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Kornea Epitel Hiicre Bankasi Olusturulmasinda Uygulama
Arastirmasinin On Senuglari

Mehmet Okka (*), T. Murad Aktan (**)

OZET

Amag: Kornea epitel hiicresinin doku organizasyonundan hiicre siispansiyonu haline geti-
rilmesi ve bu slispansiyonun dondurularak hiicre bankasinin kurulmas: amaclanmstir

Gerec ve Yontem: Tavsan kornealar1 360° limbal insizyonla ¢ikartild ve transfer mediu-
mu olan DMEM igerisinde toplandi. Kornealarin epitel tabakasi iki ayr1 seperasyon protokolii
ile ayrigtirildi ve hizli bir dondurma protokolii uygulandi.

Bulgular: Sonug olarak tek hiicre suspans1yonu degil klamp seklinde dondurmamn daha
uygun olacagi, cozme sonrasi tek hiicre siispansiyonunun yapilmasinin epitel hiicresindeki can-
lilik oramin: artiracagini Snermekteyiz .

Tartisma: Bagarili bir kornea hiicre bankas: protokolii gelistirildikten sonra bu hiicrelerin
wsitilip ileri derecedeki kornea epitel erezyonlarinda kullamminin allo- ve ksenogratfik aragtir-
masina gecilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kornea epitel hiicresi, Hiicre bankasi.

SUMMARY
The Preliminary Results for Corneal Epithelial Cell Banking Application Reseaching

Purpose: The aim of our work is to gain a single cell suspension from corneal tissue and
set up a corneal epithelium cell bank.

Materials and Method: Rabbit corneas were obtained by 360° limbal incision and these
tissues were placed in transfer medium DMEM. Corneal epithelium tissue separation was done
with two different protocols and the yield was freezed with a very rapid technique.

Results: In conclusion it is suggested that by freezing cells in clamp formation can give a
higher rate in viability after thawing.

Discussion: After developing a proper protocol for corneal cell banking we plan to explore

the effectiveness of these cells after thawing for severe corneal epithelial erosion and allo-, xe-
nograftic applications.
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GIRiS

Goziin kornea dokusunun organizasyon 6zellikleri
gerek histolojik, gerekse embriyolojik acidan derideki
epitel dermis yapilanmasina benzer 6zellikler gosterir.
Kornea epitel hiicreleri arasinda dezmozom baglantilar:
zengin olup tabanda epitel tabakasinin kok hiicreleri bu-
lunur. Epitel bazal membran iizerindedir ve bazal epitel
hiicreleri hemidezmozomlarla baglantidadir. Epitel hiic-
relerinde keratofilamentler bulunur (1). Embriyolojik
acidan deri gibi korneada da ektodermal ve mezodermal
dokularin olusturdugu bir yapilanma s6z konusudur.
Kornea epiteli yiizey ektoderminden geligir. Kornea epi-
teli ile endotelyumu arasina mezodermal fibroblastlar
gb¢ eder ve korneal stromay1 bu fibroblastlarla yaptikla-
11 proteoglikan ve kollojen salgis1 olusturur. Kollojenle-
rin orthogonal tabakalar halinde diizenlenmis olmas: sa-
yesinde saydam ozellik gerceklesir (2).

Deri i¢in epitelin dermisten ayristirilip epitelin tek
hiicre siispansiyonu meydana getirilmekte ve ileri dere-
cedeki deri hasarlarinda kiiltiire edilip basar ile uygu-
lanmaktadir. Klinik kullanimda epitel hiicre bankalari-
nin olusturulmas: da giindeme gelmistir. Ksenograftik
hiicre uygulamalart ve ileri gen tedavi teknikleri de epi-
telde uygulanmigtir (3,4,5,6). Deri ve kornea arasindaki
benzerlikten yola ¢ikilarak ekibimiz deri epiteli i¢in kul-
lanilan izolasyon tekniginin kornea icin uygulanabilirli-
gini degerlendirdi.

