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OZET

Amac: Tavsanlarda tapetoretinal dejenerasyon modelinde kemik iligi mezenkimal kok hiic-
re (MKH) intravitreal uygulamasmm etkinligini gostermistik (TOD UOK, 2006). Bu calisma-
mizda MKH aracili gen tedavisinin uygulanabilirligi arastrilmigtir.

Yontem-Gerecler: GATA Arastirma Merkezi'nde erigkin Yeni Zelanda albino tavganm fe-
mur proksimali kemik iliginden alman MKH'ler viicut diginda farklilastirildi ve 4. pasajdaki
huicreler kullanildi. Kultir ortammda bu hiicrelere plazmid aracili olarak 48 saat i¢inde 2 defa
Yesil Floresan Protein (YFP) aktarimi saglandi. Erigkin, pigmentli 3 tavsana intravenoz 40 mg/
kg sodyum iyodat-NalO(3)- enjeksiyonu uygulandi (¢alisma grubu). Hemen sonrasmda bu tav-
sanlar yanisira bir erigkin pigmentli tavsanin (kontrol) sag gozlerine 2.5X10(5) hiicre/0.1ml, sol
gozlerine dengeli tuz solusyonu 0.1ml intravitreal uygulandi. 1, 5, 10 ve 45. gunlerde eniikleas-
yon uygulanan tavsanlarda, izlem surecinde, klinik, Fundus Floresein Anjiyografi (FFA, HRA-
2®), Elektroretinografi (ERG, Roland®) ve histopatoloji (immunfloresan) incelemeleri yapildi

Bulgular: Birinci giinde ¢alisma grubundaki tavsanlarda anormal ERG b dalga degerleri ve
HRA(Heidelberg Retinal Anjiografi)'da vitreusta YFP'li hiicre kiimeleri gozlendi. Beginci gun-
de retinada 6dem, ERG'de b dalgasinda silinme ve FFA'da lokalize hiper ve hipofloresan odak-
lar saptandi Birinci tavsanda uygulanan entikleasyon sonrast immunfloresan yontemi ile retina-
da YFP tagtyan huicreler gosterildi. Onuncu giinde FFA'da lokalize hiperfloresan ve hipoflore-
san odaklarda artig, ERG'de silinme izlenen bir tavsanda canli ve cansiz ortamda uygulanan
yontemler (HRA ve immunfloresan) ile vitreusta ve retinada YFP'li huicrelerin varligi gosterildi.
Kirkbesinci giindeki kontrollu gozlemlerde bu huicrelerin retina katmanlarindaki varhiginim de-
vam ettigi saptandi

Sonuclar: Akut tapetoretinal dejenerasyon modelinde, plazmid araciligiyla transfekte edi-
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len ve intravitreal uygulanan allojenik kok hiicrelerden retinaya YFP aktarimi saglanabil-
mektedir. Bu yontem, otolog MKH'lerin kullanilma avantaji bulunan retinal dejenerasyon olgu-
lar1igin yeni bir gen tedavisi yaklagimi olarak gelistirilebilir.

Anahtar Kelimeler: gen tedavisi, kok hiicre, tavsan, tapetoretinal dejenerasyon, yesil flo-
resan protein (YFP)

SUMMARY

In Vivo and in Vitro Proof for Intravitreal Implanted Bone Marrow Mesenchimal
Stem Cell (MSC) Mediated Gene Therapy in Rabbit Tapetoretinal Degeneration
Model: Green Fluorescent Protein (GFP)

Purpose: We have shown the efficacy of intravitreal use of bone marrow mesenchimal
stem cell (MSC) in rabbit tapetoretinal degeneration model. In this study, the feasibility of MSC
mediated gene therapy is investigated.

Material-Methods: In GATA Research Center, MSCs were differantiated in vitro from
bone marrow which was obtained from proximal femur of a New Zelland albino rabbit, and the
cells from the forth passage were used. In cultere environment, plasmid mediated green fluores-
cent protein (GFP) transmission to these cells was performed two times in 48 hours. Intraveno-
us 40 mg/kg NAIO(3) injection was done to 3 adult pigmented rabbits.(study group). After-
wards 2.5x10(5) cell/0,1 ml to right eyes and 0,1 ml balanced salt solution to left eyes intravit-
realy, were performed in the study and the control eyes (1 pigmented rabbit, two eyes). Clinical,
angiographic (FA-HRA 2), ERG and hystopathological evaluations were performed during the
observation period (1., 5., 10., 45th day).

