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DERLEME

Kiiltiire insan Keratinosit Uretimi ve Klinik Uygulanimlari

Giizin Yesim OZGENEL

Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi, Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali, Bursa.

OZET

Genis yaniklarda ve kronik iilserasyonlarda, derinin rekonstrikksiyonu ¢6ziimii zor bir problemdir. Otolog deri greftleri deri
rekonstriiksiyonunda en ideal ¢oziimdiir. Ancak genis yanik vakalarinda yeterli otogreft verici alan olmamasi nedeniyle kalici yara ortiimii
saglanmasinda zorlukla karsilasilir. Bunun sonucu olarak, hastalar sepsis ya da diger komplikasyonlar nedeniyle kaybedilebilmektedir.
Doku miihendisligindeki ilerlemeler, kiiltiire keratinositlerden otolog epitelyum elde edilmesini saglamigtir. Kiiltiire epidermal otogreft
elde etme teknigi pahali olmasina ragmen, genis yanik vakalarinda kisa siirede kalic1 értiim saglamast nedeniyle hayat kurtaricidir. Ozel-
likle yanik tedavisinde insan keratinosit kiiltiiriiniin 6nemli bir yeri olmasi nedeniyle bu yazida kiiltiire keratinosit elde etme teknigi, kulla-
nim sekilleri ve klinikte kullanim alanlar1 gozden gegirildi.

Anahtar Kelimeler: Keratinosit kiiltiirii. Yanik. Doku Kkiiltiirii. Hiicre transplantasyonu.

Production of Cultured Human Keratinocyte and Clinical Applications

SUMMARY

Reconstruction of skin has been a challenging problem for surgeons in massive burns and chronic ulcerations. Autologous skin grafts are
the ideal solution in reconstruction. In patients with extensive burns, surgeons often face difficulties in providing adequate permanent
wound coverage because of inadequate donor autograft area. As a result of this, patients may be die of sepcis or other complications. The
process in tissue engineering has led to harvest autologous epithelium by cultured keratinocytes. Although the technique of harvesting
cultured epidermal autograft is expensive, grafting patients who are extensively burned with cultured epidermal autografts has been a life-
saving measure. Since cultured human keratinocytes are valuable tool especially in burn care, in this paper, the technique of harvesting
cultured keratinocytes, cultured skin substitutes and their clinical use were reviewed.

Key Words: Keratinocyte culture. Burn. Tissue culture. Cell transplantation.

Genis cilt defektlerinin rekonstriiksiyonu cerrahide
karsimiza ¢ikan Onemli bir problemdir. Yillardir
otolog kismi kalinlikta deri grefti ile defekt ortiimii
saglanmistir. Ancak bu defekt genis alanlari icerdi-
ginde drnegin genis yaniklarda oldugu gibi, greftleme
i¢in yeterli verici alan bulunmadigindan hemen kalici
ortim saglamak miimkiin degildir. Bu durumda en
stk kullanilan insan kadavra allogreftleridir. Ancak
bu allogreftler gegici yara ortiimii saglamakta ve ge-
nellikle 2. haftadan sonra alic1 yatakta immiin reaksi-
yon gelismesi nedeniyle rejekte edilmektedir.'” Gii-
nlimiize kadar hayvan derisi, amniotik membran,
sentetik deri benzeri maddeler ve biyolojik
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polimerler gibi ¢esitli 6rtii materyalleri kullanilmistir.
Ancak bunlarin hepsi ile sadece gegici yara ortiimii
saglanmugtir.*

Major yanikli hastalarda, yanigin olusmasi ile yanik
yaralarinin kapatilmasi arasinda gegen siire uzadikca
hastalarda goézlenen komplikasyonlarin sayisi art-
makta ve Ozellikle sepsis basglica mortalite nedeni
olmaktadir. Son yillarda, keratinosit kiiltiirii ile
greftlenebilir otolog epitel elde edilmesi ve yanik
alanlarmi bu epitel ile kalici sekilde kapatilmasi
yanik tedavisinde yeni bir donemi baslatmigtir. 1975
yilinda Howard Green ve James G. Rheinwald tara-
findan gelistirilen “koloni biiylime teknigi” ile birkag
santimetre karelik deri biopsisinden, 3-4 hafta igeri-
sinde biitiin viicudu ortecek miktarda kiiltiire epitel-
yum elde etmek miimkiin olmustur.”” Béylece yeter-
siz otogreft verici alan sorununa alternatif bir ¢dzim
getirilmistir. O tarihten bu yana kiiltiire epitelin yanik
yaralarmim kapatilmasinda kullanimi gittikge kabul
gdrmiis ve diinyanin bir¢ok gelismis yanik merkezin-
de rutin uygulamaya sokulmustur.
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Koloni Buylime Teknigi

