DOI: 10.4274/tj0.72593

Turk J Ophthalmol 2017;47:285-291 Derleme / Review

Limbal Kok Hiicre Yetmezligi ve Tedavisinde Kok
Hiicre Nakli

Limbal Stem Cell Deficiency and Treatment with Stem Cell
Transplantation

Ozlem Barut Selver*, Ayse Yagcr*, Sait Egrilmez*, Mehmet Giirdal**, Melis Palamar*, Tiirker Cavusoglu®**

Utku Ateg***%*  Ali Veral***** Cagri Gliven****#* Jose Mario Wolosin sk

*Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali, Izmir, Tiirkiye

**Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Izmir, Tiirkiye

##%Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Izmir, Tiirkiye

##%*[stanbul Bilim Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Istanbul, Tiirkiye

###4xFge Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Izmir, Tiirkiye

skt Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali, {zmir, Tiirkiye

wkssekMount Sinai Icahn Tip Fakiiltesi, Goz Hastaliklari Anabilim Dali ve Black Family Kok Hiicre Enstitiisii, New York, ABD

Oz

Gorme fonksiyonunun iyi olabilmesinin ilk kogulu, korneanin saydam olmasidir. Korneanin saydam olabilmesi igin ise diferansiyasyonunu
tamamlamis yiizeyel hiicrelerin dokiilmesi ile siirekli yenilenen epitel tabakasinin diizenli ve avaskiiler yapisint korumasi zorunludur.
Yenilenen epitel hiicrelerinin kaynagi, limbus bolgesinde yerlesen kok hiicrelerdir. Kornea vaskiilarizasyonu ve opaklagma ile giden
korliik, tiim diinyadaki korliiklerin yaklagik olarak %10’unu olugturmaktadir (6-10 milyon kisi) ve limbal kik hiicre yetmezliginde bu
tiirde korliik yapan faktorlerin baginda gelmektedir. Kimyasal/is1 yaniklari, Steven Johnson sendromu, konjenital/genetik anomaliler
gibi birincil veya ikincil herhangi bir nedenle limbal kok hiicrelerin fonksiyonunu kaybetmesi, konjonktiva epitelinin kornea tizerine
yiiriimesine, skar-vaskiilarizasyon gelisimiyle ciddi gérme kaybi olusmasina neden olmaktadir. Giiniimiizde bu patolojinin etkin
tedavi secenekleri sinirlidir. Tek goziin etkilendiZi olgularda diger gozden otolog limbal doku transplantasyonu ile gormenin tekrar
elde edilmesine calisilmaktadir. Ancak saglam gozii ayni hastalik agisindan riske atmamak icin, miimkiin oldugunca kiigiik doku
kullanilmakta ve tedavinin tekrarlanmasindan kaginilmaktadir. [z vivo olarak limbal epitel hiicrelerin yalnizca %1-2’si kok hiicredir.
Klinik basarida en 6nemli etken nakledilen dokunun yeterli miktarda kok hiicre icermesidir. Bu sebeplerle, kik hiicrelerini kiiltiir
ortaminda korumak ve ¢cogaltmak adina gesitli girisimlerde bulunulmaktadir. ilk kez limbal kok hiicrelerin 7z vitro gogaltilabilecegini
ve limbal kok hiicre yetmezligi tedavisinde kullanilabilecegini gosterilmesinden sonra giiniimiize kadar gecen 20 yilda, limbal epitel
hiicre kiiltiirlerinde birgok farkli yontem kullanilmistir. Bu uygulamalar i¢inde en basarili ve siklikla kullanim bulan yéntem, limbal
biyopsinin biyo-uyumlu bir materyal {izerinde (tercihen insan amniyon membrani) eksplant kiiltiir olarak ¢ogaltilmasi ve bu dokunun
(kiiltiire edilmis limbal epitelyal hiicre) cerrahi olarak nakledilmesidir. Giiniimiizde hiicresel iiriin kullanimina iligkin degisen yasal
diizenlemeler sonucu iilkemiz ve tiim diinyada artik kiiltiire edilmis limbal epitelyal hiicre naklinin iyi laboratuvar uygulamalar:
kapsaminda, hayvansal iiriinlerden arindirilmig iiriinlerle (xenofree) hazirlanarak kullanimi yaygin kabul gérmektedir.