Findings: On first day, abnormal ERG b-wave amplitudes and cluster of GFP loading cells
in the vitreous were observed. On the fifth day, retinal edema, diminished b-wave amplitudes
and hypofluorescent and hyperfluorescent areas on FA were noted. Immunofluorescence exami-
nation of the first rabbit showed GFP loading cells in the retinal layers. In vivo and m vitro as-
says done on the 10th day showed GFP loading cells in the vitreous and in the retina which had
angiographically increased hypo and hyperfluorescent spots. Our controlled observation showed
that these cells were still in the retinal layers on the 45th day.

Results: In this acute tapetoretinal degeneration model intravitreally injected allogenic
stem cells transfected by plasmid enabled GFP transmission to the damaged retina. This method
may be developed as a new made of gene therapy in the retinal degeneration patients who has
the advantage of using otolog MSCs.

Key Words: Gene therapy, stem cell, rabbit, tapetoretinal degeneration, green fluorescent
protein GFP)

GIRIS

Retinanm kaltsal ve edinsel kokenli dejeneratif
hastaliklar1 tim toplumlarda onde gelen korluk nedeni-
dir. Giniimuzde bu hastaliklarm kokten tedavileri konu-
sunda somut gelismeler izlenmektedir. Bunlar arasmda
kok hiuicre aracili tedavi arayiglar: onde gelmektedir. Bu
huicrelerin 6zgun hicre tiplerine donuigme potansiyeli
huicre replasmani tedavisinde yeni bir ¢igir agmakla bir-
likte uygun kosullar altnda genetik olarak modifiye edi-
lebilmeleri yeni bir donemin isaretcisi olabilir (1-3). Bu
huicrelerin hemen her organda bulunduklar: ve doku ye-
nilenmesinde gorev aldiklar1 bilinmektedir. Multipotent
olan bu hiicre grubunun ortamdaki uygun uyaranlar ile

pek cok islevsel huicre tipine farklilastirilabilecegi goste-
rilmigtir (4,5). Varligi son yillardaki ¢aligmalarla kanit-

lanmig olan goz i¢i dokulari ile retinadaki kok hiicrele-
rin miktarmin azligi ve teminindeki zorluklar, bunlarm

tedavi maksatli uygulamalarmi zorlagtirmaktadir. Halen

klinik uygulanmada temini kolay ve etkinligi kanitlan-
mis olan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin
(KI-MKH) kas, cilt ve noron huicrelerine donustiugit ve
koroid neovaskiller membran (KNM) gelisiminde de rol
aldig1 gosterilmistir (4,6). Insanda bu hiuicrelerin temini
kolaydrr ve otojenik ya da allojenik bagarili klinik uygu-
lamalar1 da vardir. Genetik olarak modifiye edilebilen
bu hucreler, retina dejenerasyon ve distrofilerinin teda-
visinde bir umut kaynagi olabilir.
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Tavsanlardaki tapetoretinal dejenerasyon modelin-
de KI-MKH'lerin intravitreal implantasyonundaki tedavi
etkinligini gostermistik (7). Ayn1t modelde gerceklestir-
digimiz bu caligmamizda, dig ortamda YFP (Yesil Flo-
resan Protein) Uretmek tizere plazmid aracili olarak mo-
difiye edilen bu hiicrelerin intravitreal implantasyonun-
daki tedavi etkinligi aragtrilmaktadir.

GEREC ve YONTEM

Calismamiz Nisan-Mayis 2007 tarihlerinde Gulha-
ne Askeri Tip Akademisi (GATA) Arastrma Merkezin-
de gerceklestirildi. Caliyma icin GATA Hayvan Calig-
malar1 Etik Kurulu'nun onayi alindi. Uygulamalar:

