildi. inkUbasyon suresi bitiminde, fiksasyon
sollisyonu aspire edildi ve plaka kurutuldu. Bu asamada fiksasyonu tamamlanan
hiicre plakalari +4 °C’de saklanabilmektedir.

Yikama: Plakalar 1X Yikama tamponu ile ¢ kez yikandi. Son yilkamadan sonra,
ylkama solusyonu aspire edildi ve k&gt havlu Uzerinde kurutuldu.

Dedektor Antikoru Eklenmesi: 100 uL/kuyucuk anti-BrdU monoklonal dedektér
antikoru eklendi ve oda sicakliginda 1 saat inkube edildi.

Yikama: Adim 5'teki gibi yikandi.

Peroksidaz Kegi Anti-Fare igG Konjugat Hazirlanmasi ve Eklenmesi: 100
pML/kuyu olacak sekilde 1X Peroxidase Kegi Anti-Fare IgG Konjugati ile oda
sicakhginda 30 dakika inklbe edildi.

. Yikama: Adim 5'teki gibi yikandi. Sonra tum plaka distile su ile dolu bir beher

icerisine daldirilarak son yikama gergeklestirildi ve kurumaya birakildi.
TMB Peroksidaz Substratinin Eklenmesi: 100 pL/kuyu olacak sekilde, TMB
Peroksidaz Substrati eklendi ve karanlikta oda sicakhdinda 30 dakika inkibe

edildi. Pozitif kuyucuklar, prolifere olan hicreler mavi renkte goéralda.
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11. Durdurma Soliisyonu Eklenmesi ve Plakanin Okunmasi: Her kuyuya 100 pyL
durdurma solisyonunu eklenerek reaksiyon durduruldu. Pozitif kuyularin rengi
maviden parlak sariya degisti. 450 nm dalga boyuna ayarlanmis

spektrofotometrik mikrotitre plaka okuyucu kullanarak optik dansite belirlendi.

3.6.1. Tedavi Ajanlarinin Hazirlanmasi

C1xV1=C2xV2 formull ile hesaplandi.

1. TGF-B1: 10 pg TGF-B1, 100 pl serumsuz medyum icerisinde ¢6zuldu ve stok 100
pg/ml olarak hazirlandi. 2 ng/ml istenen konsantrasyon son volim 1500 ul olacak
sekilde hazirlandi.

2. TGF-B inhibitér (ITD-1): 10 mg ITD-1, 500 yl DMSO igerisinde ¢dziildii ve stok
24070 uM olarak hazirlandi. 10 uM istenen konsantrasyon son volim 1500 ul
olacak sekilde hazirlandi.

3. TGF-B1 Reseptor inhibitérii (SB431542): 10 mg SB431542, 500 yl DMSO
icerisinde ¢ozuldi ve stok 52029 pM olarak hazirlandi. 10 yM istenen

konsantrasyon son volim 1500 ul olacak sekilde hazirlandi.

3.7. Hiicre Yaslanmasi, TGF- B1 Olgiimleri ve PCR Deney Gruplari

1. Kontrol Grubu: Sadece medyumla takip edilen hiicreler
2. TGF-B1 Grubu: 2 ng/ml TGF- B1 ile muamele edilen hiicreler (Peprotech, cat
no#100-21)
3. TGF-B inhibitér Grubu: 10uM TGF- B inhibitérii ile muamele edilen hiicreler
(Cayman, ITD 1, SB154352, #23326)
4. TGF-B1 Reseptor inhibitorii Grubu: 10uM TGF- B reseptdr inhibitori ile
muamele edilen hicreler (Cayman, SB431542 (hydrate), #13031)
5. TGF-B1+TGF-B inhibitér Grubu: 2 ng/ml TGF- 1 ve 10uM TGF- B inhibitorii ile
muamele edilen hicreler
6. TGF-B1+TGF-B1 Reseptdr inhibitérii Grubu: 2 ng/ml TGF- B1 ve 10uM TGF-
B reseptdr inhibitdru ile muamele edilen hiicreler
Bu deney gruplari icin hicreler, 6 kuyulu plakalara Sekil 3.2°de gosterildigi gibi serumlu
besiyeri icerisinde ekim gerceklestirildi.
Hucreler konfluent olunca deneyler igin bahsedilen dozlarda ve sirelerde serumsuz

medyum icerisinde tedavi ajanlari uygulandi.
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SB431542
(10uM)

TGF-B1 2 ngmi
+

ITD-1(10um)

TGF-B1 (2 ngiml)
+

SB431542
(10uM)

)

Sekil 3.2 6 Kuyulu Plakalara Ekilmis Deney Gruplari

3.8. Hucre Yaglanmasi

Yaslanma fenotipinin klasik bir 6zelligi, yaslanma ile iliskili B-galaktosidaz (SA-B-
gal) aktivitesinin indiklenmesidir. Normal hiicrelerde B-galaktosidaz, lizozomlarda pH
4.0'de aktive olurken yaglanan hucrelerde pH 6.0'da aktivite gosterdigi icin bu pH'da
tespit edilebilmektedir. Bunun nedeni senesens ile birlikte lizozomlarin yapisindaki
genisleme olabilmesidir. SA--Gal, senesensin tespiti icin 'altin standart’ olarak da kabul
edildigi icin bu teknik kullanildi. SA-B-gal, yalnizca yaslanan hicrelerde bulunan,
hareketsiz veya ¢ogalan hiucrelerde bulunmayan bir aktivitedir.

Calismamizda 1. ve 7. gunlerde SA-B-Gal boyamasi ile hicre yaslanmasi
goruntulendi. Tum solusyonlar kullanimdan hemen énce hazirlandi (Tablo 3.2). Hicresel
yaslanma belirleyici olarak ticari bir kit (Merck Millipore- Cellular Senescence Assay Kit-
KAAQ002) kullanildi.

Kit Bilegenleri

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

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

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

X-gal (5-Bromo-4-Chloro3-Indolyl B-DGalactopyranoside) Sollsyonu: (Part No.
2004752), 1.5 mL

N
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Tablo 3.2 SA-B-gal Tespit Solisyonunun Hazirlanmasi

Reaktifler 1 kuyu (35
mm) 5 kuyu (35 mm) 10 kuyu (35 mm)
Boyama Sollisyonu
A (10X) 200 pL 1ml 2ml
Boyama Solilisyonu
B (10X) 200 pL 1ml 2ml
X-Gal 50 pL 250 yL 500 pL
PBS 1,55 mL 7,75 mL 15,5 mL
Toplam 2ml 10 ml 20 ml

6 kuyulu plakalara daha 6nce bahsettigimiz sekilde serumlu besi yeri igerisinde
hicre ekimi gerceklestirildi. Hucreler konfluent olunca, tedavi ajanlari ile deney
gruplarinda belirtilen sekilde inkiibasyon gergeklestirildi. ilag inkiibasyonlari sonrasi 1.
gunde buyume ortami hicrelerden aspire edilerek asagida belirtilen basamaklar sirasi
ile uygulandi. 7 gunluk hdcre yaslanmasi deneyi icin ilaglarin etkinlik kaybinin éniine
gecebilmek adina ilag inkibasyonunun 3. gintnde hicrelerin igerisinde bulundugu ilagl

serumsuz medyumlar yenilendi.

Deney prosediiri

1. Hucreler 2 mL 1X PBS ile bir kez yikandi ve PBS aspire edildi.

2. Kuyu basina 1 mL 1X fiksasyon sollisyonu eklendi. 10-15 dakika oda sicakliginda
inklibe edildi.

3. Fiksasyon Solisyonu aspire edildi ve hicreler 2 mL 1X PBS ile iki kez yikandi.
Her yikamadan sonra aspire edildi.

4. Tablo 3.2'de g6sterildigi gibi SA-B-gal Olgiim Sollisyonu, Boyama Soliisyonlari A
ve B, X-Gal ve PBS'yi karistirarak taze olarak hazirlandi. Her kuyuya, 2 mL
1XSA-B-gal Olglim Soltisyonu eklendi.

