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Kornea Epitel Hiicre Bankas1 Qlu§turulmasinda Uygulama 
Ara§tirmasinin On Sonu~lar1 

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

OZET 

Ama~: Kornea epitel hticresinin doku organizasyonundan hticre stispansiyonu haline geti
rilmesi ve bu stispansiyonun dondurularak hticre bankasmm kurulmas1 ama9lanm1§tlr 

Gere~ ve Yontem: Tav§an kornealan 360. limbal insizyonla 91kart1ld1 ve transfer mediu
mu olan DMEM i9erisinde topland1. Kornealann epitel tabakas1 iki ayn seperasyon protokolti 
ile ayn§tlnldl ve h1zh bir dondurma protokolti uyguland1. 

Bulgular: Sonu9 olarak tek hticre stispansiyonu degil klamp §eklinde dondurmanm daha 
uygun olacag1, 96zme sonras1 tek hticre stispansiyonunun yap1lmasmm epitel hticresindeki can
hhk oramm art1racagm1 onermekteyiz . 

Tarti§ma: Ba§anh bir kornea hticre bankas1 protokolti geli§tirildikten sonra bu hticrelerin 
lSlhhp ileri derecedeki kornea epitel erezyonlarmda kullammmm allo- ve ksenogratfik ara§tlr
masma ge9ilecektir. 

Anahtar Kelimeler: Kornea epitel hticresi, Hticre bankas1. 

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 
Gozun kornea dokusunun organizasyon ozellikleri 

gerek histolojik, gerekse embriyolojik a<;rdan derideki 
epitel dermis yapllanmasma benzer ozellikler gosterir. 
Kornea epitel hucreleri arasmda dezmozom baglantllan 
zengin olup tabanda epitel tabakasmm kok hucreleri bu
lunur. Epitel bazal membran uzerindedir ve bazal epitel 
hucreleri hemidezmozomlarla baglantldadrr. Epitel huc
relerinde keratofilamentler bulunur (1). Embriyolojik 
a<;1dan deri gibi korneada da ektodermal ve mezodermal 
dokulann olu§turdugu bir yapllanma soz konusudur. 
Kornea epiteli yuzey ektoderminden geli§ir. Kornea epi
teli ile endotelyumu arasma mezodermal fibroblastlar 
go<; eder ve korneal stromay1 bu fibroblastlarla yaptlkla
n proteoglikan ve J..<:ollojen salglSl olu§turur. Kollojenle
rin orthogonal tabakalar halinde duzenlenmi§ olmas1 sa
yesinde saydam ozellik ger<;ekle§ir (2). 

Deri i<;in epitelin dermisten ayn§tlnhp epitelin tek 
hucre suspansiyonu meydana getirilmekte ve ileri dere
cedeki deri hasarlannda kiilture edilip ba§an ile uygu
lanmaktadir. Klinik kullammda epitel hiicre bankalan
nm olu§turulmasl da gundeme gelmi§tir. Ksenograftik 
hiicre uygulamalan ve ileri gen tedavi teknikle~;i de epi
telde uygulanmi§tlr (3,4,5,6). Derive kornea arasmdaki 
benzerlikten yola <;1kllarak ekibimiz deri epiteli i<;in kul
lamlan izolasyon tekniginin kornea i<;in uygulanabilirli
gini degerlendirdi. 

METOD ve MATERYAL 

6 adet erkek tav§an intramuskuler olarak uygulanan 
2cc ketamin ve lee rompun ile anestezi altma ahnd1. 
Her iki gozde kantotomi sonrasmda kapaklar blafarosta 
kullamlarak serbestlendikten sonra kornealar 360° lim
bal insizyonla almd1. Kornealar once steril serum fizyo
lojik ile y1kand1 ve 10 ml DMEM (Sigma Kat.No.:D-
5796) i<;erisine almd1. 6 denegin sag ve solgozlerine ait 
kornealar 1. ve 2. gruba rastgele olarak dagit1ld1, sonu<;ta 
12 adet kornea incelendi. 

