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Kornea Onariminda Kullanilan
Destek Materyaller

Scaffolds for the Regeneration of Cornea: Review

OZET Gérme keskinligini ciddi bir sekilde azaltmas: ve bazen eslik eden komplikasyonlar ile géziin kaybina yol
agabilmesinden dolay1 kornea hastaliklari, goz hastaliklar1 arasinda 6zel bir 6neme sahiptir. Korneada goriilen bu
hastaliklar sonucunda korneada erozyon, iilser, 6dem ve vaskiilarizasyon gibi hasarlar meydana gelmektedir. Kor-
nea esas olarak damarsiz bir doku oldugundan sistemik olarak uygulanan ilaglar korneaya ulagamazlar ve bu ne-
denle de korneal hastaliklarin tedavisinde topikal uygulama tercih edilir. Cézeltiler, siispansiyonlar ve merhemler
gibi konvansiyonel goz preparatlar1 goze topikal olarak uygulaninca, goz kirpma ve goz yas: salimi gibi géziin sa-
vunma mekanizmalar1 nedeniyle uygulanan ilagtan %1-5 civarinda yararlanim saglanir. Bu nedenle istenilen et-
kin madde konsantrasyonunu saglayabilmek i¢in sik ilag uygulamas: gerekmektedir. Bu durum, hasta uyuncunun
olumsuz etkilenmesinin yaninda, etkin maddenin yan etkilerinin de ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ayrica
hastaliklar sonucunda korneada meydana gelen hasarlar oldukga ciddidir ve kornea rejenerasyonunun saglana-
bilmesi i¢in ila¢ tedavisinin yan: sira hasarli bélgeye hiicre aktarimi da gerekmektedir. Goze uygulanan formii-
lasyonun okiiler biyoyararlaniminin artirilmasini saglayan yaklagimlardan biri ilacin destek matriks (yapa iskelesi=
scaffold)’ler i¢ine hapsedilerek etki bolgesinde kontrollii bir sekilde salinmasini saglamaktir. Bu sekilde ilacin bi-
yoyararlaniminin artirilmasi ve sik uygulamanin neden oldugu istenmeyen yan etkilerin ortadan kaldirilarak has-
ta uyuncunun artirilmasi 6ngériilmektedir. Bu sistemler sayesinde hasarli bolgede etkin madde salimiyla birlikte
hiicre aktarimi da yapildigindan kornea rejenerasyonu saglanabilmektedir. Boylece doku iskeleleri yerlestirildik-
leri bolgede hem doku onarimini saglayarak, hem de etkin madde igin tagtyici sistem olusturarak hasarli bolgede
tedaviyi gerceklestirmektedir. Bu derlemede korneal yap: iskelelerinin iiretimi, kullanim alanlari ve hazirlanma-
larinda kullanilan polimerler degerlendirilecektir. Buna ilaveten, yapi iskelesi hazirlamada kullanilan kollajen,
capraz bagl kollajen, kollajen- glikozaminoglikan, kollajen-kitosan-sodyum hiyaluronat, sodyum aljinat ve kito-
san polimerleri ile yapilan arastirmalar ile ilgili literatiir 6rnekleri sunulacaktir.

Anahtar Kelimeler: Topikal uygulama, yapay goz, doku iskeleleri

ABSTRACT Corneal disorders have a significant importance among eye diseases, as it might cause visual impair-
ment and eventually to blindness. As a result of corneal diseases, some damages such as erosion, ulser, edema and
vascularisation may occur on the surface of cornea. Since cornea is avascular membrane, the drugs applied syste-
mically can not reach to it and, therefore topical drug application is preferred in the treatment of corneal disea-
ses. Conventional ophthalmic preperations such as solutions, suspensions, ointments have poor bioavailability
because of rapid precorneal clearance, induced lacrimation, and normal tear turnover. Therefore, daily frequent
instillation of the solution is necessary to achieve a therapeutic effect. The frequent use of solutions may cause si-
de effects and patient incompliance. Furthermore, since the damages result from corneal diseases are severe, it is
necessary to carry out cell transfer in addition to drug therapy. One of the approaches to increase ocular bioava-
ilability of drug formulations is preparation of drug loaded scaffolds in order to provide controlled and local drug
delivery. Therefore, frequent drug application to the eye and patient incompliance can be avoided by this system.
Finally, drug loaded scaffolds can achieve the cell transfer and drug delivery to the corneal area in order to treat
damaged tissue. In this review, the preparation and application of corneal scaffolds and polymers used for the
production of these systems will be evaluated. Furthermore, research studies on corneal scaffolds prepared with
collagen, cross-linked collagen, collagen-glycozminoglican, collagen-chitosan-sodium hyoluronate, soldium al-
ginate or chitosan polymer will be presented.

Key Words: Topical administration, artificial eye, tissue scaffolds
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I KORNEANIN ANATOMISi VE FiZYOLOJISI

0z kiiresinin disariya bakan 6n kismini say-
G_dam ozellikte ve damarsiz olan kornea

olusturur. Kornea, goze uygulanan ilagla-
rin okiiler yararlanimi agisindan en 6nemli emilim
bolgesidir.!” Genel olarak bes tabakadan olugmak-
tadir. Bu tabakalar distan ice dogru epitel, “Bow-
man” membrani, stroma, “Descemet” membrani ve
endotel olarak isimlendirilir.? Korneanin gematik
gosterimi Sekil 1’de verilmistir.?

Kornea esas olarak damarsiz oldugundan siste-
mik uygulanan ilaglar korneaya ulagsamazlar ve bu
nedenle de korneal hastaliklarin tedavisinde topi-
kal uygulama tercih edilir."