5. Hucreler 37°C'de COy’siz inklibatérde 1siktan korunarak gece boyunca inkiibe
edildi.

6. Ertesi gun, 2 mL PBS ile iki kez hucreler yikandi. Her yikamadan sonra aspire
edildi.



28

7. lIsik mikroskobu (Olympus, CKX41SF Ters Faz Kontrast Mikroskobu) altinda
maviye boyanan huicreler gérintilendi.
8. Uzun sureli saklama igin, boyanan hucreler, 1X PBS icinde seyreltiimis %70

gliserol ile kaplandi ve 4-8°C'de saklandi.

3.9. TGF-B1 (Transforming Growth Factor- f1) Seviyelerinin Olgiimii

Transforming Growth Factor -Beta 1 (TGF-B1) Elisa kiti (Elabscience, E-EL-
HO0110, Human TGF-B1 ELISA kit) kullanilarak élgiimler gergeklestirildi. Bu kit, sandvi¢
enzim bagll immunosorbent yontemi prensibini kullanmaktadir (Tablo 3.3). Bu kitte
saglanan mikro ELISA plakasi, TGF -B1'e 6zgl bir antikorla 6énceden kaplanmisti.
Standartlar veya numuneler, mikro ELISA plaka kuyularina eklendi ve spesifik antikor
ile birlestirildi. Daha sonra, TGF -f1 ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP)
konjugatina 6zgu biyotinlenmis bir saptama antikoru, her bir mikro-plaka kuyusuna
eklendi ve inklbe edildi. Serbest bilesenler yikandi. Substrat ¢ozeltisi her kuyuya
eklendi. Yalnizca TGF-B1, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati
iceren kuyular mavi renkte gorintilendi. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma
solisyonunun eklenmesiyle sonlandirildi ve renk sariya déndi. Optik dansite (OD), 450
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak o6lgim yapildi. OD degeri, TGF-31
konsantrasyonu ile orantihdir. Numunelerin OD'sini standart egriyle karsilagtirarak

numunelerdeki TGF-B1 konsantrasyonu hesaplandi (Sekil 3.3).

3,5
y=0,4368x + 0,1907

30 R?=0,9842 2l

2,0 /
1,5 /

1,0 /

—

31,25 62,5 125 250 500 1000 2000

TGF-B pg/ml

Optik Dansite

0,5

0,0

Sekil 3.3 TGF-B1 Standart Egrisi
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Tablo 3.3 TGF-B1 Elisa Kit igeriginin Hazirlanmasi

Bilesenler Ozellikler Depolanmasi
Mikro ELISA Plakasi 96 kuyu
Referans Standart 2 vial

-20 °C, 6 ay
Konsantre Biyotinlenmis Saptama Ab @ 1 vial, 120 uL
(100x)
Konsantre HRP Konjugati (100x) 1 vial, 120 pL -20 °C, 6 ay
Referans Standarti ve Ornek Seyreltici 1 vial, 20 mL
Biyotinlenmis Saptama Ab Seyreltici 1 vial, 14 mL
4°C, 6 ay

HRP Konjugat Seyreltici 1 vial, 14 mL
Konsantre Yikama Tamponu (25x) 1 vial, 30 mL
Aktivator reaktifi 1 (1M HCL) 1 vial, 5 mL

Oda sicakligi, 6 ay
Aktivator reaktifi 2 (1.2M NaOH/ 0.5M @ 1 vial, 5 mL

HEPES)
Substrat Reaktifi 1 vial, 10 mL 4°C
Durdurma soltsyonu 1 vial, 10 mL 6 °C

6 kuyulu plakalara daha 6nce bahsettigimiz sekilde serumlu besi yeri igerisinde
10° hiicre/500 pl hiicre ekimi gergeklestirildi. Hiicreler konfluent olunca, tedavi ajanlar
ile deney gruplarinda belirtilen sekilde 48 saat CO, inklbatériinde 37°C’de inkibasyon
gerceklestirildi. ilaclarla 48 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, 500 ul PBS ile yikandi ve
Uzerine 1000 pl PBS eklenip hicre kaziyici (scraper) kullanilarak kaldirildi ve
ependorflara aktarildi. Mikrosantrifj ile 500 g’de 10 dk santriflj edilip sipernatant atildi.
Ependorflardaki pelletlerin Gzerine 500 uL RIPA Lizis Buffer eklenerek, her bir ependorf
vortekslendi ve -80 °C’ye kaldirildi.

3.9.1. Deney Prosediurii

Kit iceriginde bulunan tim reaktifler, kullanmadan 6nce tim reaktifleri oda
sicakhigina (18~25 °C) getirildi.
1. Yikama Tamponu: 30 mL konsantre yikama tamponu, 720 mL distile su ile
seyreltildi.
2. Standart Calisma Soliisyonu: Standart 10.000 g'de 1 dakika santrifijlendi. 1.0
mL referans standart & drnek seyreltici eklendi ve 10 dakika bekletildi sonra
birkag kez nazikge alt-Ust edildi. Tamamen eridikten sonra pipetle iyice

karistinldi. Bu sulandirma ile 10 pg/mL'lik bir galisma sollisyonu elde edildi.
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Ardindan 6nerilen sekilde seri diliisyon yapildi 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5,
31.25, 0 pg/mL.

3. Seyreltme Yontemi: 7 tane ependorf tlipl alindi, her tipe 500uL referans
standart & 6érnek seyreltici eklendi. ik tiipe 2000 pg/mL calisma soliisyonundan
500uL pipetlendi ve 1000 pg/mL c¢alisma soliisyonu elde edildi. Bu adima gore
onceki tipten ikinci tipe solliisyondan 500 pL sirasiyla pipetlendi (Sekil 3.4). Son
tlp bos olarak kabul edildi.

S00ul 500ul 500ul 500ul 500ul 500ul

= Ve T WiFa WFas Wy |

L 3 8 9 § 0

2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 0

Sekil 3.4 TGF-B1 Standartlarinin Hazirlanmasi

1. Biyotinlenmis Ab Calisma Soliisyonu: 100uL/kuyu olacak sekilde eklendi.
100X Konsantre Biyotinlenmis Saptama Ab'yi Biyotinlenmis tespit Ab Seyreltici
ile 1X calisma solUsyonuna seyreltildi.

2. Konsantre HRP Konjugat Galigma Solisyonu: 100uL/kuyu olacak sekilde
eklendi. 100X Konsantre HRP Konjugati, Konsantre HRP Konjugat Seyreltici ile
1X olarak seyreltildi.

Olgiim Prosediirii

1. Her kuyu i¢in 100 pl hazirlanan standartlar ve érnekler duplike sekilde kuyulara
eklendi.

2. Plaka, tzeri kapatilarak, 37 °C'de 90 dakika inkiibe edildi.

3. Sonrasinda, igindeki sivi aspire edildi ve her kuyuya 100 pL 1X biyotinlenmis Ab
calisma sollsyonu eklendi. Plaka yeniden 37°C'de 1 saat inklbe edildi.

4. Kuyular icindeki sivi aspire edilerek 350 pL yikama tamponu ile 3 kez yikandi.
Sonra, her kuyuya 100 pL 1X HRP Konjugat calisma sollsyonu eklendi ve
37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
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30 dakika sonrasinda, 5 kez yukarida belirtilen sekilde yikama gerceklestirildi.
Her bir kuyucuga 90 uL Substrate Reaktifi eklendi. 37°C'de ve karanlhkta 15
dakika inklbe edildi.
Son olarak, her bir kuyucuga 50 uL durdurma soliisyonu eklendi.