Kiiltiir ortaminda keratinositler koloni olusturmak
i¢in fibroblast varligina ihtiya¢ duyarlar. Keratinosit
tiretimi sirasinda fibroblast proliferasyonu kontrol
altinda tutulmahdir. Aksi takdirde epidermal hiicre
populasyonunun iizerine ¢ikar ve keratinositlerin
iiremesini baskilar. 3T3 fare fibroblast kullanimu ile
bir yandan fibroblastlarin asir1 ¢ogalimi baskilanir-
ken, diger yandan tek hiicreden epidermal hiicre ko-
loni gelisimi saglanir. Sonugta keratinositlerden ¢ok
katli yass1 hiicreli epitel iceren koloniler olusur. Ko-
loniler, tripsin ve EDTA ile tek hiicrelere indirgenir.
Bu hiicreler tekrar 3T3 fare fibroblast hiicreleri ile
muamele edilerek ikinci kiiltiirleri elde edilir. Ancak
bir kisim keratinositlerden bdliinme yetenegi olma-
yan ve indirgeyici ajanlara karsi direngli hiicrelerden
olusan koloniler gelisir. Bu tip koloniler ¢ogaldik¢a
keratinositlerin kiiltiir yasam siiresi kisalir. Ayrica
verici kigilerin yaslart artik¢a da kiiltlir yasam siiresi
kisalmaktadir.” Kiiltiir ortamma eklenen epidermal
biliytime faktorii, boliinme yetenegi gosteren hiicrele-
rin terminal differansiasyon gosteren hiicrelere donii-
slim siiresini uzatarak kiiltiir yasam siiresini uzamak-
tadir.® Sonucta tek kiiltiire hiicrelerden ¢ok tabakali
koloniler olusur ve bu koloniler birleserek epidermise
benzer epitelyumu meydana getirir. Dispaz enzimi
epitelyal hiicre tabakasini kiiltiir ortamindan bir bii-
tiin serit halinde ayrilmasini saglar.’

Keratinosit Uretiminde en Onemli sorun, Kkiiltiiriin
degisik mikroorganizmalarla kontaminasyonudur.
Ug-dort haftalik kiiltiir islemi boyunca asepsi kuralla-
rina dikkat edilmemesi kiiltiiriin kontamine olmasina
ve islemin basarisizlikla sonuglanmasina yol agar.
Keratinosit  kiiltiir {iretimi  i¢in doku  kiiltiir
laboratuvarlar1 gerekmektedir. Laboratuvarlarda ya-
pilan islemlerin tamamu steril lamimar akimli ¢alisma
kabinlerinde yapilmalidir.

Kiiltiire Epitelyumun Klinikte Kullanim
Sekilleri

1. Kiiltiire Epidermal Otogreft (KEQO)

Epidermisin yerine gegebilecek en ideal yapi hasta-
nin kendi epidermisidir. 2-4 cm*’lik deri biopsisinden
elde edilen keratinositlerin in vitro kosullarda ve seri
halde kiiltiirii ile 3-4 hafta icerisinde, greftlenebilir
kalitede, tabaka halinde ve tiim viicut yiizey alanim
ortebilecek miktarda epitel elde etmek miimkiindiir.

KEO uygulanan alanlar histolojik olarak incelendi-
ginde; transplantasyondan 6 gilin sonra epidermisde
orta derecede hipertrofi goriiliir. Dermo-epidermal
birleske olusmaya baglar. Hemidesmozomlar, bazal
lamina ve tutunucu fibriller greftin yaraya yapisma
ylizeyi boyunca birbirine bagli olarak gelisir. Dermo-
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epidermal birleske olusumu 3 ile 4. haftalar igerisin-
de tamamlanir. Tutunucu fibrillerin tam maturasyonu
icin 1 yildan fazla siireye ihtiyag vardir. Stratum
germinativum tabakasi 6 hafta ile 1 yil igerisinde
olusmaya baglar. Greftin altinda yer alan konnektif
doku normal skar dokusu olusturacak sekilde iyilesir.
4-5 y1l igerisinde normal dermise benzer. Langerhans
hiicreler 1 hafta igerisinde belirir. 2-6 ay icerisinde
normal yogunluguna erisir. Melanositler transplan-
tasyon esnasinda vardir. Ancak fonksiyonel degil-
dir."