Konjunktiva membrani ise goz akinin dis ve
go6z kapaklarinin i¢ yiizeyini kaplayan bol damarh
bir epitel membranidir. Konjunktiva, korneanin
aksine kan damarlar1 agisindan zengin bir memb-
randir. [lacin géziin i¢ dokularina ulagmasi ve et-
kisini goéstermesi i¢in esas olarak korneadan
emilmesi gerekmektedir. G6ze uygulanan ilacin bir
kismi konjunktiva tarafindan da emilir. Ancak kon-
junktivadan emilen ilag, ¢ok sayida kan damarlar
nedeniyle biiyitk oranda sistemik dolagima geg-
mektedir. Korneal olmayan bu emilim yolu goze
uygulanan bazi ilaglarin sistemik yan etkisinin go-
riilmesine yol agabilir.'

I KORNEA HASARLARI

Kornea hastaliklar1 gérme keskinligini ciddi bir se-
kilde diisiiren durumlara neden olabilmeleri ve ba-
zen eslik eden komplikasyonlarin goziin kaybina
yol agabilmesinden dolay1 goz hastaliklar1 arasinda
6zel bir 6neme sahiptir.® Korneada bu tip hastalik-
lar sonucunda erozyon, korneal iilser, kornea 6de-
mi ve vaskiilarizasyon gibi hasarlar meydana
gelebilir. Korneanin ytizeyel katlarindaki kayiplar
eksfoliasyon, “Bowman” membranina kadar olan
tam kat kayiplar ise erozyon olarak adlandirilir.!
Kornea iilseri, “Bowman” membrani ve daha derin
katlar1 tutan kayiplardir. Kornea 6demi, endotel
hiicre kaybi ve hiicreler arasinda siv1 toplanmasty-
la kornea saydamlifinin kaybolmasidir.® Vaskiila-
rizasyon ise, trahom, kimyasal yanik, uzun siiren
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iilser, interstisyel keratit vb. durumlarda damarsiz
korneanin damarlanmasidir.!

I KORNEA HASARLARINDA GIRISIMSEL
TEDAVI YAKLASIMLARI

KERATOPLASTI

Kornea transplantasyonu veya kornea greftleme
olarak adlandirilan keratoplasti, kisinin anormal
dokusunun saglikli donér kornea dokusu ile degis-
tirilmesi iglemidir.!

Kornea nakli, genetik olarak gecis gosteren ba-
z1 kornea hastaliklarinda, g6z ameliyat1 sonrasinda
korneanin seffaf kalmasini saglayan hiicrelerin ha-
sar gormesi sonucunda, enfeksiyon nedeni ile kor-
neada yara dokusu ve yeni damarlanma olugmasi
halinde (herpes keratiti sonras1), korneanin dogal
kubbe seklinin bozularak koniklesmesi durumunda
(keratokonus), kazalar nedeniyle kornea bulanik-
lasmasinda veya biitiinl{igiiniin agir derecede bo-
zulmasinda ve kornea nakli ameliyati sonrasi
gorilen redlerde yapilabilir. Bazi durumlarda gor-
me bozuklugunun yani sira siddetli agr1 da olabi-
lir. Kornea nakli ile gérmenin diizeltilmesi, agrinin
azaltilmasi ya da goz biitiinliigiiniin korunmasi sag-
lanabilir."!

Gintmiizde keratoplasti en sik ve basarili ola-
rak yapilan homolog organ naklidir. Keratokonus
gibi kornea patolojisi olan kisilerde kornea nakli
yliksek basar1 oranina sahiptir. Ancak ameliyat
sonrasinda keratoplasti hastalarinin hepsinde ayni
bagar1 beklenemez. Yiiksek risk grubu olarak kabul
edilen hasta grubunda basar1 oran1 daha distiktiir. "
Keratoplasti i¢in yiiksek risk grubu; alkali yanigs,
kornea vaskiilarizasyonu, “herpes simpleks kerati-
ti”, goz yas1 yetersizligi, okiiler yiizey hastaliklari,
azalmis kornea yiizey hassasiyeti, daha 6nce gegi-
rilmis bagarisiz keratoplasti ve glokom 6ykiisii olan

hastalardir.!31

Gintimiizde gelismis iilkeler de dahil olmak
iizere pek ¢ok iilke ciddi bir dondr eksikligi ile kar-
s1 karsiya bulunmaktadir.” Bu nedenle goz banka-
s1 sistemini gelistirmek icin pek ¢ok iilkede cesitli
stratejiler uygulanmaktadir. Ancak bu durum goz
kaynaklarinda yalmizca ¢ok kii¢iik bir artigsa neden
olmustur. Kornea korliigii vakalarinin gittikge art-
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Epitel

troma

Descemet membrani

SEKIL 1: Korneanin tabakalari.?

t181 gelismis iilkelerde saglikli don6r doku orani da
oldukga dugtiktiir. Biitiin bu durumlardan dolay1 bu
hastalar i¢in zarar gérmiis korneanin yapay bir ma-
teryal ile degistirilmesi uygun bir alternatiftir.'®

YAPAY KORNEALAR

Yapay kornea olusturmak i¢in yapilan ilk girisim
1951 yilinda Harold Ridley tarafindan gerceklesti-
rilmistir. Ridley, intraokiiler lense polimetilmetak-
rilat implantasyonu yapmuistir. 1951 yilindan bu
zamana kadar pek ¢ok aragtirmaci keratoprotez ve-
ya “kpro’s” olarak bilinen kornea protezleri gelistir-
mek i¢in ¢ok sayida sentetik polimer kullanmis-
lardir. Son yillarda arastirmalar sentetik polimerle-
rin kullanmildigs, biyogecimliligi arttirmaya yonelik
modifikasyonlar yapilmis protezler {izerine yapil-
maktadir."” Stirekli elde edilebilmeleri, hastaligin di-
ger dokulara gecis riskini azaltmalar: ve ameliyat
sonrasi sekil degisikliklerini 6nlemeleri sentetik po-
limerleri ¢ok cekici hale getirmektedir.'® Son za-
manlarda hiicre bazli, doku miihendisligince
yapilmis kornea esdegerleri dogal dokuyu taklit et-
mesi, dogal olarak konak¢inin viicuduyla birlesme-
si, uyum saglamas: gibi 6zellikleri nedeniyle hasta
tedavisinde biiyiik rol oynamaktadir. Genel olarak
giiniimiizde yapay kornealar keratoprotezler ve
korneal “scaffold”lar olarak ikiye ayrilmaktadir.!”