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

degeri) belirlendi.

Sonuglarin Hesaplanmasi: Her standart ve numune igin c¢ift okumalarin
ortalamasini alindi. Standart konsantrasyon X ekseninde ve OD degerleri y ekseninde

olacak sekilde excell programinda standart egri cizilerek hesaplama yapildi.

3.10. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Gen ekspresyon duzeylerini belirlemek icin yapilan PCR deneylerinde, hicre
icerisindeki TGF-B1, Na*-K*-ATP-az, ZO-1, COL8AZ2 (tip 8 kollojen a2), Aquaporin 1, E-
cadherin, SLC4A11 (solute carrier family 4 member 11) ve GAPDH genlerine ait mMRNA
miktarlari belirlendi. Total RNA icerisindeki mRNA'lardan RT-PCR ile daha stabil

cDNA'lar sentezlendi ve sonuglar GAPDH ile oranlanarak degerlendirildi.

3.10.1.Total RNA izolasyonu

Tedavi ajanlari ile 48 saat inktbe edildikten sonra 6 kuyulu plakalarin Uzerindeki
besi yeri uzaklastirildi. Hucreler, 500 uyl PBS ile yikandi ve Gzerine 1000 ul PBS eklenip
hiicre kaziyici (scraper) kullanilarak kaldirildi ve ependorflara aktarildi. Mikrosantrif(j ile
300 g’de 10 dk santriflj edilip stpernatant atildi. Ependorflardaki pelletlerin Gzerine 500
uL Trizol (TRIzol ® Reagent, ambion by life technologies, ref 15596018) ilave edildi ve
her bir ependorf vortekslendi. Hicreler, saf bir RNA eldesi icin ticari kit ile total RNA

izolasyonu iglemine kadar érnekler -80°C’de saklandi.
1. Trizol ile toplanan hicre pelletleri -80°C’den alind.

2. 5 dk oda sicakliginda inkube edildi.

3. Ependorflarin Gzerine 500 pl trizol igin 200 yl kloroform eklendi. 15 sn vortekslendi ve

oda sicakliginda inkube edildi.

4. 4°C’de 12,000 xg 15 dk santrifuj edildi. Sivi faz yeni tupleri alindi.
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5. Orneklerin tizerine 500 pl izopropanol eklendi. 10 dk oda sicakliginda bekletildi.
6. 4°C’de 12,000 xg de 10 dk santrifiij edildi. Ve sonra Uzeri dékuldu.

7. Tupte kalan pelletin Gzerine 1 ml %75 etanol eklendi ve vortekslendi.

8. 7,500 xg de 5 dk 4°C’de santrifiij edildikten sonra tzeri dokuldu.

9. Daha sonra ependorf tlipler kurumaya birakildi.

10. 25 pl nukleaz free water eklenerek pipetaj yapildi.

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

12. Son agsamada cDNA sentez agsamasina gegildi.

3.10.2. cDNA Sentezi
Elde edilen Total RNA, cDNA sentez kiti [A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit with
RNase Inh. (High Capacity)] kullanilarak kit protokoliine uygun olarak cDNA'ya cevrildi.

cDNA sentez asamalari Tablo 3.4'te verilmisgtir.

Tablo 3.4 cDNA Sentez Karisimi

20 pl Ters Transkriptaz Reaksiyonu igin Hacim
10X Reaksiyon Buffer 2l
dNTP karisimi (her biri 2,5 mM) 1ul
Random (rastgele) heksamer (50 uM) 2 ul
Ters transkriptaz (200 U/pl) 1ul
RNaz inhibitéri 0.5 ul
RNaz icermeyen Su 3.5l
Total RNA 10 i

Tablo 3.5'te gdsterilen reaksiyon kosullarina uygun olarak cDNA sentezi
gerceklestirilerek, elde edilen o6rnekler PCR igin kullaniimak Uzere -20 derecede
saklandi.

Tablo 3.5 cDNA Sentez Protokolu

RT agamalari Sicaklik (°C) Zaman Dongii
Asama 1 25 10 dk 1
Asama 2 37 120 dk 1
Asama 3 85 5 dk 1
Asama 4 4 0 1
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3.10.3. Gergek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizileri Tablo 3.6'da goésterildi. Diziler
temin edildikten sonra firmanin génderdigi protokole uygun miktarlarda nikleaz

icermeyen su ile sulandirildi. Ardindan her birinin konsantrasyonu 100 um olan

stoklardan 10 kat dillie edilip ara stok olusturularak -20°C'de muhafaza edildi.

Tablo 3.6 Primer Dizileri

Primer adi

Forward (sense)

Reverse (antisense)

Z0-1

ACCAGTAAGTCGTCCTGATCC

TCGGCCAAATCTTCTCACTCC

Na*/K*-ATPaz

CTGTGGATTGGAGCGATTCTT

TTACAACGGCTGATAGCACCA

AQP-1 CATTTAGAGGGTGAAGGAGAAA GAGGGAGTAGAGAACTGAAGA
COL8A2 CGACCTGAAAGCACGTCCAC AGAGGCATTTCAGTAGCAGCA
TGF- 1 CCCAGCATCTGCAAAGCTC GTCAATGTACAGCTGCCGCA
SLC4A11 GGACATCGCACGCAGGTT CGTCATTGAGAGACCCGAAAG

E-Cadherin CGACCCAACCCAAGAATCTA AGGCTGTGCCTTCCTACAGA

GAPDH CAGCCTCAAGATCATCAGCA TGTGGTCATGAGTCCTTCCA

Bu ¢alismada 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen PicoReal 96 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific) kullaniimig olup amplifikasyon Grunlerinin artigi anlik
olarak takip edilebilmektedir. Sistemde, SYBR Green RealQ Plus 2x Master Mix Green
Without ROX™ metodu kullaniimistir. Primerlerin baglanmasi ile az sayidaki boya
molekulu ¢ift sarmal DNA’ya baglanir. DNA’ya baglanan SYBR Green molekdllerinin
uyariimasi, etkili sekilde i1sik sagiminin artmasina neden olur. Uzama asamasinda gift
sarmal DNA olustukca, daha fazla sayida boya molekilleri baglanir. Her bir siklus
sonunda veri toplanarak, isimadaki artis anlik olarak bilgisayar ekranindan izlenir.
Gergek-zamanli PCR ile kontrol grubu ve deney gruplar arasindaki gen
ekspresyonlarinin nasil degistigi belirlendi. Her kuyudaki reaksiyon bilesimi Tablo 3.7'de

gOosterildi.
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Tablo 3.7 Reaksiyon Bilesenleri (Reaksiyon Karigimi ve Kalip DNA)

Bilegen Hacim/reaksiyon* Son konsantrasyon
RealQ Plus 2x Ana Karigim 5l 1x
Primer F (10 yM) 0.5l (0.25 -2 pl) 0.5 uM (0.1 — 0.8 uM) **
Primer R (10 pM) 0.5 pl (0.25 =2 ) 0.5 yM (0.1 — 0.8 pM) **
PCR-Grade H20 3.5 ul -
Kalip DNA 0.5 pl
TOTAL Hacim*** 10 pl

Elde edilen cDNA’lara gergek-zamanl PCR uygulandi. Uygulanan PCR protokoli
asagida Tablo 3.8’de detaylandiridi.