KEO’in avantajlari, istenilen miktarlarda otolog
epitel elde edilebilir. Dondurularak saklanabilir ve
donor saha morbiditesi minimaldir. Dezavantajlar
ise, yeterli epitelyal tabaka elde etmek icin 3-4 hafta-
lik bir siire gerekir. Dermo-epidermal birleskenin
immatiir olmasindan dolay1 greft frajildir. Greft tut-
ma insidanst diisiiktiir. Ge¢ donemde, greftlenen a-
landa spontan biil olusumu ve greft kayb1 goriiliir. Bu
komplikasyonlarla 6zellikle KEO’in genis dermal
kayb1 olan alanlara uygulandigi zaman karsilagilir.
Bu alanlan tekrar greftlemek gerekir. Ayrica kontiir
defektlerini diizeltmez. Ek olarak maliyeti ¢cok yiik-
sek bir tekniktir. Sonugta, KEO sadece epidermal
ortii saglar, dermisin yerini almaz.""

2. Kiiltiire Epidermal Allogreft (KEA)

Birkag cm®lik deri biopsi pargasindan yeterli mik-
tarda kiiltiire epitelyal tabaka elde etmek i¢in gegen
siire yaklasik olarak 3 ile 4 hafta arasindadir.” Bu
gecikmenin iistesinden allojenik hiicre ve deri kulla-
nilarak gelinebilir. Kiiltiire epitel canli olarak dondu-
rulabilir ve daha sonra hastalara uygulanmak {izere
saklanabilir.  Dondurulmus  kiiltire  allojenik
keratinosit seritler canli allogreftler gibi yara iyiles-
mesinde etkili olurlar.'"’

Insan hiicrelerinde en nemli transplantasyon antijeni
Langerhans hiicrelerinde bulunan HLA-DR'dir. Bu
antijen keratinositlerde bulunmaz. KEA primer ola-
rak keratinositlerden olugmasina ragmen kalic1 ortiim
saglayamazlar.  Yapilan c¢aligmalarda  kiiltiire
allogreftlerin  hizli bir sekilde alict yataktaki
epidermal hiicreler tarafindan isgal edildigi gosteril-
mistir.'">"? Bunun yamisira, KEA ile tedavi edilen
olgularda, allojenik hiicrelerin yara zemininde ve
kenarinda bulunan otolog keratinositlerin
proliferasyonunu ve differensiasyonunu stimiile ettigi
de bilinmektedir. Bu stimulasyonu sentezledigi ve
salgiladigr sitokin, fibroblast biiylime faktorii, trans-
forming biiylime faktorii beta, fibronektin, laminin ve
ekstraselliller matriks proteinler ile saglamaktadir.
Sonugta epitelizasyonu hizlandirir ve yara iyilesme
siiresini  kisaltir.  lyilesen  alanlarda  normal
pigmentasyon ve daha az oranda eritem goriiliir. De-
rin epidermal hiicreler i¢erdiginden yarada kontraktiir
goriilme potansiyeli de azdir.*
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3. Kiiltiire Kompozit Greft

Kiiltiire epidermal otogreft ve allojenik dermal
greftin kombine uygulanimini igerir. Derin yamig1
olan vakalarda, KEO’in direkt olarak subkutan doku,
yag, fasya veya kasa uygulanmasi basarisiz sonug
verir. Dermal komponente ihtiya¢ duyar. Tam kat
yanik olgularinda bakteriyel invazyonu, su ve elekt-
rolit, protein kaybini 6nlemek icin yara gecici olarak
canli kadavra allogrefti ile ortiiliir. Greft yapigtiktan
ve vaskiilarize olduktan sonra rejeksiyondan oOnce
dermabrazyon yapilir. Sonugta dermal yatak elde
edilir. Ug hafta icinde verici allodermis yeni dermisi
yapar. Dermabrazyondan sonra Kkiiltiire epitelyal
otogreft uygulanir.”’