METOD ve MATERYAL

6 adet erkek tavgan intramuskuler olarak uygulanan
2cc ketamin ve lcc rompun ile anestezi altina alindi.
Her iki gbzde kantotomi sonrasinda kapaklar blafarosta
kullanilarak serbestlendikten sonra kornealar 360° lim-
bal insizyonla alindi. Kornealar 6nce steril serum fizyo-
lojik ile yikandi ve 10 ml DMEM (Sigma Kat.No.:D-
5796) icerisine alindi. 6 denegin sag ve sol gozlerine ait
kornealar 1. ve 2. gruba rastgele olarak dagitildi, sonugta
12 adet kornea incelendi. ‘

Steril kosullarda kornea dokusu iki ayrt grupta isle-
me tabi tutuldu. 1.grupta Tripsin-EDTA(TE) (Sigma
Kat.No.: T-4174 ) %13 olacak sekilde, 37°C'lik %5
CO; ve %100 nem ortaminun saglandigi inkiibatorde 50
dakika bekletildi. 2.gruba ise yine aym kosullar sagland:
ancak TE %8 oraninda uygulandi. TE bir gece tnceden
gazlanmig DMEM mediumu icerisine uygulamadan he-
men 6nce olacak sekilde ilave edildi. Her bir kornea tek
basina 7-8 ml olacak sekilde bu enzim soliisyonu igeri-
sinde bekletildi.

Epitel ayrigtirmasinda enzimin etkisi, epitel ve stro-
mamn birbirinden ayrilmasinin baglamasinin gézlenmesi

ile baslar. Kornea dokusunun her iki grupta da 50. daki-
ka sonunda epitel ve stromasinin 6zellikle uclarda ayril-
malar yapti§1 gbzlendi. Bu sekildeki epitel tabakasi ucg-
larindan ince pens yardimu ile tutularak kaldirildi ve so-
nugta tiim epitel tabakas1 7-9 parca halinde %10 Fetal
Calf Serum (FCS, Sigma Kat.No.: F-4135) ihtiva eden
DMEM igerisine alindi. Bu son serum TE enziminin yi1-
kicy etkisini durdurur. 15 ml %10 FCS'li DMEM iceri-
sindeki kornea parcalar1 5 dakika bekletildikten sonra
1200 rpm'de 10 dakika santrifiije edildi. Sonra pellet
izerindeki slipernatant atildi ve tekrar 1000 rpm'de 10
dakika %5 FCS'li DMEM igerisinde santrifiije edildi.
Sonugta siipernatant atild: ve pellet 1.0 ml DMEM ile
stispansiyon haline getirildi.

Takip eden asamada enzim sonrast mekanik ayris-
tirmayi saglayacak olan pipetting uygulandi. 0.5 ml pi-
pet ucu yardimu ile siispansiyon 13-15 dakika pipete ge-
kilip verilerek epitel klamplarinin dagilmasi saglandi.
Bu asamada kritik 6neme sahip ve dikkat gosterilmesi
gereken durum kopiiklenme yapilmamasidir. Aksi tak-
dirde epitel hiicreleri tiip duvarina yapigmakta ve kay-
bolmaktadir. Ayrica kopiiklenme serbest oksijen radi-
kallerinin olugmasin: saglayarak hiicrelerin ortam kalite-
sini olumsuz yonde etkilemektedir. Takiben s6z konusu
hiicre siispansiyonu 10 ml DMEM igerisine konuldu ve
37°C'ye ayarlanmis manyetik karistiricy igerisinde diigiik
rotasyon hizinda 20 dakika igleme tabi tutuldu. Islem
sonrasi santrifiij 1000 rpm'de 10 dakika yapilarak sonug-
ta siipernatant atildi ve pellet iizerine 1.0 ml olacak ge-
kilde DMEM ilavesi yapild1 (7).

S0z konusu son siispansiyon {irlinti lam lamel ara-
sinda yapilan incelemede tek tek ayrigmig olarak epitel
hiicreleri gozlendi. Siispansiyondaki hiicrelerin canlilig
Eosin-Y (%0.5) viabilite testi ile resim 1'de sunuldugu
gibi belirlendi ve Makler sayim kamaras: ile mevcut
hiicre sayis: hesaplandi.