Tablo 3.8 Gergek-Zamanli PCR ProtokolU

Dongii Doéngii siiresi Sicaklik
1a 15 dakika 95 °C
40 15 — 30 dakikaP 95 °C

30 dakikac 55 — 65 °Cd
30 dakika 72 °C

Bu program cihaza uygulanarak reaksiyon gerceklestirildi. Sonuglar elde edildi ve
elde edilen Ct de@erlerinden istatiksel analiz yapildi. Sonuglar GAPDH ve Beta-aktin ile
normalize edilerek Ardindan, 2™22¢t formili ile hesaplama yapildi. Cikan sonuglarin

ortalamasi alinarak gen ekspresyonunun gruplar arasindaki rolatif degisimleri bulundu.

3.11. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.))
paket programiyla analiz edildi. Surekli degiskenler ortalama + standart hata ile ifade
edildi. Gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamh farkhliklari test etmek igin tek yonli
varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Varyanslarin normalligini ve homojenligini test etmek
icin Shapiro-Wilk testi uygulandi. Anlamli farkliliklar, post hoc Tukey-HSD testi ile test

edildi. Tum analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. BrdU Hicre Proliferasyon Deneyi Sonugclari

4.1.1. Kornea Endotel Hiicrelerinde TGF-B1’in Hiicre Proliferasyonu Uzerine
Etkisinin Belirlenmesi

Kornea endotel hiicreleri TGF-B1’in 1-2-5-10 ng/ml arasinda degisen dozlari ile
24 ve 48 suresince inklbe edildi. Hucrelerin proliferasyon yetenegi BrdU analizi ile
saptandi. Kornea endotel hiicrelerinde 3 bagimsiz TGF-$1 deneyi yapildi ve yapilan tim
deneylerin ortalamasi alindi. 2, 5 ve 10 ng/ml TGF-1 hem 24 hem de 48 saat
inkiibasyon sonrasinda hticre proliferasyonunu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh dizeyde azaltti (p<0,05). Ayrica 2 ng/ml TGF-B1 hem 24 hem de 48 saat
inklibasyon sonrasinda hticre proliferasyonunu 1 ng/ml TGF-B1’e gbre anlamli diizeyde
disurdi (p<0,05). Bu nedenle Elisa ve RT-PCR deneyleri icin 2 ng/ml TGF-B1 etkin doz

olarak, 48 saat ise etkin sire olarak segcildi ve hucrelerin inkibasyonunda kullanildi (Sekil
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Sekil 4.1 Kornea Endotel Hiicrelerinde TGF-B1’in Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

(TGF-B1’in (1-2-5-10 ng/ml) farkh dozlarinda 24 ve 48 saat inkiibasyonu; Ortalama + standart hata; n=3,
*p<0,05 24 saat inkiibasyon sonrasi kontrol grubundan fark; **p<0,05 24 saat inklibasyon sonrasi TGF-31

1 ng/ml grubundan fark; #p<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi kontrol grubundan fark; 4p<0,05 48 saat
inkiibasyon sonrasi TGF-81 1 ng/ml grubundan fark)
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4.1.2. Kornea Endotel Hicrelerinde TGF-$ inhibitoriiniin  (ITD-1) Hiicre
Proliferasyonu Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Kornea endotel hicreleri, TGF-B inhibitérinin (ITD-1) 1-3-10-30 uM arasinda
degisen dozlari ile 24 ve 48 saat slresince inkiibe edildi. Hiicre proliferasyonu BrdU
analizi ile saptandi. Huicre proliferasyonu kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1, 3, 10 ve
30 uM’lik dozlarda hem 24, hem de 48 saat inkiibasyon sonrasi istatistiksel olarak dnemli
Olclde yuksek bulundu (p<0,05). Ayrica 48 saatlik inkiibasyon siresi sonunda 10 pyM
ITD-L’in hiicre proliferasyonunu ayni strede 1-3-30 uM ITD-1 ile inklbe edilen gruplara
gbre anlaml dizeyde arttirdigi saptandi (p<0,05). Bu nedenle Elisa ve RT-PCR
deneyleri igin 10 uM ITD-1 etkin doz olarak, 48 saat ise etkin sure olarak segcildi ve
hucrelerin inkibasyonunda kullanildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 TGF-B inhibitdrii Olan ITD-1’in Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin BrdU
Analizi ile Belirlenmesi

(ITD-1'in (1-3-10-30 uM) farkli dozlarinda 24 ve 48 saat inkiibasyonu; Ortalama + standart hata; n=3, *p<0,05
24 saat inklibasyon sonrasi kontrol grubundan fark; #p<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi kontrol grubundan

fark; 2p<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi 1-3-30 uyM gruplarindan fark)

4.1.3. Kornea Endotel Hiicrelerinde TGF-B1 Reseptér inhibitoriiniin (SB431542)

Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Kornea endotel hicreleri, TGF-1 reseptér inhibitdériintiin (SB431542) 1-3-10-30
MM arasinda dedisen dozlar ile 24 ve 48 saat suresince inkibe edildi. Hucre
proliferasyonu BrdU analizi ile saptandi. Hucre proliferasyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 1, 3, 10 ve 30 uM’lik dozlarda hem 24, hem de 48 saat inklibasyon
sonrasi istatistiksel olarak énemli dlgude yiksek bulundu (p<0,05). Ayrica 24 ve 48
saatlik inklibasyon suresi sonunda 10 yM SB431542’nin hicre proliferasyonunu ayni

surede 1-3-30 yM gruplarina gére anlamh dizeyde arttirdigi saptandi (p<0,05). Bu
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nedenle Elisa ve RT-PCR deneyleri igin 10 yM SB431542 etkin doz olarak, 48 saat ise

etkin sure olarak secildi ve hicrelerin inkiibasyonunda kullanildi (Sekil 4.3).

o SB431542

M 24 saat

M 48 saat

Hiicre Proliferasyonu (%)

Kontrol 1uM 3uM 10uM 30uM

Sekil 4.3 TGF-B1 Reseptdr inhibitérii Olan SB431542’in Hiicre Proliferasyonu Uzerine
Etkisinin BrdU Analizi ile Belirlenmesi
(SB431542’nin (1-3-10-30 uM) farkl dozlarinda 24 ve 48 saat inkiibasyonu; Ortalama + standart hata; n=3;

*p<0,05 24 saat inklibasyon sonrasi kontrol grubundan fark; #p<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi kontrol
grubundan fark; ép<0,05 24 saat inkiibasyon sonrasi 1-3-30 uM gruplarindan fark; 2p<0,05 48 saat
inkiibasyon sonrasi 1-3-30 uM gruplarindan fark)

4.1.4. Kornea Endotel Hiicrelerinde Tedavi Gruplarinin Hiicre Proliferasyonu

Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Kornea endotel hiicrelerinde TGF-1, ITD-1 ve SB431542 icin belirlenen etkin
dozlar kombine olarak uygulanarak 24 ve 48 saatlik inkibasyon sonrasinda meydana
getirdikleri hlicre proliferasyonu degisiklikleri BrdU analizi ile belirlendi. Hucreler TGF-31
(2 ng/ml), ITD-1 (10 uM), SB431542 (10 pM), TGF-B1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 uM), ve TGF-
B1 (2 ng/ml)+SB431542 (10 uM) ile 24 ve 48 saat suresince inklbe edildi. Kornea
endotel hicrelerinde 3 bagdimsiz deney yapildi ve yapilan tim deneylerin ortalamasi
alindi. Kontrol grubuna gére TGF-31 grubu hari¢ diger tim gruplarda, hem 24 saat, hem
de 48 saat inkiibasyon sonrasi anlamli artis bulundu (p<0,05). Ayrica, TGF-B1 (2 ng/ml)
uygulanan grupta hicre proliferasyonu, hem 24 saat hem de 48 saat inkibasyon ile
istatistiksel olarak anlamli duzeyde dusuk bulundu (p<0,05). Bununla birlikte 1TD-1,
SB431542, TGF-B1+ITD-1 ve TGF-B1+SB431542 gruplarinda hticre proliferasyonu hem
24 hem de 48 saatte TGF-B1 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde artmis
olarak bulundu (p<0,05) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 TGF-B1, ITD-1, SB431542, TGF-B1+ITD-1 ve TGF-p1+SB431542
Uygulanmasinin Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