4. Kiiltiire allofibroblastlar

Fibroblast prolifere olur ve ekstraselliiler matriks
sentezler. Transplante fibroblast, graniilasyon doku
perisitleri,  fibroblast ve  otoepidermositlerin
proliferasyonu stimiile ederek epitelizasyon siiresini
kisaltir.”?

Kilture Epitelyal Greft Kaynaklari

Kiiltiire epitelyum, epidermal keratinosit diginda kil
folikiiliniin dermal kok kilif hiicreleri ve mukozal
epitelyal hiicrelerden elde edilebilir. Kil folikiillerinin
yapisinda dista dermal kok kilifi bulunur. Bu kilif
temelde bazal keratinositleri igerir. Bu keratinositler
interfolikiiler epidermal keratinositlerin yerine geger.
Yara iyilesmesi sirasinda, dis kok kilif hiicreleri
defektli alana go¢ eder, bdylece epidermal
rejenerasyona katkida bulunur. Bu hiicreler kiiltiir
ortaminda kolayca ve genis ¢apta lireme gosterir ve
epidermal keratinositlerin olusturdugu epiteli olustu-
rur®  Mukoza  epitel  hiicreler  epidermal
keratinositlere gore daha hizli biiyiirler. In vitro or-
tamda en az 14 giin canliligmi korur. Donor alan
morbiditesi yoktur.?*

Kiltire Epitelin Klinikte Kullanim Alanlari

[k basarili klinik uygulama 1981 tarihinde O'Connor
ve arkadaglari tarafindan iki yanikli hastada gercek-
lestirilmistir.”> Gallico ve arkadaglar tarafindan da
1984’de yaklasik olarak total wviicut alaninin
%96’sindan fazlas1 yanik olan iki ¢ocuk olgusunda
otolog kiiltiire epiteli basar1 ile kullanilmistir.”® En
onemli kullanim alani, yanik hastalandir. Kiiltiire
epitel dokunun canli olarak dondurulup daha sonra
hastalara uygulanmak iizere saklanabilmesi, kiiltiire
epitel doku bankas1 olusturulup major yanikli hasta-
larin acil tedavisinde allogreft olarak kullanimini
miimkiin kilar. Sonugta hastanin mortalite oran1 aza-
Iir, verici saha morbiditesi ortadan kalkar. Hastanin
hastanede yatig siiresi kisalir. Bunun yani sira,
konjenital dev killi neviis eksizyonundan sonra olu-

san cilt defektlerini kapatmak igin basari ile kulla-
milmistir.”’ Diger yandan junctional epidermolizis
biilloza, degloving tarzinda cilt yaralanmalar1 ve
hipertrofik skar tedavisinde kullanilmaktadir.”*™
Kronik bacak iilserleri de allojenik kiiltiire epitel ile
basaril1 bir sekilde tedavi edilebilir.***

Sonug¢

Keratinosit kiiltiirii ilk defa klinikte masif yanik olgu-
larinin tedavisinde kullanilmis ve bu olgularda ideal
¢oziim olarak goriilmiistiir. Ancak konvansiyonel
teknik olan kismi kalinlikta deri grefti ile karsilasti-
rildiginda, greftin dayanikliligi ve tutma orani daha
diisiik oldugu saptaninca, keratinosit konusuna ilgi
azalmigtir. Ayrica keratinosit kiiltiirii tam tesekkiilli
hastanede Mikrobiyoloji ve Plastik Cerrahi Anabilim
Dallarmin kombine c¢alismasi ile doku kiiltiir
laboratuvarlarinda gerceklestirilmesi gerekir.
Keratinosit kiiltiiriine yonelik bir laboratuvarin orta-
lama maliyeti ise 80 ile 100 milyar arasindadir. Gii-
niimiizde keratinosit kiiltiiri hem bu konuda yapila-
cak aragtirmalar hem de klinik kullanim1 agisindan
pahali gibi goriinse de, bu konuda ki gelismeler deri
rekonstriiksiyonunda ideali yakalamada ve verici alan
morbiditesini kisitlamada ¢6ziim olabilir.
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