1. KI-MKH'lerin elde edilmesi:

GATA Arastirma Merkezi'nde erigkin bir Yeni Ze-
landa albino tavsanmn femur proksimalinden almnan ke-
mik iligi stromal hiicrelerden in-vitro kosullarda KI-
MKH diferansiye edildi ve 4. pasajdaki hiicreler kulla-
nildi. Bu amacla hiicresel icerik 1:1 oranmnda duguk glu-
kozlu DMEM (Dulbecco'nun hiicre kultur ortami) orta-
minda seyreltildi. Elde edilen stispansiyon 15ml Ficoll-
Pague Plus (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Is-
vec) Ustiinde topland1 ve oda isismda 800 devirde santri-
fuj islemi uygulandi. Ustteki kisim ara yuzey ile birlikte
0.1 ml PBS (fosfat tamponlu tuzlu su solusyonu) ile sey-
reltilip 800 devirde 10 dakika santrifij iglemi uyguland.
Ust kismu atillip Iml'lik kisimda pellet karigtirildi. Nuk-
leuslu huicreler sayildi ve kultur ortammda (2mg/ml L-
glutamin 50mg/ml streptomisin ve %10 oranmnda is1
inaktivasyonlu buzagi serumu igeren DMEM solusyonu)
1x10(7)/ml olacak sekilde suispanse edildi ve 100ml'lik
kultur tabaklarmda 3x10(6) huicre/cm(2) olacak sekilde
ekildi. Bu huicreler 3 gun kultur ortammda tutuldu ve
yapismayan hiicreler 3 kez yikanarak ortamdan uzaklag-
trildi. Kultur ortammda yeterince yogunlasan (konflu-
ent) hucrelere tripsin-EDTA uygulanarak ureme orta-
mindan ayrilmalari saglandu.

2. KI-MKH'lerde YFP Plazmid vektor
transfeksiyonu:

Transfeksiyon uygulamalari icin KI-MKH kulturle-
rinde 4. pasajdaki hucreler kullanildi Gen ekspresyonu
icin YFP olarak, Monster Green™ Floresan protein
phMGFP (Promega, USA) kullanildi Kultir ortammda
bu hiuicrelere plazmid aracili olarak 48 saat icinde iki de-
fa Yesil Floresan Protein (YFP: GFP) aktarimi saglandi.
Daha dnceden tanimlanmig protokole (8) uygun olarak
yapilan on ¢alismalarla KI-MKH'lerinde yuksek trans-
feksiyon etkinligi saglayan parametreler belirlendi. Ki-

saca, bir gin onceden kultur ortammdan alinarak serum
ve antibiyotik iceren tagima ortamlarma gecirilen hiicre-
ler 10ml'lik tuplerde yikama ve santrifujleme iglemleri
ile kultur ortammdan uzaklagtiwrildi. Hiucrelerin ekimi,
seyreltilmesi, inkibasyonu ile hazirlanan DNA-Enhansir
solusyonunun pipetle karistirilmasi, calkalanmasi sonra-
stelde edilen efektif reagant iceren karigim, 60ml kultur
ortami i¢in 1ug (mikrogram) plazmid DNA'sma 8 pug
Enhansir ve 25 ug Effektan Reagan olacak sekilde uy-
gulandi.

3. Tapetoretinal dejenerasyon modelinde
uygulamalar:

Uc erigkin (3-3.5 kg) pigmentli tavsana kulaktan
intravenoz yolla, dengeli tuz solusyonundaki (FTS)
%1'lik sodyum iyodat (NalO(3), Sigma, St Louis, MO)
solusyonundan 40 mg/kg dozunda enjeksiyon uygulandi
(calisma grubu). Hemen sonrasmda bu tavsanlar yani s+
ra bir erigkin pigmentli tavsanmn (kontrol tavsan) sag
gozlerine 2.5X10 (5) hiicre/0.1ml, sol gozlerine 0.1ml
FTS uygulandi. Bunun ig¢in %0.5 tropicamide
(Tropamid®, Bilim, Istanbul, Turkiye) ile pupiller mid-
riyazis ve Betadine %10 solusyon ile konjunktival steri-
lizasyon saglandi. 30 G igne ile limbustan 1.5 mm geri-
den ve ust temporalden kontrollul olarak intravitreal en-
jeksiyon uygulandi. Bazal degerleri belirlemek uizere te-
davi dncesinde ve tedavi sonrast 1., 5., 10., ve 45. giin-
lerde oftalmoskopik, anjiyografik, elektrofizyolojik ve
immunfloresan incelemeler yapildi. Bu amacla klinigi-
mizde mevcut goruintileme sistemleri (Zeiss HRA™,
Roland Elektrodiagnostik nit™) kullanildi. Histopato-
lojik inceleme i¢in intrakardiak embolizasyon ile feda
edilen tavsan gozlerinde entikleasyonu takiben gozlerin
gozdis1 bag ve kas dokular1 yani sira Ora Serrata oniin-
deki dokular1 makroskopik olarak ayiklandi ve bu doku-
lardan hazirlanan parafin bloklarmdan 5 mikronluk
transvers kesitler almd. Bu ornekler Immunfloresan
mikroskop ve Hemotoksilen-Eozin ile boyama sonrasi
151k mikroskopu ile retina katmanlari incelendi.

Calisma grubundaki tavsanlar ve kontrol tavsanmn
sag ve sol gozlerindeki bulgular grup ici ve gruplar arasi
degisiklikler bakimmdan kargilagtirid.