Bundan sonra galismamizda:ikinci parametre olan
dondurup saklama teknigine gecildi. Kornea epitel hiicre
siispansiyonu 800 rpm'de 10 dakika olacak sekilde
santrifiije edildi, olusan stipernatant atildi ve pellet
tizerine %10 FCS'lu DMEM'den 250 mikrolitre ilave
edildi kopiirme yapmadan homojenize edildi. Bu siis-
pansiyonun tizerine bir kriyoprotektant olan Test Yolk
Buffer (TYB) (Irvine Scientific Kat.No.: 9971)'dan 250
mikrolitre damla damla olacak sekilde toplam 4-6 daki-
kaya yayarak ilave edildi. Ilave yapilirken siirekli hafif
rotasyon ve ¢alkalama yapmak kritik Sneme sahiptir. Bu
siire yayim: ve hareket destegi yapilmasinin sebebi
TYB'nin yiiksek ozmolarite etkisinin hiicreleri soka ug-
ratip ani su kaybi ile 6liimlerine sebep olmasini 6nle-
mektir.
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Hiicre siispansiyonuna kriyoprotektant ilavesi ta-
mamlandiktan sonra strawlara ¢ekildi ve agik olan ug
plastik bilye ile kapatildi. Straw sivi azot buharina 10
cm iistiinde olacak sekilde 15 dakika bekletildi. Siire so-
nunda direk sivi azota daldirildi (8) ve bu gekilde 3 hafta
bekletildikten sonra straw oda 1sisinda hizlica 1sitildy,
buz s1v1 haline getirildi.

Isitma gerceklestikten sonra toplam 500 mikrolitre
olan sivi 37.0°C'deki 5.0 ml DMEM icerisine konuldu,
homojenize edildi ve 1200 rpm'de 10 dakika siire ile iki
defa santrifiije edildi. Son pellet tizerine 1.0 ml DMEM
ilavesi yapilarak Eosin-Y ile viabilite testi uyguland: ve
Makler sayim kamarasi ile toplam hiicre sayisi belirlen-
di.

BULGULAR

1l.grupta ve 2.grupta tripsinizasyondan sonra elde
edilen toplam hiicre sayilar agagida belirtilmigtir.

1.grup:
1.Komea'dan: 550.000
2.Kornea'dan: 375.000 5.Kornea'dan: 485.000
3.Kornea'dan: 460.000 6.Kornea'dan: 525.000
2.840.000* Epitel hiicresi elde edildi.
473.000

4 Kornea'dan: 445.000

Toplam:
Kornea bagina:(*/6):

2.grup:

1.Kornea'dan: 575.000
2.Kornea'dan: 390.000 5. Kornea'dan: 490.000 “
3.Kornea'dan: 470.000 6. Kornea'dan: 435.000
Toplam: 2.870.000* Epitel hiicresi elde edildi.
Kornea bagina:(*/6): 478.000

4. Kornea'dan: 510.000

Her iki grupta elde edilen toplam hiicre sayist aym
kabul edildi.

Ancak gruplar arast Eosin-Y ile yapilan viabilite
testinde canlilik oraninda belirgin farklilik gozlendi. So-
nuclar agagida sunulmustur:

1.grup:

1.Canlilik sonucu: * %2
2.Canlilik sonucu: %2
3.Canhilik sonucu: %5

Sonugta oran: %3

4.Canlilik sonucu: %4
5.Canlilik sonucu: %2
6.Canlilik sonucu: %3

2.grup:

1.Canlilik sonucu: % 44 4.Canlilik sonucu: %30
2.Canlilik sonucu: %29  5.Canlilik sonucu: %43
3.Canlilik sonucu: %38  6.Canlilik sonucu: %39

Sonugta oran: %37

Resim 1. Hiicre siispansiyonunda canli hiicreler Eosin-Y boyasini almadan , saglam konturlar ile gozlenirken boyay:
alnug kirmazi renkli Olii hiicreler belirgin olarak ayut edilmekte. x40 mikroskobik objektif biiyiitmesi
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Resim 2. Klamp seklindeki hiicre toplulugunda, 6lii hiicreler boyayr almig olarak kirmizi renkte gézlenmekte.
x40 mikroskobik objektif biiyiitmesi

l.gruptaki diigiik viabilite oran1 dondurma iglemi
yapilmasinm gereksiz kildi. 2.grup'ta incelenen hiicreler
dondurma iglemine alindi ve 4. hafta sonunda 1sitma ig-
lemi sonrasi canliliklar ortaya konuldu.

2.grup dondurma Oncesi toplam hiicre sayisi
2.870.000 olarak hesaplandi, 1sitma iglemini takiben 30.
dakikada toplam hiicre sayist 1.320.000 olarak belirlendi
canlilifm bu grup igin %37 oldugu belirlendi.