Keratoprotezler

Keratoprotezler sentetik polimerlerin kullanildigy,
biyogecimliligi arttirmaya y6nelik modifikasyonlar
yapilmis protezlerdir.'® Genel olarak ti¢ degisik tip-
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te tasarlanabilirler. Tip 1 keratoprotezler en yaygin
uygulanan protezlerdir. Stroma i¢ine intralamellar
olarak yerlestirilmis bir tabaka ile tutulan veya trans-
plante edildigi doku ya da g6z kapag derisi ile gev-
rilmig seffaf bir gévdeden olusur. Bu keratoprotez-
lerde optik kismi olusturmak i¢in ¢cogunlukla poli-
metil metakrilat (PMMA) kullanilir. PMMA, tama-
men seffaf ve inert olup, standart intraokiiler
lenslerde de kullanilan bir polimerdir. Tip 2 kera-
toprotezler son zamanlarda gelistirilmis yeni sistem-
lerdir. Porlar sayesinde doku biiyiimesine izin veren
gozenekli bir yapu ile cevrili seffaf bir tabakadan olu-
surlar.! Bu protezler genel olarak politetrafloroeti-
len, poliiiretan veya modifiye hidrojellerden
olusurlar.'”? Tip 3 keratoprotezler daha az yaygin
sistemler olup, birbirleriyle gévdeden birlesmis iki
tabakadan olugan protezlerdir.?*% Bu yap: hasta kor-
neasina yerlestirildiginde korneal doku sandvig sek-
linde iki tabaka arasina girer.!

Giintiimiizdeki tasarimlarin pek ¢ogu gézenek-
li tabaka i¢inde korneal stromanin fibroblast biiyti-
mesi yoluyla materyale sabitlenmesine odaklan-
mistir. Bu teknik genellikle basarili olsa da infla-
masyon olusumu gibi bazi komplikasyonlar bildi-
rilmigtir.?

Amerikan la¢ ve gida kurumu (FDA) tarafindan onay almis
keratoprotezler

Keratoprotezler tizerinde pek ¢ok ¢aligma olmasina
ragmen heniiz iki tip keratoprotez FDA tarafindan
onay almigtir.” Bunlardan birincisi “Dohlman-Do-
ane” keratoprotezleridir (Resim 1). Bu keratopro-
tezler cift tabakali veya tasma-diigme sekilli olup,
genellikle pek ¢ok doku veya yiizey tarafindan ¢ev-
relenmis, kornea icine yerlegtirilmis PMMA optik
merkez kissmdan olugmaktadir. “Dohlman-Doane”
keratoprotezlerinin iki tipi vardir. Birinci tip pro-
tezler PMMA’dan yapilmis olup en siklikla kulla-
nilan keratoprotezlerdir ve bir 6n plaka, orta kisim,
arka plaka ve korneal greftin beslenmesini ve hid-
rasyonunu saglayan 8 bogluktan olugsmuglardir.3*3!
Iki plakanin kendiliginden gevsemesini engellemek
ve yap1y1 saglamlastirmak amaciyla son zamanlar-
da proteze titanyum kilitli halka eklenmistir.

Ikinci tip Dohlman-Doane protezleri okiiler
ylizey hastaliklarinin son déneminde olan hastala-

Turkiye Klinikleri ] Ophthalmol 2009;18(1)
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RESIM 1: “Dohiman- Doane” keratoprotezleri. 2%

ra uygulanmaktadir. Bu keratoprotezler deriden
penetre olabilmesi i¢in 2 mm uzunlugunda bir 6n
cikint1 seklinde tasarlanmistir. Protezin diger ki-
simlar: tip 1 protezler ile benzerdir. Bu tip kera-
toprotezler daha karmagik bir cerrahi iglem ve
islem sonras: sik kontrol gerektirir.3

FDA tarafindan onaylanan diger keratoprotez
olan “AlphaCor”, hidrofilik bir polimer olan poli
(2-hidroksietil metakrilattan (pHEMA) yapilmis
keratoprotezlerdir (Resim 2).* Ayrica protezin ko-
nakc1 korneasina biyointegrasyonuna izin veren
gozenekli siinger bir tabaka ile ¢evrili optik mer-
kez kismi bulunmaktadir. Bu protezler korneal
stromal lameller cebe iki agsamali bir iglemle imp-
lante edilirler.®?3¢

Keratoprotezlerde kullanilan polimerler

Keratoprotezlerin gelistirilmesinde ¢ok cesitli sen-
tetik polimerler denenmigtir. En bagarili sonuglar
hidrojellerle, 6zellikle de pHEMA ile elde edilmis-
tir.!® Hidrofilik yapilari nedeniyle hidrojeller mii-
kemmel biyomedikal malzemelerdir. Tam seffaflik-
lar, 151k yayici 6zellikleri ve kii¢iik molekiil agirlik-
L1 besinlere kars1 gecirgenlikleri 6zellikle oftalmo-
lojik kullanim i¢in pHEMA’lan1 c¢ekici hale
getirmektedir. Bu protezler uzun siireli implantas-
yonlarda kalsifikasyon sorunu olusabilmektedir.*
Sentez kosullarinin iyilestirilmesi ve mekanik 6zel-
liklerinin gelistirilmesine ragmen, polimerlerin za-
yif mekanik 6zellikleri hala 6nemli bir problem

olusturmaktadir.'”*

Legeais ve ark., gozenekli yar1 saydam PTFE
tabakas ve silikon kaucuk ile kaplanmais, polivinil-
pirolidon (PVP) merkez optik kistmdan olusan bir
keratoprotez modeli gelistirmiglerdir.***! Arastir-
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RESIM 2: AlphaCor keratoprotezleri.®2”

macilar polidimetilsiloksan/politetrafloroetilen
(PDMS/PTFE) araylizeyinin orijinal PMMA’a gore
tistlinlitkleri bulunmasina ragmen, epitelizasyon
eksikligine bagli problemlerin ortaya ¢ikabilecegi-
ni bildirmistir.