Anahtar Kelimeler: Limbal kok hiicre yetmezligi, kiiltiire edilmis hiicreler, kok hiicre nakli

Abstract

The cornea is the outermost tissue of the eye and it must be transparent for the maintenance of good visual function. The superficial
epithelium of the cornea, which is renewed continuously by corneal stem cells, plays a critical role in the permanence of this transparency.
These stem cells are localized at the cornea-conjunctival transition zone, referred to as the limbus. When this zone is affected/destroyed,
limbal stem cell deficiency ensues. Loss of limbal stem cell function allows colonization of the corneal surface by conjunctival epithelium.
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Over 6 million people worldwide are affected by corneal blindness, and limbal stem cell deficiency is one of the main causes. Fortunately, it is becoming possible
to recover vision by autologous transplantation of limbal cells obtained from the contralateral eye in unilateral cases. Due to the potential risks to the donor

eye, only a small amount of tissue can be obtained, in which only 1-2% of the limbal epithelial cells are actually limbal stem cells. Vigorous attempts are
being made to expand limbal stem cells in culture to preserve or even enrich the stem cell population. Ex vive expanded limbal stem cell treatment in limbal
stem cell deficiency was first reported in 1997. In the 20 years since, various protocols have been developed for the cultivation of limbal epithelial cells. It is
still not clear which method promotes effective stem cell viability and this remains a subject of ongoing research. The most preferred technique for limbal

cell culture is the explant culture model. In this approach, a small donor eye limbal biopsy is placed as an explant onto a biocompatible substrate (preferably
human amniotic membrane) for expansion. The outgrowth (cultivated limbal epithelial cells) is then surgically transferred to the recipient eye.

Due to changing regulations concerning cell-based therapy, the implementation of cultivated limbal epithelial transplantation in accordance with Good
Laboratory Practice using xenobiotic-free systems is becoming widely accepted both in Turkey and worldwide.

Keywords: Limbal stem cell deficiency, cultured cells, stem cell transplantation

Giris

Limbal Kok Hiicre Yetmezligi

Limbal kok hiicre yetmezligi (LKHY), etiyolojisinde bir¢ok
faktoriin yer aldigs, korneanin rejeneratif yetenegini kismen ya da
tamamen kaybetmesi ile ortaya ¢ikan karmagik bir patolojidir.'
Limbal bélgenin ciddi hasarlanmasini takiben geligen kok hiicre
kaybi, kalici korneal epitel defektleri ve konjonktivalizasyona
bagli gorme kaybu ile sonuglanmaktadir (Resim 1).2

Etiyoloji

LKHY’ye neden olan durumlar, birincil ve ikincil nedenler
olarak baglica ikiye ayrilmaktadir (Tablo 1). Klinikte, sekonder
nedenler, etiyolojide genetik faktorlerin rol oynadii primer
nedenlerden (6rnegin; aniridi, Resim 2) daha sik olarak kargimiza

cikmakeadir. >

Semptom ve Bulgular
LKHY’deki semptomlar, nonspesifik olup bu semptomlar
keskinligi, fotofobi, sulanma,
blefarospazm, kronik enflamasyona bagli kizariklik ve
epitelyopati nedeni ile tekrarlayan agri ataklari bulunmaktadir.*?
Biyomikroskobik = muayenede, kornea  epitelinin
donuk ve diizensiz reflesi goriilii. LKHY agirlifina bagli
olarak, kalin fibrovaskiiler pannus olusumu, kronik keratit,

arasinda azalmig gorme

Resim 1. Kimyasal yaralanmaya (aseton) bagli olarak gelisen limbal kok hiicre
yetmezligi olgusuna ait fotografta konjonktivalizasyon ve kornea merkezine dogru
ilerleyen belirgin vaskiilarizasyon izlenmekte
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skarlagsma ve kalsifikasyon ortaya ¢ikabilmektedir. Korneanin
konjonktivalizasyonu sonucundaki gegirgenlik artigina bagls
olarak, korneanin floresein tutulumu da siklikla anormal
olmakradir.

Tanu

LKHY de, kesin tani konulmasi 6nem tagimaktadir. Kesin
tant konulamamasi, bu hastalikta sonuglari oldukg¢a kétii olan
kornea transplantasyonu uygulamasinin yapilmasina neden
olabilmektedir.®

LKHY nin tiim bulgularina ragmen, tanida yalnizca
konjonktivalizasyon ve korneal yiizey tizerine goblet hiicre go¢ii
ozellik tagimaktadir. Konjonktivalizasyonun klinik bulgulari
arasinda, Vogt limbal palizatlarinda bozulma veya korneada
gecikmig floresein boyanmast sayilabilir. Konjonktivalizasyonun
asil tanis1, impresyon sitolojisi ile korneada goblet hiicrelerinin
varli@inin gosterilmesi yoluyla konulabilmektedir (Resim 3).!

Tedavi Yontemleri
LKHY tedavisinde, ¢esitli yaklagimlar bulunmaktadir. Bunlar
arasinda otolog ve allogreft limbal greft transplantasyonlar: ile

Tablo 1. Limbal kok hiicre yetmezligi nedenleri siniflandirmasit

Birincil LKHY ikincil LKHY
Aniridi Travmatik
Konjenital eritrokeratodermi Kimyasal yaniklar
Kseroderma pigmentozum Termal yaniklar
Peters anomalisi Edinsel

Turner sendromu Okiiler yiizeyin skatrisyel hastaliklar
Keratit - [ktiyoz - Sagirlik sendromu | Vernal keratokonjonktivit
Ultraviyole