Steril ko§ullarda kornea dokusu iki ayn grupta i§le
me tabi tutuldu. l.grupta Tripsin-EDTA(TE) (Sigma 
Kat.No.: T-4174 ) %13 olacak §ekilde, 37°C'lik %5 
C02 ve %100 nem ortammm sagland1g1 inkubatOrde 50 
dakika bekletildi. 2.gruba ise yine aym ko§ullar sagland1 
ancak TE %8 oramnda uyguland1. TE bir gece onceden 
gazlanml§ DMEM mediumu i<;erisine uygulamadan he
men once olacak §ekilde ilave edildi. Her bir kornea tek 
ba§ma 7-8 ml olacak §ekilde bu enzim soliisyonu i<;eri
sinde bekletildi. 

Epitel ayn§tlrmasmda enzimin etkisi, epitel ve stro
manm birbirinden aynlmasmm ba§lamasmm gozlenmesi 

ile ba§lar. Kornea dokusunun her iki grupta da 50. daki
ka sonunda epitel ve stromasmm ozellikle u<;larda aynl
malar yapt1g1 gozlendi. Bu §ekildeki epitel tabakas1 u<;
larmdan ince pens yard1m1 ile tutularak kaldmld1 ve so
nu<;ta tum epitel tabakas1 7-9 par<;a halinde %10 Fetal 
Calf Serum (FCS, Sigma Kat.No.: F-4135) ihtiva eden 
DMEM i<;erisine almd1. Bu son serum TE enziminin yi
klcl etkisini durdurur. 15 ml %10 FCS'h DMEM i<;eri
sindeki kornea par<;alan 5 dakika bekletildikten sonra 
1200 rpm'de 10 dakika santrifiije edildi. Sonra pellet 
uzerindeki supernatant atlldl ve tekrar 1000 rpm'de 10 
dakika %5 FCS'h DMEM i<;erisinde santrifuje edildi. 
Sonu<;ta supernatant atlld1 ve pellet 1.0 ml DMEM ile 
suspansiyon haline getirildi. 

Takip eden a§amada enzim sonras1 mekanik ayn§
tlrmayl saglayacak olan pipetting uyguland1. 0.5 ml pi
pet ucu yard1m1 ile suspansiyon 13-15 dakika pipete <;e
kilip verilerek epitel klamplannm dagllmas1 sagland1. 
Bu a§amada kritik oneme sahip ve dikkat gosterilmesi 
gereken durum kopuklenme yapllmamas1d1r. Aksi tak
dirde epitel hucreleri tup duvanna yapl§makta ve kay
bolmaktadlr. Aynca kopuklenme serbest oksijen radi
kallerinin olu§masml saglayarak hucrelerin ortam kalite
sini olumsuz yonde etkilemektedir. Takiben soz konusu 
hucre suspansiyonu 10 ml DMEM i<;erisine konuldu ve 
37°C'ye ayarlanml§ manyetik kan§tlflCl i<;erisinde du§uk 
rotasyon hiZmda 20 dakika i§leme tabi tutuldu. i§lem 
sonras1 santrifuj 1000 rpm'de 10 dakika yapllarak sonu<;
ta supernatant atlld1 ve pellet uzerine 1.0 ml olacak §e
kilde DMEM ilavesi yaplld1 (7). 

Soz konusu son suspansiyon urunu lam lamel ara
smda yapllan incelemede tek tek ayn§ml§ olarak epitel 
hucreleri gozlendi. Suspansiyondaki hucrelerin canhhg1 
Eosin-Y (%0.5) viabilite testi ile resim 1 'de sunuldugu 
gibi belirlendi ve Makler say1m kamaras1 ile mevcut 
hucre saylSl hesapland1. 

Bundan sonra <;ah§mam1zda ikinci parametre olan 
dondurup saklama teknigine ge<;ildi. Kornea epitel hucre 
suspansiyonu 800 rpm'de 10 dakika olacak §ekilde 
santrifuje edildi, olu§an supernatant atlld1 ve pellet 
uzerine %10 FCS'lu DMEM'den 250 mikrolitre ilave 
edildi kopurme yapmadan homojenize edildi. Bu sus
pansiyonun uzerine bir kriyoprotektant olan Test Yolk 
Buffer (TYB) (Irvine Scientific Kat.No.: 997l)'dan 250 
mikrolitre damla damla olacak §ekilde toplam 4-6 daki
kaya yayarak ilave edildi. ilave yap1hrken surekli hafif 
rotasyon ve <;alkalama yapmak kritik oneme sahiptir. Bu 
sure yay1m1 ve hareket destegi yapllmasmm sebebi 
TYB'nin yuksek ozmolarite etkisinin hucreleri §Oka ug
ratlp ani su kayb1 ile Olumlerine sebep olmasm1 onle
mektir. 
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Hiicre siispansiyonuna kriyoprotektant ilavesi ta
mamlandiktan sonra strawlara c;:ekildi ve ac;:1k olan uc;: 
plastik bilye ile kapatlld1. Straw SIVI azot buhanna 10 
em iistiinde olacak §ekilde 15 dakika bekletildi. Siire so
nunda direk SIVI azota daldmld1 (8) ve bu §ekilde 3 hafta 
bekletildikten sonra straw oda ISismda h1zhca ISitlldi, 
buz SIVI haiine getirildi. 