BULGULAR

Kultur ortammda YFP-plazmid ile transfekte KI-
MKH gozlenmektedir (Sekil 1).

Birinci giinde kontrol ve ¢aligma grubundaki ERG
(Elektroretinografi) kayitlart Sekil 2'de izlenmektedir.
HRA ile otofloresan modda gozlem yapildigmda kontrol
ve calisma grubundaki tum tavsanlarda intravitreal
YFP'li huicreler saptandi (Sekil 3a, 3b).
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Besinci guinde retinada 6dem, ERG'de b dalgasinda
silinme ve FFA'da lokalize hiper ve hipofloresan odak-
lar belirginlesme gozlendi. HRA'da vitreusta ve retinada
fotoreseptor ve RPE katmaninda YFP eksprese eden
huicreler saptandi (Sekil 4a, 4b).

Onuncu giinde FFA'da lokalize hiperfloresan ve hi-
pofloresan odaklarda artig (Sekil 5a) ile ERG de silinme
izlenen bir tavsanda canli ve cansiz ortamda uygulanan
yontemlerle (HRA ve immiunfloresans) vitreusta ve reti-
nada yaygmn YFP'li hiicre kiimelerinin varligi gosterildi
(Sekil 5b).

Kirkbesinci giindeki gozlemlerde retinanm minimal
pigmentasyon degisiklikleri ile birlikte normaldekine
benzer goriinime kavugstugu ve bu hiicrelerin retina kat-
manlarmdaki varhgmm devam ettigi saptandi (Sekil6a,
6b).

Kontrol tavsan goziinde 15.gtin muayenesinde izle-
nebilen YPF'li hucrelerin 45.ginde kayboldugu sap-
tandi.

TARTISMA

Kemik iligi kok hiicrelerin retina noron huicrelerine
transdiferansiasyonu ile vaskiller ve norotropik etkinlik-
leri gosterilmistir (9). Amfibiandakinin aksine insan re-
tina noral huicreleri apoptosise ugrayip kayboldugunda
kayplarm rejenerasyonla karsilanamadigi bilinmekte
idi. Son yillarda insanda retinal noral kok hiuicreleri
(RNKH) ve bunlara dnciilluk eden embriyonik kok hiic-
reler (EKH), noral kok hiicreler (NKH) ve retinal kok
huicreler (RKH) gosterilmistir (10,11). Ancak bu kok
hiicre gruplarmin tedavi maksatli uygulamalarmnda ciddi
sorunlar gozlenmesi olasiligt vardir. EKH'de MHC (Ma-
jor Histocompatibility Complex) sisteminin diglayici et-
kisi yani sira teratom gelistirebilme riski vardr (12);
NKH'in ise Hipokampus'tan temini zordur. Siklikla
Korpus Siliare'de bulunduklar1 gosterilmis olan RNKH
(retinal noral kok huicre)'nin sayilari olduk¢a smirli olup
temini zordur. Giiniimuizde, uygulanmasi kolay ve he-
matoloji pratiginde etkinligi kanitlanmig olan kemik ili-
gi kokenli kok huicrelerinden evrensel boyuttaki beklen-
tiler, Kociok'un "Hastanmn kendi kok hiicresi retinitis
pigmentoza ve diger goz hastaliklarinda koni gorusiinii
koruyabilir mi?" baglikli makalesinde ifadesini bulmusg-
tur (13). KI-MKH gibi erigkin kok huicre grubunda etkin
transfeksiyon yontemlerinin gelistirilmis olmast bu so-
runun yanitinm olumlu olacagma inancimizi arttrmak-
tadir (2).

Kemik iligi kok hucrelerin kemirici ve insanlarda
hemopoetik kok hiicreler yani sira mezenkimal kokenli
kas, cilt ve noron huicrelerine donustiugt gosterilmistir

(4). Koroid neovaskiller membran (KNM) gelisiminde
KI-MKH katkismin gosterilmesi dikkat cekicidir (11).
Japon aragtrmacilar, retina yaralanmali sicanlarda KI-
MKH'lerin yaralanmali alana lokalizasyonu ile birlikte
retina sinir hiicresine donustugunt gostermislerdir (14).
Ayn1 arastirmact grup B6 transjenik fare gozlerine retina
fotokoagulasyonu ile birlikte intravitreal kok hiicre
transplantasyonu uyguladiklarinda bunlarm retinal néron
hucrelerine donustuklerini ve bu transforme hiicrelerin 1
yil sureyle islevselliginin devam ettigini saptamiglardir.
Fotokoagulasyon ile uyarim yapilmayan kontrol gozler-
de ise noronal huicrelere donuisim daha kisa stireli ve da-
ha az sayida olmustur (15).