Iyonizan radyasyon

Limbal bélgeye uygulanan cerrahiler
Kontakt lens kullanimi

Prezervan madde toksisitesi
Yaslanma

Tatrojenik

Kriyoterapi

Kemoteropotik ajanlar

Enfeksiy6z

Viral

Baketeriyel

Parazitik

Onkolojik

Okiiler yiizey tiimotleri

LKHY: Limbal kok hiicre yetmezligi
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Tablo 2. Literatiirde kiiltiire edilmis limbal epitel nakli uzun donem sonuclarini prospektif olarak degerlendiren calismalardaki

yontemlerin 6zellikler

Yazar Yil Biyopsi orijini | Olgu Kultiir tipi Kiltiir ortami Kiltiir Takip siiresi | Basar1 orani

sayist materyali | (Ay)

Pauklin ve ark.* 2010 | 30 Otolog 44 Eksplant Otolog serum iAM 28,5 %84,1
14 Allojenik

Schwab ve ark.” 2000 | 10 Orolog 14 Siispansiyon Sigir serumu iAM 13 %714
4 Allojenik

Tsai ve ark."” 2000 | 6 Otolog 6 Eksplant Sig1r serumu iAM 15 %100

Prabhasawat ve ark.™ 2012 | 12 Orolog 19 Eksplant Serumsuz iAM 26.1 %73,7
7 Allojenik

Shortt ve ark.*? 2008 | 7 Otolog 10 Siispansiyon Sigir serumu iAM 9.3 %60
3 Allojenik

Kolli ve ark.” 2010 | 8 Allojenik 8 Eksplant Otolog serum 1AM 19 %100

Zakaria ve ark.”® 2014 | 15 Otolog 18 Eksplant Ticari insan serumu | iAM 22 %66,7
3 Allojenik

iAM: Insan amniyon membrane

Resim 2. Aniridili bir olguyaait limbal kok hiicre yetmezligi bulgulart izlenmekte

gliniimiizde giderek 6nem kazanan kiiltiire edilmis limbal epitel
hiicre (KLEH) transplantasyonu yer almaktadir.®

Tek tarafli LKHY de, literatiirde %80 diizeylerini gegen basari
orani bildirilen otolog limbal greftler kullanilabilmektedir.”*
Ortolog limbal greftlerde her ne kadar kesin olarak kanitlanmig
olamasa da verici yatakta LKHY gelisme riski, yeterli donor
doku elde edilmesini kisitlamaktadir.’

Bilateral LKHY’de, allogreft kullanimi séz konusu
olmakla birlikte yontemin bagarist immiin reaksiyon ve
allogreft rejeksiyonu riski nedeni ile kisitlidir.”® Keratolimbal
allogreftlerin uzun dénem basar1 beklentisi diigiik olup yaklagik
olarak %50 oraninda bildirilmektedir.'>"

Her ne kadar bircok cerrahi yontem bulunsa da, ciddi
LKHY olan hastalarda, 6zellikle de bilateral olgularda, halen
giivenilir ve etkin bir tedavi yontemi mevcut degildir.® Tiim bu
nedenlerle, limbal hiicre kiiltiirii gibi yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi kacinilmaz hale gelmistir,!>131415.16.17

Son yillarda klinik uygulamalarda yer almaya baglayan
gorece yeni hiicresel tedavi yaklagimlarinin, biyolojik arka

8
Resim 3. Impresyon preparatinda goblet hiicreleri (ok) ve skuaméz hiicreler
(PASx100)
planlart halen net olarak bilinmemektedir. Ozellikle limbal
kok hiicrelerin karakteri ve mikro cevreleri, gliniimiiz limbal
kok hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin en 6nemli arastirma konulari

arasindadir.'®

Kiiltiir ortaminda iiretilen limbal kok ya da
onciil hiicrelerin transplantasyonuna dayali gelistirilmis ve halen
gelistirilmekte olan tekniklerin, halen hangi yontemin en uygun
oldugu tartigmali olsa da yaklagik allojenik olanda %73 otolog
olanda ise %77 bagar1 oran1" ile ciddi okiiler yiizey hastaliklarinin
tedavisinde kullanilabilir oldugu gosterilmekeedir.!>1%

ilk kez 1997 yilinda Pellegrini ve ark."®, Lancet dergisinde
limbal

“feeder layer” (besleme tabakasi) iizerinde iiretilebildigini

yayinladiklar:  caligmalarinda, kok  hiicrelerin
bildirmislerdir. Daha sonraki yillarda aragtirmacilar, insan
amniyon membran (iIAM) iizerinde iiretilen otolog limbal epitel
hiicrelerini kornea rekonstriiksiyonunda kullanmuglardir.'” Fakat
bu yaklagimlar tamamiyla stratifiye olmug ve iyi differansiye