Fenglan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alig-
mada, gozenekli nanohidroksiapatit/poli vinil al-
kol (n-HA/PVA) hidrojel tabakasi ve transparan
PVA hidrojeli merkez kisim olarak kullanilarak
yapay kornea modeli olusturulmus ve tavsan go-
zline yerlestirildikten sonra in vivo olarak deger-
lendirilmigtir.*? Sonuglar histolojik olarak deger-
lendirildikten sonra gelistirilen yapay kornea kli-
nik kullanim i¢in potansiyel bir model olarak de-
gerlendirilmistir (Resim 3).

Polibiitilen/polipropilen ag ve polietilen teref-
talat da gozenekli tabaka olusturmak i¢in baz aras-
tirmacilar tarafindan kullanilmistir.®3

Oftalmik uyumlulugu, miikkemmel mekanik
ozellikleri ve yiiksek oksijen gecirgenligi nedeniy-
le PDMS keratoprotez gelistirilmesinde pek ¢ok
aragtirmaci tarafindan kullanilmistir.**“® Ancak,
PDMS’nin zayif besin ve su gecirgenligi, asir1 de-
recede hidrofobik yapis1 nedeniyle basarili bir pro-
tez icin cesitli modifikasyonlarin yapilmas: gerek-
migtir. Lee ve ark., PDMS’nin yiizeyini diizeltmek
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RESIM 3: Yapay kornea tasiyan géziin operasyondan 6 ay sonraki histolojik
gorintist (blytitme: x100). Porlarda (+) kolajen (4) gérilmektedir.*

ve 1slanabilirligini arttirmak i¢in bu polimerin yii-
zeyinde pHEMA’nin plazma polimerizasyonunu
kullanmiglardir.* Plazma polimerizasyo- nuyla ha-
zirlanmig filmlerin uzun siireli stabilite inceleme-
sinde, plazmanin aktivasyon olasiligi nedeniyle
kullanimlar1 kisith olmustur.

Poliiiretanlar ve orijinal perfloroeterler de po-
tansiyel keratoprotez materyalleri olarak aragtiril-
mustir.*#® Yapilan ¢aligmalarda porozitelerinin iyi
oldugu, glukoz, insiilin ve insan serum albiiminine
kars1 yiiksek gecirgenlik gosterdikleri bildirilmig-
tir.

Keratoprotez gelistirmek i¢in kullanilan bir di-
ger polimer polivinil alkol (PVA) diir.**° Disiik s1-
caklikta kristalize olabilen PVA seffaftir ve
keratoprotezler i¢in uygun mekanik 6zelliklere sa-
hiptir.>! Saf PVA disiik hiicre afinitesi gostermesi-
ne ragmen tip 1 kollajenin PVA’in ylizeyine
immobilize edilmesi sonucunda bu 6zelligi gelisti-
rilmistir. Giiniimiizdeki ¢aligmalar PV A-kollajen
kombinasyonunun dogal kornea ile benzer fizyo-
lojik ve morfolojik 6zelliklere sahip oldugunu gos-
termektedir.>

Keratoprotezlerin dezavantajlari

Keratoprotezler ¢ok biiyitk avantajlara sahip olsa
da implantasyon sonrasi ortaya ¢ikan komplikas-
yonlar, keratoprotezlerin basarisizligina yol ag-
maktadir. Keratoprotezlerle ilgili en o6nemli
problem yapay korneanin 6n yiiziinde epitelizas-
yonun gerceklesmemesidir. Devamli bir epitel ta-
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bakasinin olmamasi1 bakteriyel enfeksiyonlara,
g0z yast filminin yayiliminda bozukluklara ve epi-
telin biiytime geriligine neden olur.>® Protezlerin
uzun zamanl: stabilitesini saglamak icin epiteli-
zasyonu desteklemeye yonelik ¢aligmalar devam
etmektedir.'” Ayrica keratoprotezlerin tamamen
kompleks kornea yapisina sahip olmamalar1 ve
canli elementleri icermemeleri bu yapilarin deza-
vantajlarini olugturmaktadir.>

Korneal Yapi iskeleleri

Doku mithendisliginde son yillarda meydana gelen
ilerlemeler hastalikli ya da hasarli dokularin iyiles-
tirilmesinde timit vaadetmektedir. Hastalikli veya
hasarl1 dokularin iyilestirilmesinde 3 ana strateji
soz konusudur. Bu stratejiler, yeni izole edilmis ve-
ya kiltiir ortaminda gelistirilmis hiicrelerin nakli,
hiicrelerden yapisal iskeletleriyle laboratuvar ko-
sullarinda olugturulmug dokularin nakli ve doku-
nun bulundugu yerde kendi kendini yenilemesinin
saglanmasidir. Hiicresel nakil i¢in, hastadan ya da
vericiden alinan hiicrelerle, kiiciik hiicre kiimeleri
kullanilir. Bunlar hasarli dokuya dogrudan agilana-
bildigi gibi, bozunur bir yap: iskelesiyle laboratu-
varda birlegtirildikten sonra da nakledilebilir. Doku
naklinde, biyobozunur bir yap: iskelesiyle birlikte
hastadan veya vericiden alinan hiicreler kullanila-
rak laboratuvar kosullarinda ii¢ boyutlu tam bir do-
ku elde edilir. Meydana getirilen doku kiltiirii
olgun faza eristiginde hastanin viicuduna nakledi-
lir. Yerinde yenileme tekniginde ise, yap1 iskelesi
hasarli dokuya dogrudan nakledilir ve viicut hiicre-
lerini uyararak, yerel doku tamirine yardimeci olur.
Hiicre nakli i¢in kullanilan kaynaklar, hastadan ali-
nan “otolog” hiicreler, hastayla immiinolojik ola-
rak benzerlik gOstermeyen bir insan vericiden
alinan “allogenik” hiicreler ve farkl bir tiirden ali-
nan “ksenogenik” hiicreler olabilir. Bu islemlerde
kendi kendini yenileme ve farkl hiicre tiplerine
farklilagsma yetenegine sahip olan embriyonik kok
hiicreler kullanilabildigi gibi, olgunlagsmanin fark-
1 sathalarinda bulunan hiicrelerden olusan kari-
simlar da kullanilabilir. Baz:1 yaklagimlarda hiicre
karigimlar kullanilmakla birlikte, cogunlukla kok
hiicrelerin ayrilmasi ve zenginlestirilmesi yolu ter-
cih edilir.'”>
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Korneal yapi iskelelerinin iiretimi ve kullanim alanlar