(TGF-B1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 uM), SB431542 (10 uM), TGF-B1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 uM), ve TGF-B1 (2
ng/ml)+SB431542 (10 pM) uygulamalari; Ortalama + standart hata; n=3, * p<0,05 24 saat inklibasyon
sonrasi kontrol grubundan fark; #p<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi kontrol grubundan fark, **p<0,05 24

saat inkiibasyon sonrasi TGF-B1 grubundan fark; ¢p<0,05 48 saat inkiibasyon sonrasi TGF-B1 grubundan
fark)

4.2. Hiicresel Yaglanma Deneyleri

TGF-B1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 yM), SB431542 (10 uM), TGF-B1 (2 ng/ml) + ITD-1 (10 uM),
ve TGF-B1 (2 ng/ml)+SB431542 (10 uM) ile inkibasyonu yapilan hicre gruplari 1. ve 7.
gun sonunda fikse edilerek SA-B-Gal boyamasi yapildi. 7 glinlik inkiibasyon sonucunda

hicre yaslanmasi ile orantilh olan mavi rengin yogunlugu artmig olarak gézlendi (Sekil
4.5).
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KONTROL

TGF- B1

ITD-1

SB431542

TGF-B1+ITD-1

TGF-B1+SB431542

Sekil 45 TGF-B1, ITD-1, SB431542, TGF-B1+ITD-1 ve TGF-B1+SB431542 ile
inkiibasyonu Yapilan Hiicre Gruplarinin SA-B-Gal Boyamasi Hiicre Yaslanmasinin
Goruntulenmesi

(TGF-B1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 uM), SB431542 (10 uM), TGF-B1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 uM), ve TGF-B1 (2
ng/ml)+SB431542 (10 uM) ile inklibasyonu yapilan hiicre gruplarinda 1. ve 7. glinlerde SA-B-Gal boyamasi)
(20X blyutme)
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4.3. TGF-B1 Seviyesi Olgiimleri

Kornea endotel hiicrelerinde TGF-f1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 uM), SB431542 (10
MM), TGF-B1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 uyM), ve TGF-B1 (2 ng/ml)+SB431542 (10 uM) ile 48
saat inklibasyonu takiben TGF-B1 seviyeleri dl¢uldi. TGF-B1 seviyesi kontrol grubu ile
kiyaslandiginda yuzde 44,23 oraninda artarak istatistiksel olarak anlamh duzeyde
yuksek olarak saptandi (p<0,05). ITD-1 ve SB431542 inkibasyonlarinda kontrol grubu
ile kiyaslandiginda, TGF-B1 seviyelerinin sirasiyla %80,57 ve %69,52 oraninda azalarak
istatistiksel olarak anlamli seviyede dusuk olarak saptandi (p<0,05). TGF-1+ITD-1 ve
TGF-f1+SB431542 ile inklibe edilen gruplarda ise, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
TGF-B1 seviyelerinin sirasiyla %12,64 ve %35,76 oraninda azalarak istatistiksel olarak
anlaml seviyede digslk olarak saptandi (p<0,05). TGF-B1+ITD-1 ve TGF-f1+SB431542
gruplari TGF-B1 grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla %56,87 ve %79,99 oraninda azaldigi
saptandi. TGF-B+ITD-1 grubu vyalnizca |ITD-1 ile inkibe edilen grup ile
karsilagtirildiginda %67,93 oraninda TGF-B1 artisi goézlemlendi (p<0,05). TGF-
B1+SB431542 grubu yalnizca SB431542 ile inkiibe edilen grup ile karsilastirildiginda
%33,76 oraninda TGF-B1 artisi gdzlemlendi (p<0,05) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 TGF-B1, ITD-1, SB431542, TGF-B1+ITD-1 ve TGF-f1+SB431542 ile 48 Saat
inkiibasyon Sonrasi TGF-B Yiizde Degisimi

(TGF-B1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 uM), SB431542 (10 uM), TGF-B1 (2 ng/ml)+ITD-1 (10 pM), ve TGF-B1 (2
ng/ml)+SB431542 (10 yM) ile 48 saat inklibasyon sonrasi TGF- yuzde degisimi. Ortalama * standart hata;
n=3, *p<0,05 kontrol grubundan fark; #p<0,05 TGF-B grubundan fark; p<0,05 ITD-1 grubundan fark; 2p<0,05
SB431542 grubundan fark)
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4.4. RT-PCR Sonuglari

Kornea endotel hiicrelerinde, hedef genler olan TGF-B1, Na*/K*-ATPaz, ZO-1,
COL8A2, Aquaporin 1, E-cadherin, SLC4A11 ve GAPDH mRNA ekspresyonlar
incelendi. Ancak ZO-1 ve Col8A2 disindaki primerler ile yapilan analizlerde herhangi bir
net veri elde edilemedi. Firma ve genetik anabilim dali ile yapilan gérismeler sonucunda
Ozellikle cDNA sentez kiti ve primerlerde sorun olabilecedi sonucuna varildi, bu konudaki
analizlerin daha sonra tekrar edilmesi icin drnekler -80 dereceye kaldirildi.

Z0-1 ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamli duzeyde olmasa da kontrol
grubuna goére, TGF-B ve ITD-1 grubunda disuk, SB431542 grubunda ise ylUksek
bulundu. Ayrica, SB431542 grubunun ZO-1 ekspresyon seviyeleri TGF- grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli dizeyde yuksek bulundu (p<0,05) (Sekil 4.7).

Z0O-1

(=]
|

_1

Rolatif ekspresyon
B
1

1
-

Sekil 4.7 ZO-1 mRNA Ekspresyonunun Rdlatif Degisimleri
(K: Kontrol, TGF-beta: Transforming growth factor, ITD-1: TGF-B inhibitori, SB431542: TGF-B reseptor
inhibitori, ZO-1: Zonula occludens-1: Ortalama + standart hata; n=3, *p<0,05 TGF-f grubundan fark)

COLB8A2 ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamli dizeyde olmasa da
kontrol grubuna gére, TGF-B grubunda disik, SB431542 grubunda ise yuksek bulundu.

Ayrica, ITD-1 grubunun COL8A2 ekspresyon seviyeleri kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli dizeyde disuk bulundu (p<0,05). SB431542 grubunun COL8A2
ekspresyon seviyeleri TGF-B ve ITD-1 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamh
dizeyde yuksek bulundu (p<0,05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 COL8A2 mRNA Ekspresyonunun Roélatif Degisimleri

(K: Kontrol, TGF-beta: Transforming growth factor, ITD-1: TGF-B inhibitori, SB431542: TGF-B reseptor
inhibitdrid, COL8A2: Collagen Type VIII Alpha 2 Chain; Ortalama + standart hata; n=3, *p<0,05 kontrol
grubundan fark; p<0,05 TGF-f grubundan fark; **p<0,05 ITD-1 grubundan fark)
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5. TARTISMA

Kornea endotel hicre sayisi herhangi bir nedenle azaldiginda, yara onarimi
sadece geride kalan saglam hucrelerin genislemesine ve gocune baghdir (Joyce vd
1996). TGF-B, kornea endotel hicrelerinin proliferasyonunu inhibe edebilmesine ve
nihayetinde hicre morfolojisi ve fonksiyon degisikligini indukleyebilmesine ragmen, TGF-
B sinyal yolu, 6zellikle htiicre gocu (mitojenle aktive olan protein kinaz 1’i aktive ederek)
sirasinda kornea endotelyal yara iyilesmesi igin vazgegilmezdir (Zhu vd 2012, Joko vd
2013). Daha da onemlisi TGF-f akdéz humor icerisinde bulunan ve hucre
proliferasyonunu uyaran temel fibroblast biylume faktorini (bFGF) dengelemektedir. Bu
iki faktér arasindaki etkilesim, in vivo kornea endotel hiicre sayisinin diizenlenmesi
bakimindan anahtar rol oynamaktadir (Faye vd 2021).