epitel tabakalarinin olugmasini saglayamamigtir. Limbal kok
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hiicreye 6zgii isaretleyiciler tam olarak belirlenemediginden, bu
hiicrelerin fiziksel izolasyonu yeteri derecede yapilamamaktadir.
Dolayisiyla ¢aligmalar ¢ogunlukla, limbal epitel hiicrelerinin
farklilagmasini saglayan genleri kontrol eden, kok hiicre ortamini
olugturacak mikro ¢evrenin karakterizasyonu ve limbal bazal
epitelde bulunan gecici ¢ogalan hiicrelerin farklilagmas: icin
gerekli sinyallerin bulunmasi yolunda olmustur.?!#22>24

uygulamas: yayginlasgan KLEH nakli,
halen var olan tekniklerle gelistirilebilmis en ileri tedavi
yontemidir. Kok hiicre ve mikro ¢gevreye ait dzelliklerin daha iyi
tanimlanabilmesiyle ve yeni kok hiicre kaynaklarinin bulunmasi
ve geligtirilmesi ile gelecekte daha iyi klinik sonuglarin
alinabilecegi ideal tedavilerin gelismesi miimkiin olacakeir.>?>%

Giintimiizde

Kiiltiire Edilmis Limbal Epitel Hiicreleri
Kiiltiir icin doku kaynaklari: KLEH i¢in temel doku
kaynaklarini, unilateral olgularda genellikle hastanin saglam

Eksplant
doku

Resim 4. 40x objektifle cekilen inverted 151k mikroskobu (olympus; CKX41)
goriintiisti. Eksplant biyopsi dokusu ve bu doku kenarlarindan insan amniyon
membran tizerine dogru biiytimekte olan hiicreler izlenmekte (beyaz oklar)

olan diger goziinden alinan otolog limbal biyopsi dokulari,
bilateral olgularda ise yasayan akrabadan ya da kadavradan alinan
allojenik limbal biyopsi dokular1 olusturmakeadir.?-#%%

Kiiltiir metodu: Yaklagik 1x2 mm boyutlarindaki limbal
biyopsi verici gozden alindiktan sonra kiiltiir iglemleri amaciyla
laboratuvar ortamina transfer edilmektedir. Baglica kiiltiir
metotlari, hiicre siispansiyon kiiltiirii ve eksplant kiiltiir olarak
ikiye ayrilmaktadir.’

a. Suispansiyon kiiltiirii: Bu yontemde, limbal bolgeden
alinan biyopsi 6rnegi dispaz, tripsin, kollajenaz gibi enzimlerle
parcalanarak tek tek hiicre yapisina doniistiiriilmektedir. Elde
edilen tek hiicreler, kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmakeadir.’'**

b. Eksplant kiiltiirii: Bu yontem eksplant dokunun bir
ylizey materyali tizerine yerlegtirilerek, hiicrelerin dokudan yiizey
materyali lizerine dogru ¢oZalarak biiyiimesi (Resim 4) seklinde
yaptlmakeadir.”®

Her iki kiiltiir yonteminde de in vitro bilyiimeyi

gliclendirmek i¢in gesitli kiiltiir bilesenleri kullanilir.

Kiiltiir Bilesenleri

a. 313 hiicreleri: 3t3 hiicreleri, fare fibroblastlari olup kiiltiirde
epitel tabakast olusumunu saglamast amaciyla yaygin kullanim
bulmustur. Ancak bu hiicrelerin kullanimi teorik olarak
hayvansal hiicre transplantasyonu, enfeksiyon ve rejeksiyon
riskini arttirmasi ve mikrokimerizm gibi riskleri tagimaktadir. Bu
nedenle klinik uygulamalarda ¢ok fazla tercih edilmemekeedir.*t

b. iAM: iAM, immiinojenik olmayan ve yara iyilesmesinde
¢ok uzun yillardir klinik pratikte de kullanilan bir biyo-
membrandir.’”® Aragtirmacilarin ¢ogu, morfolojik c¢aligmalarin
deepitelize iAM kullaniminin, limbal epitel biiytimesini daha
iyi destekledigini gostermesi nedeniyle membrani deepitelize

Resim 5. Kiiltiire edilmig limbal epitel hiicre nakli agamalart izlenmekte
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haliyle kullanmayi tercih etmektedir.!t Halen KLEH nakli
klinik pratiginde en ¢ok kullanilan yiizey yapist olsa da,
iAM’nin, biyolojik degiskenliginin olmasi, kesinlesmis bir
hazirlama standardizasyonunun bulunmamas: ve teorik olarak
enfeksiyon riski tasimasi gibi dezavantajlari mevcuteur.!?3¢37

c. Fibrin jel: Fibrin jel, fibrinojenden olusan biyo-
emilimi olan bir membrandir. iAM gibi yine insan kokenli
fibrinojen icerdigi icin teorik olarak enfeksiyon bulas riski
diglanamamaketadir.?*34

Kiiltiir ortami: Limbal epitel hiicre kiiltiirii siirecinde
epitel ¢ogalmasinin ve biiylimenin saglanmasi amaciyla kiiltiir
ortami, serum ile zenginlestirilmektedir. Bu amagla ¢ok uzun

yillar sigir serumu kullanilmig olsa da!?42

son yillardaki
yasal diizenlemeler ile hayvansal tiriinlerden arindirilmig kiiltiir
hazirlanmasinin 6n plana ¢ikmasi nedeni ile otolog serum
kullanimi hiz kazanmugesr. 4