Is1tma gerc;:ekle§tikten sonra toplam 500 mikrolitre 
olan SIVI 37.0°C'deki 5.0 ml DMEM ic;:erisine konuldu, 
homojenize edildi ve 1200 rpm'de 10 dakika siire ile iki 
defa santriftije edildi. Son pellet iizerine 1.0 ml DMEM 
ilavesi yapllarak Eosin-Y ile viabilite testi uyguland1 ve 
Makler say1m kamaras1 ile toplam hiicre say1s1 belirlen
di. 

BULGULAR 

l.grupta ve 2.grupta tripsinizasyondan sonra elde 
edilen toplam hticre say1lan a§agida belirtilmi§tir. 

l.grup: 
l.Komea'dan: 550.000 4.Kornea'dan: 445.000 

2.Kornea'dan: 375.000 5.Kornea'dan: 485.000 

3.Kornea'dan: 460.000 6.Kornea'dan: 525.000 

Toplam: 2.840.000* Epitel hiicresi elde edildi. 

Komea ba§ma:(*/6): 473.000 

2.grup: 
l.Kornea'dan: 575.000 4. Kornea'dan: 510.000 

2.Komea'dan: 390.000 5. Kornea'dan: 490.000 

3.Kornea'dan: 470.000 6. Komea'dan: 435.000 

Toplam: 2.870.000* Epitel hiicresi elde edildi. 

Kornea ba§ma:(*/6): 478.000 

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

Ancak gruplar aras1 Eosin-Y ile yapllan viabilite 
testinde canhhk oranmda belirgin farkhhk gozlendi. So
nuc;:lar a§agida sunulmu§tur: 

l.grup: 

l.Canhhk sonucu: · %2 

2.Canhhk sonucu: %2 

3.Canhhk sonucu: %5 

Sonuc;:ta oran: %3 

2.grup: 

4.Canhhk sonucu: %4 

5.Canhhk sonucu: %2 

6.Canhhk sonucu: %3 

l.Canhhk sonucu: % 44 4.Canhhk sonucu: %30 

2.Canhhk sonucu: %29 5.Canhhk sonucu: %43 

3.Canhhk sonucu: %38 6.Canhhk sonucu: %39 

Sonuc;:ta oran: %37 

Resim 1. Hucre suspansiyonunda canlz hucreler Eosin-Y boyasmz almadan, saglam konturlan ile gozlenirken boyayz 
almz§ kzrmzzz renkli o!U hucreler belirgin olarak ayzrt edilmekte. x40 mikroskobik objektif buyutmesi 
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Resim 2. Klamp §eklindeki hiicre toplulugunda, alii hiicreler boyayz almt§ olarak kzrmzzz renkte gozlenmekte. 
x40 mikroskobik objektif biiyiitmesi 

1.gruptaki dti§tik viabilite oram dondurma i§lemi 
yapllmasm1 gereksiz kl1di. 2.grup'ta ince1enen hticreler 
dondurma i§lemine almd1 ve 4. hafta sonunda 1s1tma i§
lemi sonras1 canhhklan ortaya konuldu. 

2.grup dondurma oncesi toplam hticre saylSl 
2.870.000 olarak hesapland1, 1s1tma i§lemini takiben 30. 
dakikada toplam hiicre say1s1 1.320.000 olarak belirlendi 
canhhgm bu grup i<;in %37 oldugu belirlendi. 

Isltma sonras1 hticre klamplannm olu§tugu ve bu 
§ekildeki hticre gruplannda canhhk oramnm tek tek hal
de bulunanlara gore daha ytiksek oldugu gozlendi. Yapi
lan genel bir hesaplamada tek tek hticre stispansiyonu 
ozelligi ta§Iyan hticrelerde canhhk oram yakla§Ik %11, 
klamp (resim 2) halindeki hiicrelerde ise yakla§Ik %35 
olarak belirlendi. 