TGF-B’nin Ug izoformu da (TGF-B1, -B2 ve -B3) akdz himorde fizyolojik olarak
mevcuttur (Jampel vd 2009). TGF-B1 ve -f2’nin bir G1 fazi inhibitori olan p27(Kip1)'nin
up regulasyonunu uyararak kornea endotel hicrelerinin S fazina girisini baskiladigi ve
dolayisiyla proliferasyonu bloke ettigi distunilmektedir (Harris ve Joyce 2004, Kikuchi vd
2006).

Bu calismada TGF-B1, bir TGF-B inhibitéri (ITD-1) ve bir TGF-B reseptor
inhibitérd (SB431542)'nun insan kornea endotel hiicrelerinin proliferasyon ve senesens
Ozellikleri Uzerine etkileri arastirildi. TGF-B1 ile 1-2-5-10 ng/ml; TGF-B inhibitéra (ITD-1)
ile 1-3-10-30 pM ve TGF-B1 reseptodr inhibitdrl (SB431542) ile 1-3-10-30 yM arasinda
degisen dozlarda 24 ve 48 saat suresince inkiibe edilen kornea endotel hiicrelerinde
proliferasyon 6zellikleri BrdU analizi ile degerlendirildi. Elde edilen sonuglar esliginde ve
uygulanan tedavi ajanlarina gore, kontrol, TGF-B1 (2 ng/ml), ITD-1 (10 uM), SB431542
(10 uM), TGF-B1 (2 ng/mI)+ITD-1 (10 uyM), ve TGF-B1 (2 ng/ml)+SB431542 (10 uM)
olmak Uzere alti g¢alisma grubu olusturuldu. Her hlicre grubunun proliferasyon
yetenekleri tedavi ajaniyla 48 saat inkiibasyonu takiben BrdU analizi ile dederlendirildi.
ITD-1, bir TGF-B inhibitérudir ve TGF-BRII'nin proteozomal bozulmasini indikleyerek
hucre ylzeyinden uzaklastirir. ITD-1’in memeli hicrelerinde Smad2/3'ian TGF- yoluyla
fosforilasyonunu spesifik olarak bloke ettidi ve yaklasik %83 oraninda inhibisyon
sagladigi gosterilmigtir (Willems vd 2012).
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Literatlrde ITD-1’in insan kornea endotel hiicreleri Gzerine etkisinin incelendigi
bir calismaya rastlanmamakla birlikte bu molekilin diger dokulardaki ve kanser
hiicrelerindeki etkilerini bildiren sinirli sayida calisma mevcuttur. Ornegin, Yan ve ark.
ITD-1’in Smad2'nin fosforilasyonu yoluyla insan glioma hicrelerinde EMT ile ilgili
proteinlerin ekspresyonunu ve bu hicrelerin invazyon yetenegini inhibe ettigini
saptamislardir (Yan vd 2022). Mingyuan ve ark. ise hipoksik kosullar altinda dermal
fibroblastlarda (insan) ITD-1'in TGF-BRII'yi inhibe ederek p-Smad2/3 seviyelerinde ve
kollajen birikiminde azalmaya neden oldugunu gostermislerdir (Mingyuan vd 2017).

Bu calismada literatirde ilk kez ITD-1’in insan kornea endotel hiicreleri tzerine
etkileri arastinimistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda insan kornea endotel hiicre
proliferasyonunun tum ITD-1 dozlarinda 24 ve 48 saat inkUbasyon sonrasinda anlamli
Olctde artmis oldugu saptandi. Ayrica, 48 saatlik inkiibasyon sliresi sonunda 10 uM ITD-
1’in ayni sure icerisinde 1, 3 ve 30 yM ITD-1 gruplarina goére hlicre proliferasyonunu
anlamli duzeyde daha fazla arttirdigi goézlendi. Diger taraftan, ITD-1'in tek basina ve
TGF-B1 ile birlikte uygulandigi iki grupta da hicre proliferasyonun TGF-31 ve kontrol
gruplarina gore istatistiksel anlamli seviyede artmis oldugu goérulda. ITD-1 ile benzer
sekilde bir TGF-B reseptoér inhibitori olan SB431542'nin 1, 3, 10 ve 30 uM arasinda
degisen dozlarina 24 ve 48 saat maruz birakilan kornea endotel hicrelerinde hucre
proliferasyonu kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis gosterdi. Diger taraftan, 24 ve
48 saatlik inkibasyon suresi sonunda 10 pM SB431542 uygulanan hicrelerde
proliferasyon oraninin 1, 3, ve 30 uM SB431542 uygulanan hicrelere gére anlamli
dizeyde daha yuksek oldugu bulundu. Ayrica, SB431542’nin tek basina ve TGF-31 ile
birlikte uygulandig! iki hicre grubunda da hucre proliferasyonun kontrol ve TGF-1
gruplarina gore istatistiksel anlamli seviyede artmig oldugu goérildu. Bu sonuglarin, ITD-
1 ve SB431542’nin TGF-B1’in kornea endotel hiicre proliferasyonu tizerindeki baskilayici
etkisini inhibe etmesinden kaynaklandigi dugunulmustur.

Kornea endotel hucreleri, normal hicre kulturi kosullari altinda morfolojik
degisime ugramaktadir. Bu hicreler her ne kadar tek kat olarak organize olmus normal
poligonal bir fenotipe sahip olsalar da uzun sdreli kiltlr veya alt kiltirden sonra dnemili
Olgude EnMT’ye ugrarlar. Bu nedenle, normal fizyolojik fonksiyona sahip kornea endotel
hucrelerinin kultire edilmesi oldukga zordur (Joyce 2003, 2005).

TGF-B’nin epitelyal mezenkimal transformasyon (EMT) surecini baslatabildigi ve
surdurebildigi iyi bilinmektedir (Wendt vd 2009, Xu vd 2009). Smad2/3, EMT’de TGF-
icin huicre ylzeyi reseptorlerinin alt yolaklarindaki sinyal molekulleridir (Kaimori vd 2007).
Epitelyal hiicrelere benzer sekilde ve yukarida bahsedildigi tzere TGF-f3, kornea endotel
hiicrelerinde de hiicre déngustnu inhibe eder, ancak TGF-B'nin EnMT’ye nasil yol agtidi

ve bunu nasil devam ettirdigi tam olarak bilinmemektedir. Fuchs endotelyal kornea


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yan%20T%5BAuthor%5D
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distrofisi, psddoeksfoliasyon sendromu, endotelitis, cerrahiye bagdl kornea endotel
hasari ve kornea travmasi gibi kornea endotel disfonksiyonlarinda EnMT g6zlenmektedir
(Naumann ve Schlétzer-Schrehardt 2000, Kawaguchi vd 2001, Koizumi vd 2008, Song
vd 2010). Beaulieu Leclerc ve ark. TGF-B1'in kornea endotel hiicrelerinin proliferasyon
ve olgunlasma evreleri sirasinda hicre fenotipi Uzerindeki etkilerini arastirdiklar
calismalarinda; aktif proliferasyon fazi sirasinda TGF-B1 eklenmesinin fibroblastik
yapida kornea endotel hucre proliferasyonuna neden oldugunu ve EGF varligindan
bagimsiz olarak hiicre baglanti belirtegleri olan ZO-1 ve N-cadherin'in kaybina neden
oldugunu goéstermiglerdir (Beaulieu Leclerc vd 2018). Buna karsilik, az sayida mitojen
iceren olgunlasma ortamina TGF-B1 eklenmesi endotelyal hicre fenotipine ve
fonksiyonel hicre baglantilarina yol agmistir. Bu sonuglara dayanarak, Beaulieu Leclerc
ve ark. kornea endotel hiicre kiltiriinde hlicrelerin olgunlasma fazi sirasinda TGF-B1'in
eklenmesinin fonksiyonel bir endotelyal bariyer olusumunu (normal pompa ve sizinti
fonksiyonuna sahip) tesvik edebilecegdini belirtmislerdir (Beaulieu Leclerc vd 2018).