Kemiricilerde sodyum iyodat ile tapetoretinal deje-
nerasyon gelisimi, uzun yillar i¢inde oldukca iyi tanim-
lanmig ornek bir modeldir. Enzmann ve arkadaglar1 B6
transjenik fare sujunda yaptiklar1 6zgiin caliymada RPE
(Retina Pigment Epiteli)'nin anatomik degisikliklerine
eslik eden islevsel degisikliklerin uygulanan sodyum
iyodat dozu ve uygulama sonrasi siire ile dogrusal etki-
lenim gosterdigini bildirmektedirler (16). Caliymamiz
tavsan retinasmm ge¢ donemde kendini yenileme olasil-
gma kars1 45 guinluk donem i¢in planlanmig ve sodyum
iyodatm etkinligi kanitlanmig olan 40mg/kg dozu uygu-
lanmigtr. Bu modeldeki tomografik, fundoskopik, anji-
yografik, elektrodiyagnostik ve histopatolojik degisik-
likler gecen yilki Turk Oftalmoloji Dernegi Ulusal
Kongresinde sunulmustur (7). Kisaca, bu caliimamizda
onceki ¢aliymamizdakine benzer sekilde 1. ginde ERG
ile tanimlanan islevsel degisiklikler gozlenmistir (Sekil
1). Besinci gunden itibaren OKT (Optikal Koherens To-
mografi) retinada kalmlagmay1 gostermis ve FFA'da 1.
haftada RPE defektleri olusmus, 2. haftadan itibaren tim
retinada yerlesmistir. Gecen yiki gozlemimizdekine
benzer tarzda KI-MKH uygulanan gozlerde kayda deger
enflamasyon gozlenmemistir. Bunda KI-MKH'lerin va-
roldugu ileri suriillen antienflamatuvar etkilerinin rolu
bulunabilir (5). KI-MKH'lerin intravitreal implante edil-
digi gozlerde fonksiyonel kazang elde edilmesinde bu
huicrelerin retinaya migrasyonu ve transdiferasyonunun
roli bulunabilecegi bildirilmisti (17). Retinanin kalitsal
ve edinsel pek cok hastalignda RPE yapisal ve islevsel
bozukluklar gostermektedir. Fotal yada embriyonik huic-
re transplantasyonu yani swra erigkin RPE hiucreleri ile
RPE yapsal ve islevsel bozukluklarmm giderilmesi ca-
lismalarmnda karsilagilan sorunlar, izerinde yogun calis-
malarm yapildig1 subretinal RPE transplantasyonu ben-
zeri yontemlerin klinik uygulamaya gecirilmesini giig-
lestirmektedir. Bu sorunlarm baginda progenitor hiicrele-
rin nitelik ve niceliksel olarak yetersiz kalmasi, retinaya
ulagtirlamamast yada reorganizasyon olamamas: gel-
mektedir. Bu zorluklar, KI-MKH'lerin intravitreal imp-
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lantasyonu ile agilabilir gozukmektedir. Ancak, bu yon-
temin oftalmolojide uygulanmasmda goziin 6zgin ana-
tomik iglevsel butunlugu, ornegin kan-retina ve kan-
akoz bariyerleri yani sra gozin immin 6zgunluginiin
dikkate almmasi gerektigini dusundiuk. Bu maksatla,
baglangic asamasmda bu yontemin uygulanabilirliginin
irdelendigi bu ¢calismamizin sonu¢ hedefi, bu yontemin
klinik uygulamaya geg¢irilmesidir. Yontemin pratikte uy-
gulanabilirligini aragtrmak uizere, temini, muayenesi ve
izleminin kolayligi ile 6teden beri preklinik caligmalar-

da kullandigmiz ve insandakine yakm boyutta gozu

olan tavsan, denek olarak secilmistir. Bu amagla, tapeto-
retinal dejenerasyon olusturdugu kaynakgada iyi tanim-
lanmig olan sodyum iyodat modeli kullanilmigtir. Oksi-

dasyon yoluyla etkili oldugu bilinen sodyum iyodatla
tepkimeye girmesi icin retinasmda melanin iceren pig-
mente tavsanlar secilmis, boylece insandakine benzer
bir konum saglanmigtr. KI-MKH temin etmek uzere
GATA Arastrma Laboratuarfnda tretimi gerceklestiri-

len Yeni Zelanda tipi albino tavsanin proksimal femu-
rundan alman kemik iligi stromal hiicrelerden in-vitro
kosullarda mezenkimal kok huicreler diferansiye edilmis
ve yenilenme potansiyellerini kaybetmemeleri igin 4.
pasajdaki hiuicreler kullanilmistr. Bu hucreler in vitro

kosullarda YFP protein sentezleyen plazmidler araciligi
ile transfekte edilmistir.