Kiiltiir siiresi: Kiiltiir siiresi yaklagik 2 hafta olmakla beraber,
“air lifting” denilen ve kiiltiirli hava sivi ara ylizeyi ile temasta
birakarak kiiltiir epitelinin ¢ok katli hale getirilmesi yonteminin

kullanildigr durumlarda bu siire uzamaktadir, 1394044446

Kiiltiire Edilmis Limbal Hiicre Nakli

a. Okiiler yiizeyin hazirlanmasi: LKHY bulunan goéze
(Resim Sa), KLEH nakli 6ncesi, peritomi yapilir (Resim 5b),
okiiler yiizeydeki fibrovaskiiler pannus dokusu temizlenir
(Resim 5¢), gerekli olan durumlarda yiizeyel keratektomi yapilir.
Kanama kontrolii koter ile saglandiktan sonra okiiler yiizey
KLEH nakline hazir hale gelir (Resim 5d).

b. KLEH nakli: KLEH laboratuvardan ameliyathaneye
transfer edildikten sonra, hazirlanmig okiiler yiizeye epitel tarafi
tistte olacak sekilde nakledilir. Genellikle 10-0 naylon stitiirler
ile kornea ve veya episkleraya tespit edilir (Resim Se).

c. Koruyucu membran/Kontakt lens uygulamasi: KLEH
nakli tamamlandiktan sonra genellikle bir koruyucu iAM veya
bazi aragtirmacilar tarafindan da bandaj lens kullanimi nakledilen
hiicrelerin kapak hareketine bagli negatif etkilenmesini 6nlemek
adina kullanilmakcadir. Eger iAM kullaniliyorsa, bu zar
konjonktivaya 8-0 vicryl siitiirlerle tespit edilir (Resim 5f).!?2%47

Literatiirde LKHY de KLEH nakli sonuglarint degerlendiren
prospektif 6zellikte ve uzun siireli takibi bulunan ¢aligmalara ait
uygulamalarin 6zellikleri Tablo 2'de 6zetlenmistir.

Yeni Diizenlemeler

Giiniimiizde diinyada kullanim: giderek yayginlagan
hiicresel tedavi yontemlerinin  uygulanmasinda  yeni
standardizasyonlarin gelistirilmesi kaginilmazdir.®® Ksenojenik
(hayvansal kaynakli) maddelerin kullanimi prion gibi bir takim
hastaliklarin bulagina, tiimérojenik etki olusmasina veya immiin
reaksiyona yol acabildiginden, KLEH prosediirlerinde, hayvansal
irtinlerden arindirilmig yontemlerin gelistirilmesi ihtiyaci ortaya
ctkmugtir.2344°% Ayrica yine iglenmig tibbi {iriinlerin insana
nakli s6z konusu oldugunda toplum sagligini korumak adina bu
uygulamalarin, iyi laboratuvar uygulamalari altinda yapilmas:

gerekmekte olup ve bu gereklilik ¢ogu Avrupa iilkesinde

yasallagtirilmugtir, 041

Tiirkiye'de de Saglik Bakanligi'nin Insan Doku ve
Hiicreleri ile Bunlarla Ilgili Merkezlerin Kalite ve Giivenligi
Hakkinda Yonetmeligi 27 Ekim 2010 tarihli resmi gazetede
yayimlanmigtir.”?

Sonug¢

Okiiler yiizeye ait iyilesme ve homeostazin regiilasyonu
stirecinde epitelizasyonun  siirekliligini saglayacak dinamik
dengeler 6nem tagimaktadir. Bu dinamik dengelerin bozulmast
ile ortaya cikan, gérme yetisininin yani sira agrili ve yorucu
bir siireg ile yasam kalitesi azaltan LKHY de ¢6ziime yonelik
temel ve klinik bilimlerin multidisipliner olarak yiiriittiikleri
caligmalar yogun olarak siirmektedir. Okiiler yiizey homeostazini
olusturarak enflamasyonu baskilayan, rejenerasyonu gii¢clendiren
ve neovaskiilarizasyonu inhibe eden hedefe yonelik etkili
yontemlerinin gelistirilmesinin cerrahi basariyr arttirmast
beklenir. Bu amagla, alinan kok hiicrelerin tizerinde prolifere
olacagi ideal tagtyict ve limbal mikro cevreyi tanimlama ve
uygulama konusundaki gelismelerin, KLEH i¢indeki kok hiicre
popiilasyonunun say: ve kalitesinde saglayacag: iyilesme ile greft
basarisint arttiracagini varsaymak giiniimiizde hayal olmaktan
¢tkmugtir. Okiiler yiizey restorasyonunda, ozellikle de otolog
hiicre kaynaginin olmadigi bilateral olgularda, limbal kok
hiicre digindaki kok hiicre kaynaklarinin (6rnegin; indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler) biyolojik davranig modelleri modifiye
edilerek limbal kok hiicreye doniigebilitliginin saglanmas: ve
doku miihendisligi tekniklerindeki gelismeler ile bu karmagik
patolojinin tedavisinde yeni ufuklar agilmasi muhtemeldir.