Okumura ve ark.’nin ¢alismasinda hem primat hem de insan kornea endotel
hicrelerinin kultdr kosullarinda iki farkli fenotip gosterdigi (temas inhibisyonlu poligonal
tek tabaka fenotipi ve fibroblastik fenotip); ancak TGF-3 reseptorinin segici bir inhibitori
olan SB431542'nin kullaniminin fibroblastik fenotipi temas inhibisyonlu fonksiyonel
poligonal tek tabaka fenotipine déniisim yoninde etkiledigi saptanmistir (Okumura vd
2013, 2015). Ayrica, donusum gosteren bu hicrelerde ZO-1 ve Na'/K*-ATPaz
ekspresyonunun devam ettigi, tip 1 kollajen ve fibronektin ekspresyonu gibi fibroblastik
aktivitelerin buyuk o6lgide azaldigdi goézlenmistir. Bu sonuglar 1s1ginda, Okumura ve
ark.’lari TGF-f3 reseptor inhibitoriinin kornea endotel hiicrelerinin etkin bir sekilde in vitro
geniglemesini saglamak Uzere kullanilabilecegini savunmaktadirlar (Okumura vd 2013,
2015).

Ancak, Okumura ve ark.’nin aksine Bartakova ve ark. SB431542’nin hiicre kalttra
ortamina  eklendiginde  benzer etkiyi gostermemesinin  yanisira, yuksek
konsantrasyonlarda fibroblastik morfolojiyi indikledigini gd&stermislerdir ve disik
mitojenik ikili ortam hicre kilttrld yaklasiminin kullanilmasinin, guvenilir bir endotelyal
hicre terapi Urununin yuksek Olcekli Uretimine ydnelik énemli bir adim olabilecegdini
belirtmiglerdir (Okumura vd 2013, 2015, Bartakova vd 2018). Bartakova ve ark. ile benzer
sekilde Toda ve ark. olgun insan kornea endotel hicre iglevlerine sahip ve hiicre
enjeksiyon tedavisi i¢in uygun yeniden Uuretilebilir homojen hicre alt popllasyonunu
basaril bir sekilde elde etmek igin uygun kultar protokollerini arastirdiklari calismalarinda
ortamda SB431542 varliginin geri kazanilan kornea endotel hicrelerinin sayisini buyuk
Olcide azalttigini; ancak bir Rho ile iligkili protein kinaz (ROCK) inhibitéri olan Y-

27632'nin surekli mevcudiyetinin E-oranlarini (CD isaretgileri tarafindan belirlenen
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efektdr hicrelerin orani) blyuk olgide arttirdigini saptamislardir (Bartakova vd 2018,
Toda vd 2017). Wang ve ark."da TGF-B1'in doza bagl bir sekilde kornea endotel hiicre
proliferasyonu tzerinde inhibitor etki gosterdigini dogrulamiglardir ve bir GSK3 inhibitoru
ve Wnt aktivatori olan CHIR99021'in TGF-B1 ile indiklenen korneal EnMT'yi inhibe
ettigini gostermislerdir (Wang vd 2022).

Yukarida belirtildigi Gzere kornea endotel hlcrelerinin fenotip ve fonksiyonlari
proliferasyon sirecinde dedisebilmektedir. Bu nedenle, bu calismada prolifere olan
hicrelerin normal endotel hicre fonksiyonlarina sahip olup olmadigini degerlendirmek
Uzere kontrol, TGF-B1, ITD-1 ve SB431542 gruplarinda ZO-1 ve COL8A2 ekspresyon
dizeyleri 6lguldi. SB431542 grubunda ZO-1 ekspresyon seviyeleri TGF-B1 grubuna
gére istatistiksel olarak anlamh dizeyde ylksek bulundu. COL8A2 ekspresyonu
acgisindan bakildiginda SB431542 grubunun COL8A2 ekspresyon seviyesi TGF-3 ve
ITD-1 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde yiUksekti. Diger taraftan, ITD-1
grubunun COLBAZ2 ekspresyonu kontrol grubuna gére anlaml diizeyde disik saptandi.
Bu sonuglara gbére SB431542’nin insan kornea endotel hicrelerinde ZO-1 ve COL8A2
gen ekspresyonunu arttirarak bu hucrelerin  normal endotel fonksiyonlarini
gosterebilmesini kolaylastirdigi dustnutlmistir. Cunki ZO-1, normal kornea endotel
hicrelerin apikal siki baglanti ylizeyinin dnemli bir submembranéz proteinidir ve COL8A2
ise yine endotel hiicreleri tarafindan Uretilen bir kollajen olup kornea endotel hicre
butiinligunin ve yapisinin korunmasinda potansiyel bir role sahiptir (Gonzalez-Mariscal
vd 2000, Wang vd 2013, Liu vd 2017). Yine bu g¢alismada, ZO-1 ekspresyonu
bakimindan SB431542 ile ITD-1 ile arasinda istatistiksel farkliik olmamasina karsin,
SB431542'nin COL8AZ2 ekspresyonunu arttirma bakimindan ITD-1’den anlamli diizeyde
Ustun oldugu gorulmagtur.

Literatir degerlendirildiginde kornea endotel yetmezliginin hicre bazl tedavisi
insan kornea endotel hucresi iglevlerinin optimize edildigi ve EnMT’nin en aza indirildigi
hicre kulturu yaklagimina bagh oldugu anlasiimaktadir. TGF-B'nin tum islevleri g6z
onlne alindiginda EnMT’yi 6nlemek adina TGF-'nin tamamen inhibe edilmesi kornea
endotel hicrelerinin  fizyolojik fonksiyonlarinda da o6nemli degisikliklere neden
olacagindan pratik bir yaklasim olmayacaktir. Ancak, mevcut ¢alismanin sonuglarina da
dayanarak SB431542’nin fizyolojik fonksiyonlarin korundugu insan kornea endotel
hicrelerinin kdltir ortaminda uretilebilmesine hizmet edebilecegdi dusunulebilir.

Diger taraftan, TGF-B hiicre proliferasyonu, hiicre déngusu regilasyonu, ROS
uretimi, DNA hasari onarimi, telomer regulasyonu ve otofaji gibi yaslanma sureglerinin
cesitli yonleriyle ilgili birgok duzenleyiciyi kontrol etmektedir ve TGF-f sinyalizasyonunun
hicresel senesens gelisiminde énemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Hicresel senesens,

¢ogalma kapasitesinin kaybi, hicre déngusinin durmasi, hicre sekli degisiklikleri,
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metabolik yeniden programlama ve SASP salinimi gibi durumlar ile birliktedir. Aslinda
bu dedisikliklerden bazilari, kornea endotel hasarinin tamirinde kornea endotel
hicrelerinde gorilen degisiklikler ile benzerlik gostermektedir. Bu nedenle, hicresel
senesensin inhibisyonunun, kornea endotel hiicrelerinin rejenerasyonu igin anahtar bir
mekanizma olabilecegi 6ne sirlilmektedir (Bae vd 2021).