YFP proteini retinaya gen transferinin aragstirildigi
kontrollu gozlemlerde tanimlayici olarak kullanilmakta-
dir. Bu geni iceren huicreler mavi 1g1k altmda yesil flore-
sans ile mikroskop altinda izlenebilmektedir. Gen trans-
ferinin yapildigi hiicreler canli ortamda izlenerek, gen
aktarmmm etkinligi mevcut organizmaya zarar verme-
den kanitlanabilmektedir. Caliymamizda, tapetoretinal
dejenerasyona ugrayan katmanda YFP eksprese eden bu
huicrelerin  varligmm kanitlanmasi1 KI-MKH'lerin bu
maksatla uygulanabilecegini gostermektedir. Kontrol
tavsandakinin aksine vitreustaki MKH'lerin akut dejene-
rasyona ugrayan gozde retinaya gog¢ etmeleri ve bu hiic-
relerin retinanin rejenerasyonu agamasmdaki fonksiyo-
nel katkis1 duguindurucudir.

Liposomal transfeksiyon yontemi, dig ortamda
transfeksiyonun gergeklestirilmesinde giinimuzde etkin
bir yontem olarak oldukc¢a sik olarak uygulanmaktadir.
Niukleotransfeksiyon olarak da adlandirilan bu yontemin
digerleri ile kiyaslandiginda en etkin gen transfer yonte-
mi oldugu bildirilmistir (3). Bununla birlikte, bu yonte-
min huicreye 6zgiin olarak farkliliklar gosterebildigi ve
gen transferi agsamasmda toksik olmayan en etkin karigi-
mm elde edilmesi gerektigi bilinmektedir. Bunun igin
calismamizda, on calismalarla transfeksiyon etkinligi
daha onceden kanittlanmis olan protokole uygun YFP
transfeksiyon yontemi uygulanmigtir.

KI-MKH teminindeki sorunlar nedeniyle ¢alisma-
mizda denek sayisi smirli tutulmusg (3 adet), etik neden-
ler ve kontrol saglanabilmesi bakimmdan sol gozlere
plasebo islem (FTS) uygulanmistir. Ayni nedenle otojen
yerine allojenik transplantasyon uygulanarak bu yonte-
min tedavideki etkinligi aragtirilmistr. Calismamiz allo-
jenik KI-MKH intravitreal uygulandigmda immiin redde
ugrayamayacaklarmi gostermektedir. Bu durum KI-
MKH uygulandigt diger ¢aligmalarda da izlenmis olup
bunun bu hiicrelerin immunosiipressif etkisinden kay-
naklandigt ileri surulmustur (5).

Kontrol tavsan goziinde daha onceki ¢alismamizda-
kine benzer kayda deger bir yapisal degislik gozlenme-
di. Bununla birlikte vitreustaki YFP huicre yogunlugunu
giderek azalmakla birlikte 45 gunluk takipte retinada
yerlesmedikleri gozlendi. Nd:YAG hasar1 olusturulan
sican gozlerindeki 50 gunluk takiplerde, normaldekine
kiyasla intravitreal KI-MKH uygulanan tarafta retinaya
kok huicre gegisi ve antiapopitotik gen aktarmmi gozlen-
migtir (9). Li ve arkadaglari, RPE'den salman kemoat-
raktanlarm (SDF: stromal kokenli buyiime faktori ve
C3: kompleman 3) KI-MKH'lerin migrasyonu ve trans-
diferasyonunu sagladigini gostermiglerdir (18). Obata ve
arkadaglar1 tavgan sodyum iyodat mododelinde, fibrob-
last ve vaskiller endotel huicrelerindan farkli olarak RPE
tizerinde stimuilan etkisi olan doku faktor plazminojen
yol inhibitort (TFPI) nuin intravitreal uygulandig: tarafta
RPE katmanmnm korundugunu, bu korumanm kalitsal
retina dejenerasyonlu RCS sicanlarda kismen gercekles-
tigini gostermislerdir (19). Hayvan modellerinde biyi-
me faktorlerinin retinay: dejenerasyon geligiminden ko-
ruduklart gosterilmistir (20). Bununla birlikte bu faktor-
lerin uygulanmasmda kargilagilan en onemli sorun or-
tamdaki homeostazisin bozularak istenmeyen hiicre
gruplari, drnegin, fibroblastlar tizerinde trofik etki gos-
terebilme olasiliklaridr. KI-MKH'lerin edinsel faktorler
yani srra kalitsal faktorler ile ortama cagrildigini, mig-
rasyona ve transdiferansiasyona zorlandigmi gosteren
caligmalar vardr (21). Daha ileri calismalarla bu faktor-
ler daha iyi tanmmlanabilir ve immiunhistokimyasal bo-
yama yontemleri kullanilarak rejenere olan hiicrelerin
kok hucre ile iligkileri tam olarak ortaya konabilir.