Etik
Hakem Degerlendirmesi: Editorler kurulu ve Editorler
kurulu diginda olan kigiler tarafindan degerlendirilmistir.

Yazarlik Katkilar1

Konsept: Ozlem Barut Selver, Ayse Yagci, Sait Egrilmez,
Dizayn: Ozlem Barut Selver, Mehmet Giirdal, Utku Ates,
Sait Egrilmez, Veri Toplama veya Isleme: Ozlem Barut Selver,
Ayse Yagct, Analiz veya Yorumlama: Ozlem Barut Selver, Ayse
Yagci, Sait Egrilmez, Jose Mario Wolosin, Literatiir Arama: Ozlem
Barut Selver, Mehmet Giirdal, Ayse Yagci, Melis Palamar,
Yazan: Ozlem Barut Selver, Ayse Yagci Sait Egrilmez, Mehmet
Giirdal, Melis Palamar, Tiirker Cavusoglu, Utku Ates, Ali
Veral, Cagr1 Gliven, Jose Mario Wolosin.

Cikar Catigmast: Yazarlar tarafindan ¢ikar catigmasi
bildirilmemistir.

Finansal Destek: Yazarlar tarafindan finansal destek
almadiklar: bildirilmistir.

Kaynaklar

1. Liang L, Sheha H, Li J, Tseng SC. Limbal stem cell transplantation: new
progresses and challenges. Eye (Lond). 2009;23:1946-1953.

2. Shapiro MS, Friend J, Thoft RA. Corneal re-epithelialization from the
conjunctiva. Invest Ophthalmol Vis Sci. 1981;21:135-142.

289



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23,

24.

25.

Turk J Ophthalmol 47; 5: 2017

Khan-Farooqi H, Chodosh J. Autologous Limbal Stem Cell Transplantation:
The Progression of Diagnosis and Treatment. Semin Ophthalmol. 2016;31:91-
98.

Dua HS. Stem cells of the ocular surface: scientific principles and clinical
applications. Br ] Ophthalmol. 1995;79:968-969.

Espana EM, Grueterich M, Romano AC, Touhami A, Tseng SC. Idiopathic
limbal stem cell deficiency. Ophthalmology. 2002;109:2004-2010.

Daniels JT, Dart JK, Tuft SJ, Khaw PT. Corneal stem cells in review. Wound
Repair Regen. 2001;9:483-494.

Cauchi PA, Ang GS, Azuara-Blanco A, Burr JM. A Systematic Literature
Review of Surgical Interventions for Limbal Stem Cell Deficiency in Humans.
Am J Ophthalmol. Am J Ophthalmol. 2008;146:251-259.

Kenyon KR, Tseng SC. Limbal autograft transplantation for ocular surface
disorders. Ophthalmology. 1989;96:709-722.

Jenkins C, Tuft S, Liu C, Buckley R. Limbal transplantation in the
management of chronic contact-lens-associated epitheliopathy. Eye (Lond).
1993;7:629-633.

Lim B, Fuchsluger TA, Jurkunas UV. Limbal stem cell deficiency and corneal
neovascularization. Semin Ophthalmol. 2009;24:139-148.

Solomon A, Ellies B, Anderson DE Touhami A, Grueterich M, Espana EM,
Ti SE, Goto E, Feuer WJ, Tseng SC. Long-term outcome of keratolimbal
allograft with or without penetrating keratoplasty for total limbal stem cell
deficiency. Ophthalmology. 2002;109:1159-1166.

Koizumi N, Inatomi T, Suzuki T, Sotozono C, Kinoshita S. Cultivated Corneal
Epithelial Transplantation for Ocular Surface Reconstrauction in Acute of
Stevebs Johnson Syndrome. Arc Ophthalmol. 2001;119:298-300.

Pellegrini G, Traverso CE, Franzi AT, Zingirian M, Cancedda R, De Luca M.
Long-term restoration of damaged corneal surfaces with autologous cultivated
corneal epithelium. Lancet. 1997;349:990-993.

Koizumi N, Fullwood NJ, Bairaktaris G, Inatomi T, Kinoshita S, Quantock
AJ. Cultivation of corneal epithelial cells on intact and denuded human
amniotic membrane. Investig Ophthalmol Vis Sci. 2000;41:2506-2513.
Grueterich M, Espana EM, Tseng SC. Ex vivo expansion of limbal epithelial
stem cells: amniotic membrane serving as a stem cell niche. Surv Ophthalmol.
2003;48:631-646.