Bae ve ark. TGF-B1'in insan kornea endotel hicrelerinde yaslanmayi
indukledigini gostermiglerdir (Bae vd 2021). SA-B-gal boyanmasi, hicresel yaslanmanin
bir belirteci olarak yaygin olarak kullaniimaktadir. Bae ve ark. ¢alismasinda TGF-31
uygulamasi sonrasinda hicre buyimesi, ROS seviyelerinde artis ve mitokondriyal
membran potansiyelinin depolarizasyonu gibi senesens iligkili diger degisikliklerle birlikte
SA-B-gal ile boyanmis hlicrelerin orani da artmis olarak bulunmustur (Bae vd 2021).
Diger taraftan, ayni c¢alismada miR-30c-1'in TGF-B1 iligkili hicre yaslanmasini
iyilestirerek ve hlcre 6lumdnd azaltarak insan kornea endotel hiicrelerinin ¢gogalmasini
destekledigi bulunmustur. Benzer sekilde, Li ve ark. kronik korneal greft yetmezliginde
TGF-B seviyesinin kornea endotel hlcrelerinde arttigini ve bu durumun mitokondriyal
ROS uretiminde artisa ikincil olarak kornea endotel hiicrelerinde senesense ve yuksek
pozitif SA-B-gal oranina yol agtigini gostermislerdir (Li vd 2018).

Kornea endotel hiicre senesensinin dnlenmesi veya iyilestiriimesi Gzerine gesitli
calismalar da mevcuttur. Ornegin, Wei ve ark. kojic asitin hiicre kiiltirinde kornea
endotel hiicrelerde senesensi inhibe ettigini saptamislardir (Wei vd 2019). Hongo ve ark.
ise kdltur stresinin neden oldugu p38 MAPK aktivasyonunun hicresel yaslanmayi
indukleyen nedensel bir faktor olabilecegini ve bir p38 MAPK inhibitéri olan SB203580’in
senesensi Onleyerek yeterli sayida fonksiyonel kornea endotel hiicresi elde edilmesine
katki sagladigini géstermislerdir (Hongo vd 2017).

Calismamizda, TGF-pl, ITD-1, SB431542, TGF-B1+ITD-1 ve TGF-
B1+SB431542 ile muamele edilen insan kornea endotel hlicre gruplarinin 1. ve 7. glinde
SA-B-Gal boyamasi ile senesens Ozellikleri degerlendirildi. Buna goére, 1.gun
gorintilerine bakildiginda SB431542 ve TGF-B1+SB431542 uygulanan hiicrelerde SA-
B-Gal boyanan hticre yogunlugunun kontrol, TGF-1, ITD-1 ve TGF-1+ITD-1 gruplarina
gbre daha az oldugu izlenmekle birlikte 7.gin senesens goéruntilerinin tim gruplarda
benzer oldugu goézlendi. Bu bulgulara bakarak tedavi devamhligi ile iligkili olarak
SB431542 uygulamasinin insan kornea endotel hicre kultiriinde senesens Uzerine
olumlu etkileri olabileceg@i kanisina variimistir.

Bu calismada ayrica tum gruplarda uygulanan tedavi ajanlarinin TGF-f1
seviyeleri Uzerine etkileri de ayrica degerlendirildi. TGF-B1 grubunda TGF-B1 seviyesi
kontrol grubuna goére yaklasik %44 oraninda istatistiksel anlamli dizeyde yuksek

bulundu. Sadece ITD-1 veya SB431542 uygulanan hicre gruplarinda TGF-B1 seviyesi
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kontrol grubuna kiyasla yaklasik %80 ve %69 oraninda anlaml seviyede dusuk olarak
saptandi. TGF-B1+ITD-1 ve TGF-$1+SB431542 ile inklibe edilen gruplarda ise, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda TGF-B1 seviyelerinin sirasiyla yaklasik %12 ve %35 oraninda
azalarak istatistiksel anlamli seviyede dusuk olarak bulundu. Ayni gruplar TGF-B1 grubu
ile kiyaslandiginda ise TGF-B1 seviyesinin yaklasik %56 ve %79 oraninda azalmis
oldugu gorildi. TGF-B+ITD-1 grubu yalnizca ITD-1 ile inkibe edilen grup ile
karsilastirildiginda %67,93 oraninda TGF-§ artigi gézlendi. TGF-B1+SB431542 grubu
yalnizca SB431542 ile inkiibe edilen grup ile karsilastirildiginda ise bu oran %33,76 idi.

Tez calismamizin tim sonuglari birlikte degerlendirildiginde, insan kornea
endotel hucre kaltir ortaminin ITD-1 ve SB431542 ile muamelesi TGF-B seviyesini
azaltmakla birlikte hlcrelerin proliferasyonu, fonksiyonu ve yaslanmasi uzerine farkh
etkiler yaratmigtir. Bu bulgularin TGF-B sinyalizasyon yolaklarinin karmagik yapisi ile

iligkili olabileceg@i dugtUnulmustar.
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6. SONUGLAR

TGF-B1'in insan kornea endotel hucrelerinin proliferasyonunu baskiladigi ve
kdltdr ortaminda EnMT surecini indUkledigi; ancak diger taraftan yara iyilesmesi

surecinde hucre gogunu kolaylastirdigi bilinmektedir.

1. Bu galismada hicre kiltird ortaminda TGF-B1’in insan kornea endotel hicre
proliferasyonunu azalttigi; ancak bir TGF-B inhibitéra olan ITD-1 ve bir TGF-
reseptdr inhibitdri olan SB431542’nin tek baslarina veya TGFB-1 ile birlikte
uygulandiklarinda hiicre proliferasyonunu arttirdigi gosterildi.

2. Sadece SB431542 uygulanan hicrelere bakildiginda hicre proliferasyon
oraninin artmasinin yani sira normal kornea endotel fonksiyonlarinin gostergesi
olarak ZO-1 ve COL8A2 ekspresyonlarinin artmis oldugu goraldu.

3. Diger taraftan SB431542 ile ITD-1 ile arasinda ZO-1 ekspresyonu bakimindan
anlamli farkhihk bulunmamasina karsin, SB431542’nin COL8A2 ekspresyonunu
arttirma bakimindan ITD-1’den Ustiin oldugu goruldu.

4. Hucresel senesens bakimindan SB431542’nin kultir ortamina eklenmesinin
insan kornea endotel hucrelerindeki senesens bulgularini erken ddénemde
azalttigr ancak zaman igerisinde bu etkinin ortadan kalktigi goruldu.

5. Tum bulgular 1si1ginda TGF-B insan kornea endotel hilicrelerinde proliferasyonu
baskilamakta, yaslanmayi hizlandirmakta ve EnMT sirecini uyarmaktadir; ancak
bunlarla birlikte olumlu fizyolojik etkileri sebebiyle bu molekulin tam inhibisyonu
bir tedavi yaklagimi olarak kullanilamamaktadir.

6. Diger taraftan her ne kadar insan kornea endotel hicreleri kultir ortaminda
cogaltilabiliyor olsalarda bu slre¢ icerisinde EnMT ve senesens gibi faktorler
kornea endotel yetmezliginin hiicre temelli tedavisinde kullaniimak Gzere yeterli
sayida fonksiyonel endotel hiicrelerinin elde edilmesini sinirlamaktadir.

7. Bu noktada ITD-1 ve o6zellikle SB431542'nin kullaniimasinin énemli fayda
saglayabilecegini dusunmekteyiz.

8. Ancak, bu konunun tam olarak aydinlatiimasi igin ITD-1 ve SB431542
inhibitérlerinin insan kornea endotel hicreleri Uzerine etkilerinin incelendigi in

vivo ve in vitro ¢alismalarin artmasina ihtiya¢g bulunmaktadir.
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