Gozn immun 6zgunlugunin, dis ortamlardan so-
yutlanmig anatomik ve islevsel duzeneginin kok hiicre
ve gen tedavileri i¢in uygun bir ortam olusturdugu bilin-
mektedir (22). Kok hucre aracili yontemlerle istenilen
hiicre tipinin, eksikligi duyulan alanda yeniden kazanil-
mas1 mumkiindur. Ancak, bunun i¢in uygun bir uyaran
ortama gereksinim duyulmaktadr (23). Retina distrofi
ve dejenerasyonlar1 boyle bir ortami saglayabilir. Gide-
rek saflagtirilan ve kolaylastirilan kok hiuicre iiretme tek-
nikleri guindemdedir. Bu maksatla CNTF (Siliyer norot-
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Sekil 1. In-vitro plazmid aracili YFP aktarilan
KI-MKH

rofik faktor), bFGF (bazik fibroblast grovt fakror), EGF
(epidermel grovt faktor) ve akozhumor ile RPEnin kul-
lanildig1 bilinmektedir (24,25) Memelilerde iris doku-
sunda retinal dogurgan kok hiicre varligi ve bunlarm fo-
toreseptorlere doniisumul gosterilmistir (26).

Sekil 2a. Kontrol ERG (13.giin)
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Gunumuzde gen transfer yontemlerindeki hizli ge-
lismeler dikkat cekicidir (27). Molekiler tanimlayici
yontemlerdeki gelismeler, insanda retinaya 6zgtin genle-
rin tanimlanmasimni kolaylagtrmistir. Ilerde amfibianlar-
daki 6mur boyu retinal noronlarm olusumunu saglayan
molekiller mekanizmalarm (regulator genlerin) aydmla-
tilmast ile insanda surekli retina rejenerasyonu icin bu
molekiullerin gen transferi ile kalici tedaviler sag-
lanabilir.

KNM (Koroid Neovaskiiler Membran)'larm olusu-
munda etkin rol aldigi gosterilen MKH'lerin endotel
hitcre matirasyonu ile bu huicrelerin hipoksik hasara
kars1 stabilizasyonunu sagladiklari, besledikleri retinal
noronlar1 apoptosisden koruduklari bilinmektedir. Boyle
bir yaklagimm retinanm iskemik hasarma bagli neovas-
kilarizasyon geligimi i¢in koruyucu tedavi yaklagmmi
saglayabilecegi one suriilmektedir (28). Ornegin, yasa
bagli makula dejenerasyonundaki KNM icin antianjiyo-
genetik gen transferi ile birlikte uygulanabildiginde boy-
le bir yaklagim kokten tedavi olanagi sunabilir. KI-
MKH'leri sican prematur retinopati modelinde uygula-
yan Ritter ve arkadaglari, bu huicrelerin iskemik alanlara
gocuiyle birlikte neovaskillarizasyon gelisimini onledik-
lerini bildirmektedirler (29). Halen bu amacla destruktif

Sekil 2b. Calisma, ERG (1.giin)
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Sekil 3a. Kontrol, intravitreal YFP-MKH (1.giin)

Sekil 3b. Calisma, intravitreal YFP-MKH

uygulamalara bagvuruldugu goz ontine alinwsa benzer
bir tedavi yaklagimmm klinik uygulamaya gecirilmesi-
nin avantajlari daha iyi anlagilabilir.