Nakamura T, Koizumi N, Tsuzuki M, Inoki K, Sano Y, Sotozono C, Kinoshita
S. Successful regrafting of cultivated corneal epithelium using amniotic
membrane as a carrier in severe ocular surface disease. Cornea. 2003;22:70-71.
Tsai RJ,Li LM, Chen JK. Reconstruction of damaged corneas by transplantation
of autologous limbal epithelial cells. N Engl J Med. 2000;343:86-93.
Schlétzer-Schrehardt U, Dietrich T, Saito K, Sorokin L, Sasaki T, Paulsson M,
Kruse FE. Characterization of extracellular matrix components in the limbal
epithelial stem cell compartment. Exp Eye Res. 2007;85:845-860.

Baylis O, Figueiredo E, Henein C, Lako M, Ahmad S. 13 years of cultured
limbal epithelial cell therapy: a review of the outcomes. J Cell Biochem.
2011;112:993-1002.

Zhao Y, Ma L. Systematic review and meta-analysis on transplantation of ex
vivo cultivated limbal epithelial stem cell on amniotic membrane in limbal
stem cell deficiency. Cornea. 2015;34:592-600.

Wolosin JM, Schiitte M, Zieske JD, Budak MT. Changes in connexin43 in
early ocular surface development. Curr Eye Res. 2002;24:430-438.

Li DQ, Chen Z, Song XJ, de Paiva CS, Kim Hs, Pflugfelder SC. Partial
enrichment of a population of human limbal epithelial cells with putative
stem cell properties based on collagen type IV adhesiveness. Exp Eye Res.
2005;80:581-590.

Papini S, Rosellini A, Nardi M, Giannarini C, Revoltella RP. Selective
growth and expansion of human corneal epithelial basal stem cells in a three-
dimensional-organ culture. Differentiation. 2005;73:61-68.

Selver OB, Durak I, Giirdal M, Baysal K, Ates H, Ozbek Z, Wang Z, Wu A,
Wolosin JM. Corneal recovery in a rabbit limbal stem cell deficiency model
by autologous grafts of tertiary outgrowths from cultivated limbal biopsy
explants. Mol Vis. 2016;22:138-149.

Nakamura T, Kinoshita S. New hopes and strategies for the treatment of
severe ocular surface disease. Curr Opin Ophthalmol. 2011;22:274-278.

290

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44

45.

46.

Holland EJ. Management of Limbal Stem Cell Deficiency : A Historical
Perspective , Past , Present , and Future. Cornea. 2015;34:9-15.

Daya SM, Chan CC, Holland EJ; Members of The Cornea Society Ocular
Surface Procedures Nomenclature Committee. Cornea Society Nomenclature
for Ocular Surface Rehabilitative Procedures. Cornea. 2011;30:1115-1119.
Burman S, Sangwan V. Cultivated limbal stem cell transplantation for ocular
surface reconstruction. Clin Ophthalmol. 2008;2:489-502.

Durak I, Selver OB, Erdal E, Kunter I, Soylemezoglu ZO, Wolosin
JM. Limbal Kok Hiicre Yetmezliginde Kiiltiire Edilmis Limbal Epitel
Hiicreleri ile Okiiler Yiizey Rekonstriiksiyonunun Bir Yillik Sonuglari. Turk
J Ophthalmol. 2012;42: 172-176.

Meyer-Blazejewska EA, Kruse FE, Bitterer K, Meyer C, Hofmann-Rummelt
C, Wiinsch PH, Schlétzer-Schrehardt U. Preservation of the limbal stem cell
phenotype by appropriate culture techniques. Invest Ophthalmol Vis Sci.
2010;51:765-774.

Koizumi N, Cooper LJ, Fullwood NJ, Nakamura T, Inoki K, Tsuzuki M,
Kinoshita S. An evaluation of cultivated corneal limbal epithelial cells, using
cell-suspension culture. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2002;43:2114-2121.
Zhang X, Sun H, Tang X, Ji J, Li X, Sun J, Ma Z, Yuan J, Han ZC.
Comparison of cell-suspension and explant culture of rabbit limbal epithelial
cells. Exp Eye Res. 2005;80:227-233.

Selver OB, Barash A, Ahmed M, Wolosin JM. ABCG2-dependent dye
exclusion activity and clonal potential in epithelial cells continuously growing
for 1 month from limbal explants. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2011;52:4330-
4337.

Schwab IR, Johnson NT, Harkin DG. Inherent risks associated with
manufacture of bioengineered ocular surface tissue. Arch Ophthalmol.
20006;124:1734-1740.

Dua HS, Gomes JA, King AJ, Maharajan VS. The amniotic membrane in
ophthalmology. Surv Ophthalmol. 2004;49:51-77.

Levis H, Daniels JT. New technologies in limbal epithelial stem cell
transplantation. Curr Opin Biotechnol. 2009;20:593-597.

Shortt AJ, Secker GA, Lomas RJ, Wilshaw SP, Kearney JN, Tuft SJ, Daniels
JT. The effect of amniotic membrane preparation method on its ability to serve
as a substrate for the ex-vivo expansion of limbal epithelial cells. Biomaterials.
2009;30:1056-1065.