Korneal yapilarin gelistirilmesinde ilk agama insan
kornea hiicrelerinin in vitro olarak izolasyonu ve
her bir hiicre tipinin kiiltiiriinin yapilmasidir.
fkinci asama stromanin iiretilmesini kapsar ve son
asamada ise epitelin yapilandirilmasi yer alir. Kiil-
tlir ortamyi, korneal fibroblast stispansiyonu ve kol-
lajen ¢ozeltisi pH 7.4 tamponunda homojenize
edildikten sonra besiyerlerine aktarilir ve 37°C’de
jellesmeye birakilir. Jellesmeden 4 giin sonra re-
konstriikte edilmig stroma elde edilir ve buna kor-
neal epitelyal hiicre siispansiyonunun ilave
edilmesiyle rekonstriikte kornea elde edilmis olur.
Sekil 2’de kornea yapilarinin gelistirilmesi sematik
olarak gosterilmektedir.>

Doku mithendisligince tiretilen yapi iskeleleri
tek baslarina implant olarak veya hiicre ekimi sag-
lanarak hiicre yapi iskelesi kompozitleri olarak kul-
lanilabilirler. Ug boyutlu doku taklitgisi olarak
potansiyel klinik kullanimlarinin yani sira doku
mithendisligince tiretilen kornealar; canl dokunun
kompleks fizyolojisinin in vitro ¢aligmasini ince-
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lenmesi ve farmakotoksisite caligmalar1 agisindan
hayvan modellerine alternatif olusturmak amaciy-
la kullanilabilirler.>¢58

Doku miihendisliginde ilag tasiyici sistemle-
rin 6nemi de her gecen giin artmaktadir. Bu sis-
temler sayesinde ilacin yarilanma oOmri
artirillmakta ve ila¢ hedeflenmesi saglanmaktadar.
Doku rejenerasyonunda 6nemli olan biiyiime fak-
torlerinin bu sistemler kullanilarak hasarli doku-
ya hedeflendirilmesi ve dokularin in vivo yasam
siirelerinin artirilmasi tizerinde ¢aligmalar devam
etmektedir.>® Ayrica DNA ve peptid tasiyict sis-
temler olarak da doku iskelelerinin kullanim tize-
rine caligmalar bulunmaktadir.®®®' Bu sayede
hasarli bolgede doku iskeleleriyle hiicre aktarimi
sonucu dokunun rejenerasyonu saglanirken, bu
sistemlere yiiklenen ilagla da hasarli bolgede te-

davi gergeklestirilebilmektedir.5?

Doku miihendisligindeki son gelismeler kok
hiicre teknolojisi ve nano boyuttaki yapi iskeleleri-
dir. Bu teknolojiyle insan kornealarinin tamiri ve
kornea benzeri dokularin yapimi gerceklesmekte-

insan Kornea Rekonstriiksiyonu

Kuiltar
ortami
Korneal
fibroblast
slispansiyonu

- K_(_)Ila_jen
cozeltisi

Rekonstriiksiyon
sonucunda elde
edilen kornea

Rekonstriiksiyon
sonucunda elde
edilen kornea

suya daldirilarak
kultdird yapilmig

(hava-sivi
araylizeyinde Klturd
yapilmis)

* o Rekons{rﬁksi-yon

Homojenizasyon

Korneal epitelyal
hiicre slispansiyonu

' Jelasyon

4 gln

sonucunda elde
edilen kornea

$EKiL 2: insan korneasinin rekonstriiksiyonu (in vitro sartlarda yapilandinimasi).s
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dir. Insan kornea-limbal epitel tabakalarinin fibrin
iizerinde kiiltiirii ile elde edilen greftler uzun siire-
li klinik etkinlik gostererek, hasar gérmiis kornea
yiizeyinin rejenerasyonunu saglayabilmektedir.®%
Ayrica hasar gormiis goz dokusu, epitel hiicrelerin
amniyotik membranlar tizerinde kiiltiirlerinin ya-
pilmasiyla ve sicakliga hassas hiicre kiiltiir yiizey-
leriyle onarilabilmektedir.®” Stromal hiicrelerle
6n yikleme yapilmis veya aselliiler destek olarak
kullanilan yapi iskeleleri, 6zellikle hayvan model-
lerinde umut vaad edici sonuclar vermektedir.%7°
Tamamen fonksiyonel kornea dokular: heniiz tam
anlamiyla gerceklestirilmemis olsa da, kollajen baz-
L1 yap1 iskeleleri kullanilarak in vitro olarak {i¢ ana
korneal tabakanin rekonstriiksiyonu (in vitro sart-
larda yapilandirilmasi) yapilabilmistir.>*>”7! Grif-
fith ve ark. “Bowman” ve “Descemet” membranla-
rinin kendi in vitro sistemlerinde spontan olarak
olusabildigini bildirmektedirler.>’

Korneal yapi iskelelerinde kullanilan polimerler

Kornea doku mithendisliginde kullanilan biyomal-
zemelerin asagidaki 6zelliklere sahip olmas: istenir.
Kornea i¢in nonimmiinojenik ve nontoksik olmali,
cerrahi olarak uygulanabilir olmali ve dokuda inf-
lamasyona neden olmamalidir. Ayrica kornea hiic-
releri kolaylikla tizerine yapisabilmeli ve biyopar-
calanma oranlar1 devamli bir doku rekonstriiksiyo-
nu saglayabilmelidir.”