Tum bu umit verici gelismelerle birlikte goz dnitine
almmast zorunlu kosullar da vardr. Allojenik MKH uy-
gulamalarmda immun red gozlenebildigi de bildirilmig-
tir (30) Henuiz, KH tanimlayici molekiuller tam olarak
ortaya konamamigtir; transplantasyon yada gen transferi
icin en uygun hucre tipi bilinmemektedir. En uygun uy-

Sekil 4a. Calisma, intravitreal YFP-MKH (5.giin)

Sekil 4b. Calisma, intraretinal YFP-MKH

gulama sekli (intravitreal, subretinal) bilinmemektedir.
Donor yasmmn rola (31), uygulama icin en uygun za-
manlama, hastalikli ortamdaki yeni homeostazis ile bu
uygulamalarm uzun donem etkinlik, emniyetleri ve olasi
tumorojenik potansiyelleri goz ontinde bulundurulmali-
dur.

Kargilagtrmali bir ¢alismada fotoreseptorlere ta-
ransdiferansiyasyon saglanabilmesi bakimmndan retinal
KH'lerin daha avantajli oldugu bildirilmektedir (32)
Arnhold ve arkadaglarmm yakin zamandaki ¢aligmala-
rmda, dogustan rodopsin yoklugu ile karakterize RCS
(Royal Collage of Surgeon) kor sican modelinde, KI-
MKH'lerin transplantasyonunda, bu hiicrelerin RPE ve
nororetinal katmanlara entegrasyonu, noral ve glial hiic-
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Sekil 5a. Calisma, FFA (10.giin)

Sekil 5b. Calisma, immun floresans (10.giin)

relere transdiferansiasyonu ile iglevsel basari bildirmek-
tedirler (33). Yakin zamanda yaymlanan caligmasmda

Inoue ve arkadaslar1 KI-MKH'lerin subretinal transplan-
tasyonunda bagarili sonuglar alimdigmi bildirmektedirler

(34).

KI-MKH'lerin tedavi maksath ilk in vivo uygula-
malart Kicic ve arkadaglari ile Tomita ve arkadaglarma
aittir (32,35). Onlar, mekanik debritmanl sican gozle-
rinde.bu hiicrelerin retinanin ozellikle dis nuikleer kat-
manmda yogunlastigmi ve bunlarm retinal noral hiicre-
lere donugtugunu gostermiglerdir (32). Calismamizdaki
gozlemimiz benzerlik gostermektedir. Caligmamizda,
daha homojen retina hasar olusturmak ve kalitsal model-

Sekil 6a. Calisma, fundus goriintimii (45.gtin)

Sekil 6b. Calisma, HRA, otofloresans

lerdekine benzerlik gostermesi bakimmdan sodyum iyo-
dat ile tapetoretinal dejenerasyon modeli kullanilmigtar.

Bu calismamizdaki gozlemlerimiz, intravitreal KI-
MKH implantasyonunun tapetoretinal dejenerasyon ile
seyreden hastaliklarda etkin bir yontem olarak uygula-
nabilecegini dusiindurmektedir. Bununla birlikte, ileri
emniyet ve etkinlik caligmalarma gereksinim duyuldugu
da goz ardi edilemez.. Caliysmamizda bu etkinligin allo-
jenik transplantasyonlarda gozlenmesi anlamlidir. Allo-
jenik transplantasyon modeli Uizerine kurulmus bu calig-
mada, albino tavsan kemik iliginden alman ve plazmid
aracili YFP transdiiksiyonu saglanan kok hucreler, pig-
mentli tavsanda olusturulan tapetoretinal dejenerasyonlu
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gozlerde intravitreal uygulandiginda, retinadaki tedavi
edici etkinligin kok hiuicre aracili oldugu, bu hiicrelerden
olan tanttic1 gen ekspresyonu ile kanitlanmigtr. Bununla

ilgili ileri caligmalarimiz halen devam etmekte olup de-
jenere RPE modelinde kok hiicrenin pigment epiteline
donusuimu saglandiginda olugan RPE tabakasmmn mela-
nosit igeriginin bu tedavinin etkinligi icin histolojik bir
parametre olarak da degerlendirilmesi planlanmuigtir.

Insanda, intravitreal uygulamadaki tecruibelerimiz,
hayvandakinden daha kolay otolog KI-MKH temin ede-
bilme olasiligimiz ve bu tedaviden beklentilerimizin bui-
yuklugi, in-vivo etkin ve emniyetli oldugunu gosterdi-
gimiz bu yontemin klinige uyarlanabilmesi dogrultusun-
da ileri preklinik doz ve emniyet ¢alismalarmm yapil-
masmi zorunlu kilmaktadir. Bu yontemin kalitsal tipteki
tapetoretinal dejenerasyonlar tizerindeki etkinlik ve em-
niyetini belirlemek izere ileri preklinik ¢aligmalar yapil-
masi planlanmistir.
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