Li Y, Meng H, Liu Y, Lee BP. Fibrin gel as an injectable biodegradable scaffold
and cell carrier for tissue engineering. Sci World J. 2015;2015:685-690.
Rama P, Matuska S, Paganoni G, Spinelli A, De Luca M, Pellegrini G.
Limbal stem-cell therapy and long-term corneal regeneration. N Engl ] Med.
2010;363:147-155.

Rama P, Bonini S, Lambiase A, Golisano O, Paterna P, De Luca M, Pellegrini G.
Autologous fibrin-cultured limbal stem cells permanently restore the corneal
surface of patients with total limbal stem cell deficiency. Transplantation.
2001;72:1478-1485.

Sangwan VS, Matalia HP, Vemuganti GK, Fatima A, Ifthekar G, Singh
S, Nutheti R, Rao GN. Clinical outcome of autologous cultivated limbal
epithelium transplantation. Indian J Ophthalmol. 2006;54:29-34.

Shortt AJ, Secker GA, Rajan MS, Meligonis G, Dart JK, Tuft SJ, Daniels
JT. Ex Vivo Expansion and Transplantation of Limbal Epithelial Stem Cells.
Ophthalmology. 2008;115:1989-1997.

Kolli S, Ahmad S, Lako M, Figueiredo E Successful clinical implementation
of corneal epithelial stem cell therapy for treatment of unilateral limbal stem
cell deficiency. Stem Cells. 2010;28:597-610.

Pauklin M, Fuchsluger TA, Westekemper H, Steuhl KB, Meller D. Midterm
results of cultivated autologous and allogeneic limbal epithelial transplantation
in limbal stem cell deficiency. Dev Ophthalmol. 2010;45:57-70.

Nakamura T, Inatomi T, Sotozono C, Ang LP, Koizumi N, Yokoi N,
Kinoshita S. Transplantation of Autologous Serum-Derived Cultivated
Corneal Epithelial Equivalents for the Treatment of Severe Ocular Surface
Disease. Ophthalmology. 2006;113:1765-1772.

Colabelli Gisoldi RA, Pocobelli A, Villani CM, Amato D, Pellegrini G.
Evaluation of molecular markers in corneal regeneration by means of autologous
cultures of limbal cells and keratoplasty. Cornea. 2010;29:715-722.



47.

48.

49.

50.

51

Barut Selver ve ark, Limbal Kok Hiicre Yetmezligi

Kolli S, Ahmad S, Lako M, Figueiredo E Successful clinical implementation
of corneal epithelial stem cell therapy for treatment of unilateral limbal stem
cell deficiency. Stem Cells. 2010;28:597-610.

Menzel-Severing J, Kruse FE, Schlotzer-Schreharde U. Stem cell-based therapy
for corneal epithelial reconstruction: present and future. Can J Ophthalmol.
2013;48:13-21.

Basu S, Fernandez MM, Das S, Gaddipati S, Vemuganti GK, Sangwan
VS. Clinical outcomes of xeno-free allogeneic cultivated limbal epithelial
transplantation for bilateral limbal stem cell deficiency. Br J Ophthalmol.
2012;96:1504-1509.

Zamudio A, Wang Z, Chung SH, Wolosin JM. Inhibition of TGFf cell
signaling for limbal explant culture in serumless, defined xeno-free conditions.
Exp Eye Res. 2016;145:48-57.

Ramirez BE, Sdnchez A, Herreras JM, Ferndndez I, Garcfa-Sancho J,
Nieto-Miguel T, Calonge M. Stem Cell Therapy for Corneal Epithelium
Regeneration following Good Manufacturing and Clinical Procedures.
Biomed Res Int. 2015;2015:408-495.

52.

53.

54.

55.

56.

T.C. Saglik Bakanligi1. Insan Doku Ve Hiicreleri ile Bunlarla flgili Merkezlerin
Kalite ve Giivenligi Hakkinda Yonetmelik. Resmi Gazete. 2010:27742.
Schwab IR, Reyes M, Isseroff RR. Successful transplantation of bioengineered
tissue replacements in patients with ocular surface disease. Cornea.
2000;19:421-426.

Prabhasawat B, Ekpo P, Uiprasertkul M, Chotikavanich S, Tesavibul N. Efficacy
of cultivated corneal epithelial stem cells for ocular surface reconstruction. Clin
Ophthalmol. 2012;6:1483-1492.

Kolli S, Ahmad S, Lako M, Figueiredo E Successful clinical implementation
of corneal epithelial stem cell therapy for treatment of unilateral limbal stem
cell deficiency. Stem Cells. 2010;28:597-610.

Zakaria N, Possemiers T, Dhubhghaill SN, Leysen I, Rozema J, Koppen C,
Timmermans JP, Berneman Z, Tassignon MJ. Results of a phase I/II clinical
trial: standardized, non-xenogenic, cultivated limbal stem cell transplantation.
J Transl Med. 2014;12:58.

291