Kollajen, korneal ekstraselliiler matriksin esas
proteinidir ve kuru agirliginin %70’ini olusturur.
Bu nedenle kollajen, korneal e deger olarak potan-
siyel doku miithendisligi yap1 iskeleleri olusturmak
amactyla siklikla kullanilmaktadir. Biyomalzeme-
lerin sentezinde kollajenin kullanilmasinin neden-
leri, pek ¢ok doku icin toksik olmamasi, uygun
yapisal, fiziksel, kimyasal ve immiinolojik 6zellik-
ler tagimasidir. Ayrica kollajen biiyiik miktarlarda
saf olarak elde edilebilmekte ve degisik formlarda
kullanilabilmektedir.”

Germain ve ark., ¢caligmalarinda, tam kalinliga
sahip kornea rekonstritksiyonu yapabilmek ama-
ciyla insan kornea hiicreleriyle birlikte kollajen jel-
ler kullanmiglardir.>® Liu ve ark., ¢apraz bagh
kollajen jellerini tavsan ve domuz goziine yerlesti-
rildikten sonra etraftaki hiicrelerden migrasyonu-
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nu basariyla saglayabilen, epitel ve stromanin bir
kismindan olugsan 6n korneanin rekonstriiksiyonu-
nu gerceklestirmiglerdir.”® Diger stromal yapilar,
kollajen jel, keratositlerden veya hiicre hatlarindan
olusan kollajen kopiik bazli olabilmektedir.>®-
8747 TJeller genellikle yar1 seffaf ve kirilgan olup
yeni sentezlenen ekstraselliiler matriks orani kisit-
Lidir.”® Kopiikler ise yiiksek oranda gozenekli bir
yapiya sahip olup biiylik miktarlarda ekstraselliiler
matriks sentezine izin verir. Ancak kollajen fiber-
lerinin oryantasyonu bu yapilarda gerceklesmez.
Stromal hiicreler yerlestirilmis ti¢ boyutlu fibroz
poliglikolik asit yapi iskeleleriyle de basarili sonug-
lar elde edilmis ve bu yap1 stroma fonksiyonunu
yerine getirmesi amaciyla tavsan goziine uygulan-
mugtir.” Stromal yapilarin mekanik 6zellikleri, kor-
neanin gérme fonksiyonunu saglayabilmesi, goz
kirpmaya ve intraokiiler basinca kars1 dayaniklh
olabilmesi acisindan ¢ok énemlidir.”””® Bircok ca-
lismada korneal implantlarin mekanik dayaniklili-

ginin zamanla azaldig1 gosterilmigtir.”>%

Torbet ve ark.; tip 1 kollajen fibrillerinin olug-
turdugu coklu dikey tabakalardan meydana gelmis
korneal stroma benzeri yap: iskeleleri olusturmak
icin manyetik yonlendirme kullanmiglardir.8! Man-
yetik yonlendirme sayesinde daha dayanikl kolla-
jen jel yapisi elde etmislerdir. Bu yapilar olustu-
rurken %5 ve %10 oraninda proteoglikanlar1 da
kullanmiglar ve bu sayede fibril ¢capim kiigiilterek
ve fibrillerin yan yana birlesmesini 6nleyerek kol-
lajen fibrillerinin olusturdugu jel yapinin seffafli-
g1 arttirmiglardir. Buna gore elde edilen sonuglar
Sekil 3’te goriilmektedir.

Borene ve ark., tip 1 sigir dermal kollajenini
kullanarak insan korneal fibroblastlarini iceren ii¢
boyutlu kollajen siinger matriks modeli gelistir-
misler ve bu modeli 21 giin siire ile inkiibasyona
birakmiglardir.” Bu siire icerisinde, yapinin meka-
nik 6zelliklerini ve hiicresel davraniglarini incele-
miglerdir. Ayni aragtirmacilar daha 6nce yaptiklar:
bir ¢alismada ise, kollajen veya proteoglikan mat-
rikste stromal fibroblastlarin migrasyonunun ve
kollajen matriks i¢indeki yerlegsiminin uygun oldu-
gunu gostermislerdir.®?

Saf kollajen, normal olarak zayif ¢apraz bagh
kollajen olarak bulunmaktadir. Bu yiizden doku
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SEKIL 3: Proteoglikan konsantrasyonunun fonksiyonu olarak fibril capi dagili-
mi. Ortalama fibril caplan %0 PG konsantrasyonunda 62 + 17.9 nm, %5 PG
konsantrasyonunda 57 + 11.6 nm, %10 PG konsantrasyonunda 46 + 7.4 nm’
dir.®!

mihendisligi uygulamalarinda yapinin mekanik
dayanikliligimi saglamak i¢in, uygun biyouyumlu
molekiiller kullanarak kollajen molekiilleri arasin-
da capraz baglama yapmak gerekir. Glutaraldehid,
kollajenin ¢apraz baglanmasinda siklikla kullanilir;
ancak sitotoksik 6zelliginin bulunmas: arastirma-
cilar1 daha farkli ¢apraz baglama mekanizmalarina
yoneltmistir.®38 Bu amagla dehidrotermal iglem,
ultraviole radyasyonu ve diizosiyanatlar, acil azid
ve 1-etil-3-(3-dimetil aminopropil) karbodiimid
(EDC) gibi yeni kimyasal capraz baglayici ajanlar
kullanilmigtir.#-° Glutaraldehid, acil azid ve hek-
sametilen diizosiyanat da dahil olmak tizere pek
cok capraz baglayici, kollajen molekiilleri arasinda
kimyasal koprii olusturarak ¢apraz baglamay1 ger-
ceklestirir. Ancak, EDC ile kollajen molekiilleri
dogrudan baglanmaktadir.”!