TARTI$MA 

<;ah§mada uygulanan teknik asll olarak insan deri 
epitelini elde etmede ba§anh olarak kullamlmaktad1r. 
Dondurma i§leminde uygulanan protokol ekibimizin ilk 
defa denedigi ancak belirgin oranda sonu<; ahnd1g1 i<;in 
vurgulanmi§tlr. 

Kullamlan transfer mediumu DMEM'in insulin ve 
EGF (9) gibi ozelliklerden yoksun olmas1 sonucu olum-

suz yonde etkileyen bir faktordtir. Ancak klsa stireli bir 
uygulama soz konusu oldugu i<;in goz ard1 edilebilecegi 
dti§tincesindeyiz. ilave edilmesi dti§tintilen soz konusu 
maddelerin uzun stireli tekniklerde mutlaka kullamlmas1 
gerekmekte aksi takdirde epitel hticreleri a<_;:hk <_;:ekmekte 
ve oltime gitmektedir. 

<;ah§mada bir enzim olan Trypsin-EDTA'm ne 
oranda kullamlacag1 yakla§Ik olarak belirlenmi§tir. Pro
teolitik ozellik ta§Iyan enzim 37°C'de olduk<_;:a etkin ol
dugu i<_;:in baz1 ekipler 4°C'de daha uzun sure bekleterek 
i§lem yaparlar ancak elimizdeki dokunun hticre saylSl 
dti§tik oldugundan daha h1zh olan teknik s1k s1k kontrol 
edilerek tercih edildi. Komea hticrelerinin deri epitel ve 
oral mukoza hticrelerinden daha hassas (10) oldugu goz 
online ahmrsa enzimin yiklci etkisinden korumanm ba
§anh bir protokol uygulayabilme a<_;:Ismdan onemi ortaya 
<_;:1kmaktad1r. 

<;ah§mada kullamlan TYB spermatozoa dondurma 
tekniginde yaygm kabul gormti§ ve ba§anyla kullamlan 
bir kriyoprotektant'd1r. TYB i<_;:erik olarak penisilin ve 
streptomycin antibiyotik destekli, esas donma kristali
zasyon hasanndan koruyucu etkisi gliserol ve 1s1 ile 
inaktive edilmi§ yumurta sarlSlndan olu§an kompleks bir 
mediumdur (8). Ekibimizin daha-onceki uygulamalann
da deri epitelinde TYB kullanlld1 ve umut verici sonu<;-
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lar ahnd1. Bu <;ah§malardan alman sonu<;larla kornea 
epitel hiicreleri denendi ve dikkate deger ba§an elde 
edildi. Kornea epitel hiicrelerinin bir klsm1 1s1tma sonra
Sl tek tek degil de hiicre y1gm1 olan klamp halinde oldu
gu gozlendi. Klamplarda bulunan hiicrelerin canhhk 
orammn daha yiiksek olmas1 dondurma a§amasmdan on
ce tek hiicre degil de klamp §ekline getirip dondurma 
yapllmasmm ba§ar1y1 artt1racag1 kanaatine vanld1. Epitel 
tabakasmm klamp haline getirilmesi hem tripsinizasyon 
siiresinin hem de manyetik kan§tlnc1daki siirenin azal
masl ile kolayhkla saglamr. Sonu<; olarak canhhk oram
mn buna bagh olarak art1rmas1 beklenmektedir. 

Kornea epitel hiicre manipulasyonunda ba§arlh ola
cak bir teknigin geli§tirilmesi bir<;ok olanak saglamakta
dlr. Ornegin, teknolojik geli§meler deri epiteli ile parelel 
olarak incelenirse mezodermal komponentin s1v1 formu
nun bazal hiicrelerle kombinasyonun stroma hasarlann
da tedavi olanag1 getirmesi beklenmektedir (9), degi§ik 
patojenlerin hasar <;ah§masl yapllabilecegi gibi farmoko
lojik ajanlann (11,12), fiziksel etkiler -ultrviole l§mlan
mn ( 11-13) etkileri degerlendirilebilinecektir. Epitel 
hiicrelerinin apopitotik ozellikleri kiiltiir ortammda ince
lenerek doku hiicre kinetigi daha iyi anla§llacak ve teda
vi protokollerini etkileyecektir (14,15). 
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