Isitma sonrasi hiicre klamplarinin olugtugu ve bu
sekildeki hiicre gruplarinda canliik oranimin tek tek hal-
de bulunanlara gore daha yiiksek oldugu gézlendi. Yapi-
lan genel bir hesaplamada tek tek hiicre siispansiyonu
Ozelligi tagiyan hiicrelerde canlilik oram yaklasik %11,
klamp (resim 2) halindeki hiicrelerde ise yaklasik %35
olarak belirlendi.

TARTISMA

Calismada uygulanan teknik asil olarak insan deri
epitelini elde etmede basarili olarak kullanilmaktadir.
Dondurma isleminde uygulanan protokol ekibimizin ilk
defa denedigi ancak belirgin oranda sonug¢ alindif igin
vurgulanmugtir.

Kullanilan transfer mediumu DMEM'in insulin ve
EGF (9) gibi 6zelliklerden yoksun olmasi sonucu olum-

suz yoénde etkileyen bir faktordiir. Ancak kisa siireli bir
uygulama s6z konusu oldugu i¢in gdz ard: edilebilecegi
diistincesindeyiz. lave edilmesi diisiiniilen séz konusu
maddelerin uzun siireli tekniklerde mutlaka kullanilmasi
gerekmekte aksi takdirde epitel hiicreleri aghk ¢cekmekte
ve §lilme gitmektedir.

Calismada bir enzim olan Trypsin-EDTA'in ne
oranda kullanilacag: yaklasik olarak belirlenmigtir. Pro-
teolitik 6zellik tagiyan enzim 37°C'de oldukea etkin ol-
dugu i¢in bazi ekipler 4°C'de daha uzun siire bekleterek
iglem yaparlar ancak elimizdeki dokunun hiicre sayisi
diisiik oldugundan daha hizli olan teknik sik sik kontrol
edilerek tercih edildi. Kornea hiicrelerinin deri epitel ve
oral mukoza hiicrelerinden daha hassas (10) oldugu goz
oniine alinirsa enzimin yikici etkisinden korumanin ba-
sarili bir protokol uygulayabilme agisindan dnemi ortaya
cikmaktadir.

Caligmada kullanilan TYB spermatozoa dondurma
tekniginde yaygin kabul g6érmiis ve bagariyla kullamlan
bir kriyoprotektant'dir. TYB igerik olarak penisilin ve
streptomycin antibiyotik destekli, esas donma kristali-
zasyon hasarindan koruyucu etkisi gliserol ve 1s1 ile
inaktive edilmis yumurta sarisindan olugan kompleks bir
mediumdur (8). Ekibimizin daha:dnceki uygulamalarin-
da deri epitelinde TYB kullanild1 ve umut verici sonug-
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lar alindi. Bu calismalardan alinan sonuglarla kornea
epitel hiicreleri denendi ve dikkate deger basar: elde
edildi. Kornea epitel hiicrelerinin bir kismi 1sitma sonra-
st tek tek degil de hiicre y1gin1 olan klamp halinde oldu-
gu gdzlendi. Klamplarda bulunan hiicrelerin canlilik
oraninin daha yiiksek olmasi dondurma agamasimdan 6n-
ce tek hiicre degil de klamp sekline getirip dondurma
yapilmasinin basariy: arttiracagi kanaatine varildi. Epitel
tabakasinin klamp haline getirilmesi hem tripsinizasyon
siiresinin hem de manyetik karistiricidaki siirenin azal-
masi ile kolaylikla saglanir. Sonug olarak canlilik orani-
nin buna bagh olarak artirmasi beklenmektedir.

Kornea epitel hiicre manipulasyonunda basaril ola-
cak bir teknigin gelistirilmesi bir¢ok olanak saglamakta-
dir. Ornegin, teknolojik gelismeler deri epiteli ile parelel
olarak incelenirse mezodermal komponentin sivi formu-
nun bazal hiicrelerle kombinasyonun stroma hasarlarin-
da tedavi olanag: getirmesi beklenmektedir (9), degisik
patojenlerin hasar caligmasi yapilabilecegi gibi farmoko-
lojik ajanlanin (11,12), fiziksel etkiler -ultrviole 1sinlari-
nin (11-13) etkileri degerlendirilebilinecektir. Epitel
hiicrelerinin apopitotik 6zellikleri kiiltlir ortaminda ince-
lenerek doku hiicre kinetigi daha iyi anlagilacak ve teda-
vi protokollerini etkileyecektir (14,15).
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