Duan ve ark., diliie kollajen ¢6zeltileri hazirla-
yarak ¢apraz baglayici ajanlar olarak dendrimerleri
kullanmiglar ve EDC ile ¢apraz baglanan kollajen
molekiillerine gore ¢apraz baglanma oranin arttig1-
n1 tespit etmislerdir.”! Caligmalarinda glutaraldehi-
di de kontrol materyali olarak kullanmaislardir.
Calismanin sonucunda dendrimer, EDC ve gluta-
raldehid kullanilarak ¢apraz baglanmis kollajenin
seffaflik ozelliklerini, glukoz permeasyonunu ve
mekanik dayanikliligini degerlendirmiglerdir. Kol-
lajen 6rneklerinin transmitans 6zelligi spektrofoto-
metrik olarak degerlendirilmis ve, EDC ile dendri-
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mer ¢apraz baglh kollajen 6rneklerinin yiiksek oran-
da seffaf oldugu, diger drneklerin ise opak veya ya-
1 seffaf oldugu tespit edilmistir (Sekil 4).

Aragtirmacilar ayrica dogal kornea yapisinin
yiiksek besin gecirgenligine sahip oldugunu dolayi-
siyla kornea yapi iskelelerinin glukoz gecirgenliginin
yiiksek olmasi gerektigini belirtmislerdir. Caligmada
dogal kornea stromasinin glukoz gegirgenliginin yak-
lagik olarak 0.7 x 10 cm?/s oldugu belirtilmis ve %3
dendrimer ile capraz bagh kollajenin benzer veya da-
ha yiiksek (0.8-1.1 x 10°) glukoz gecirgenligine sa-
hip oldugu tespit edilmistir. Buna ilaveten aragtir-
macilar bu ¢calismada kollajen 6rneklerinin mekanik
dayanikliliklarini da degerlendirmis ve dendrimer ile
capraz bagh kollajen 6rneklerinin en yiiksek meka-
nik dayaniklilig gosterdigini, bu 6rneklerin esnekli-
ginin diger orneklere gore daha diisiik oldugunu
bulmuglardir (Sekil 5).!

Uchino ve ark., PVA’lin yiizeyine tip 1 kolla-
jeni immobilize etmisler ve bu materyali yapay
kornea doku iskelesi olarak tasarlamiglardir.> Aras-
tirmacilar, PVA’ine kollajen immobilizasyonu so-
nucu PVA’in hiicre adezyon yeteneginin arttigini
ancak; in vivo olarak stabil bir epitelizasyon sagla-
namadigini bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar
yaptiklar1 bir bagka ¢aligmada, epitelizasyonu ge-
listirmek i¢in amniyotik membran immobilize edil-
mis PVA-kollajen hidrojel materyalini kullanmis-
lardir.”® Amniyotik membranin PVA-kollajen yii-
zeyine baglanmasinda ¢apraz baglayici olarak sit-
rik asidin bir tiirevini kullanmiglardir. Yaptiklar
in vivo ¢aligmada PVA-AM yapisinin PVA-COL
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SEKIL 4: Kolajen érneklerinin dalga boyunun fonksiyonu olarak transmitans
degerlerinin dagilimi.*'
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SEKIL 5: a) Degjisik kolajen drmeklerinin maksimum yiikleme degerlerine gore dagilimi, b) Degisik kolajen dmeklerinin maksimum yiiklemede yer degistirme deger-

lerine gére dagilimi.*!

yapisina gore epitelizasyonu daha ¢ok gelistirdigi
sonucuna varmiglardir.

Doillon ve ark., kollajen-glikozaminoglikan
korneal yap: iskeleleri tizerinde ¢aligmiglardir.*
Tip 1 kollajen ve kondroitin siilfat karigimi gluta-
raldehid ile ¢apraz baglanmis, korneal epitel ve
endotel hiicrelerini ekleyerek ve eklemeden kor-
neal keratosit hiicreleri yap: iskelelerine ilave
edilmigtir. Elde edilen yapilar askorbik asit varli-
ginda ve yoklugunda degerlendirilmistir. Sonug-
ta elde edilen matriksin seffaf, dayanikli, hiicre
biiytimesini ve fonksiyonunu destekleyen ve kol-
lajenazlarla parcalanmaya dayanikl bir yap1 oldu-
gu tespit edilmistir. Glutaraldehidin %0.02 kon-
santrasyonda maksimum hiicre bitytimesi ve ¢ap-
raz baglama sagladig: bildirilmistir. Arastirmaci-
lar ortama askorbik asit eklenmesinin matriks
fonksiyonu iizerinde 6nemli bir etkisi olmadigini
tespit etmiglerdir.

Yapilan bir bagka ¢alismada, stromal keratosit-
lerin askorbik asit ile islenmesinin korneanin esas
bileseni olan kollajenin sentezinde artiga neden ol-

dugu gosterilmistir.”>

Kollajen, kitosan ve hiyaluronik asit, korne-
al ekstraselliiler matriks ile benzer yapisal 6zel-
likler gosteren dogal biyopolimerlerdir. Tip 1
kollajen, korneal doku miithendisligi uygulamala-
rinda en fazla tercih edilen biyopolimerdir. Kito-
san, disiik toksisite, miikemmel okiiler tolerans,
biyoadezyon ve permeabilite gibi pek ¢ok 6nem-
li 6zellige sahiptir. Hiyaluronik asit ise, yliksek
hidrasyon kapasitesine sahiptir ve migrasyon ve
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proliferasyon gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyonda
rol oynar.”

Chen ve ark., degisik oranlarda kollajen-kito-
san-sodyum hiyaluronat kompleksleri hazirlamis-
lar ve bu kompleksleri tavsan goziine implante
ettikten sonra biyomateryallerin konak¢1 dokusuy-
la biyouyumlulugunu incelemislerdir.”® Bunun i¢in
implantasyon isleminden 5 ay sonra tavsan korne-
alarinin “slit lamp” fotograflar: ¢ekilmis ve sonug-
lar degerlendirilmistir. Buna gore; %10 kitosan +
%0.5 sodyum hiyaluronat korneada opaklagma gos-
terirken (A), %30 kollajen + %10 kitosan + %0.5
sodyum hiyaluronat korneada yar1 seffaf bir gériin-
tl (B) ve %20 kollajen + %10 kitosan + %0.5 sod-
yum hiyaluronat kompleksinin de seffaf bir
gorinti olusturdugu bildirilmistir (C) (Resim 4).

Zorlutuna ve ark.; keratositleri ve epitelyal
hiicreleri tasiyan yap: iskelelerini kullanarak
olusturduklar1 Poli(L-laktid-co-D,L-laktid)-po-
li(hidroksibiitirik asit-ko-3-hidroksivalerik asit
(P(L,DL-LA)-PHBYV) film bazli stromal tabakanin
mekanik dayanikliligini {i¢ hafta boyunca in vit-
ro olarak degerlendirmislerdir.>* Buna gore kera-
tosit tasiyan yapi iskelelerinin mekanik daya-
nikliliginin epitelyal hiicrelere gore daha fazla ol-
dugunu bildirmisler ve bu durumu epitelyal hiic-
relerin keratositlere gore daha degisken oranlarda
hiicre biiylimesine ve ekstraselliiler matriks de-
pozisyonuna izin vermesiyle agiklamiglardir

(Sekil 6).

Zorlutuna ve ark.nin yaptig1 bir bagka calis-
mada da, biyoparcalanabilir ve biyogecimli P(L/DL)
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RESIM 4: implantasyondan 5 ay sonraki komnea “slit-lamp” gorintileri.®
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SEKIL 6: inkiibasyonun degisik dénemleri iizerinde hiicre biiytimesinin net etkisi: a) Keratosit tagiyan yap! iskeleleri, b) Epitelyal hiicreleri tagiyan yapi iskeleleri.®

LA-PHBYV poliester tastyicilari, kornea tedavisinde
kullanilmak tizere hiicre bazl filmlerde test edil-
mistir.”” D407 ve 3T3 hiicreleri, korneanin epitel
ve stroma tabakalarini olusturmak amaciyla film ta-
siyicilar tizerine ekilmis ve 14 giin boyunca kiltiir-
leri yapilmistir. Polimerlerin yiizeyi fibronektin ile
kaplanarak yapinin hiicre adezyon yetenegi artiril-
mustir. Caligmanin sonucunda gézenekli yapiya sa-
hip P(L/DL)LA-PHBV koépiik karigiminin kalin
yapist nedeniyle 3T3 fibroblastlarinin homojen ola-
rak yerlesemedigi tespit edilmis ancak yine de bu
polimer karigiminin ve mikropattern filmlerin kor-
neanin stroma ve epitel tabakalarinin rekonstriik-
siyonunda potansiyel materyaller olarak degerlen-
dirilebilecegi bildirilmistir.

Denkbas ve ark., epitel hiicre tabakalarini ice-
ren korneal ylizey olusturmak amaciyla polimerik
membranlar hazirlamiglardir.!® Polimerik mem-
branlar1 hazirlamak amaciyla sodyum aljinat ve ki-
tosani kullanmiglardir. Tek basina sodyum aljinat
kullanildiginda hazirlanan membranlar mekanik
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olarak zayif bulunmus, sadece kitosan kullanildi-
ginda ise ¢ok sert yapilar elde edilmis ve biyopar-
calanabilirlik acisindan birtakim zorluklarla
karsilagilmistir. Sodyum aljinat ve kitosanin birlik-
te kullanildig: polimerik membranlarda mekanik
dayaniklilik agisindan karsilagilan problemler orta-
dan kaldirilmigtir. Hiicre bitytimesi iki hafta so-
nunda hiicre popiilasyonlarinin sayilmasiyla tespit
edilmig ve bu siire sonunda hiicrelerin polimerik
membran {izerine genisce yayildig: bildirilmistir.
Sonugta sodyum aljinat ve kitosandan olusan poli-
merik membranlar kornea onariminda hiicre kiil-
tiirl icin potansiyel sistemler olarak degerlendi-
rilmigtir.

0 SONUC

Kornea hasarlari tedavi edilmedigi takdirde kornea
korligiine kadar varan sonuglara yol agabildigin-
den bu hasarlar ciddi olarak degerlendirilmelidir.
Giintimiizde gelismis iilkeler de dahil olmak iizere
pek cok tilke ciddi bir donor eksikligi ile kars: kar-
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stya bulunmaktadir. Bu nedenle g6z bankas: siste-
mini gelistirmek i¢in pek ¢ok tilkede cesitli strate-
jiler uygulanmaktadir. Ancak bu durum goz
kaynaklarinda yalnizca ¢ok kiiciik bir artisa neden
olmustur. Ayrica, kornea korliigii vakalarinin git-
tikce arttig1 gelismis iilkelerde saglikli donoér doku
orani da oldukea diistiktiir. Verilen rakamlar dahi-
linde her y1l 300.000 hasta kornea transplantasyo-
nu i¢in beklemekte, donor yetersizligi nedeniyle
ancak sadece 3000 hastada transplantasyon islemi
gerceklestirilmektedir. Doku mithendisliginde son
yillarda meydana gelen ilerlemeler hastalikli ya da
hasarli dokularin iyilestirilmesinde timit vaadet-

KORNEA ONARIMINDA KULLANILAN DESTEK MATERYALLER

mektedir. Yeni izole edilmis veya kiiltiir ortamin-
da gelistirilmis hiicrelerin, hiicrelerden ve labora-
tuvar kosullarinda yapisal iskeletleriyle olustu-
rulmus dokularin ve dokunun bulundugu yerde
kendi kendini yenilemesinin saglanmas ile hasar-
L1 bolgede kornea rejenerasyonu saglanabilmekte-
dir. Doku miihendisligindeki son gelismeler doku-
da mevcut hasarin iyilestirilmesinde tastyici yap1
yardimiyla hiicre aktariminin yani sira etkin mad-
de yiikleme gerekliligini de giindeme getirmistir.
Boylelikle hasarli bolgede hiicre aktarimi ile doku
onarimi saglanirken, yiiklenen etkin madde ile de
tedavi saglanabilmektedir.
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