Yara İyileşmesinde Keratinosit Greftlerin Önemi
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İnsan keratinositlerinin doku kültürü vasa​tında üretilerek, elde edilecek hücrelerin yara iyileşmesinde kullanılması fikri ortaya atıldığında, doku kültürü yapmak için uğraşan araştırmacılar önce tibroblastların üreme soru​nu ile karşılaştılar. O günlerdeki kültür şartla​rında keratinositler hızla differansiye oluyor, ancak aktif bir şekilde üreyemiyorlardı.1,3 1960'larda yapılan doku kültürlerinde, deri ör​neğinin dermal yüzeyi doku kültürü plağına değecek şekilde yerleştirilip yapıştırılır ve sonra kültür mediumunda inkübe edilirdi. Epidermis dokudan yanlara doğru büyür ve plağa yapışarak yukarı doğru epitelyal tabakalar ya​pardı.1-5 Bu epitel tabakaları, hayvan modelle​rinde epidermal allogreft olarak kullanıldı.1 Bu yöntemin en büyük dezavantajı, bir greft için yetecek büyüklükte epidermis üretimi için ye​tersiz olmasıydı.1,2 1975'de Rheinwald ve Green keratinosit kültür tekniklerinde belirgin bir ilerleme sağlayacak metodu tanımladılar. Bu teknikte insan keratinositlerinin seri olarak subkültürleri yapılabiliyordu. Tüm deri, tripsin enzimiyle muamele edilerek tek tek keratinositlerden bir süspansiyona hazırlanıyordu ve daha sonra letal dozda ışınlanmış 3T3 fibroblastlardan oluşan besleyici bir tabaka üze​rinde kültür gerçekleştiriliyordu. Bu teknik, günümüzde modifiye edilmiş ve l cm2 deri örneğinden 100.000 kat büyüklüğe ulaşmış kül​tür epiteli elde edilebilmiştir. Burada anlatılan büyüklük, hemen hemen yetişkin bir kişinin vücut yüzeyi kadardır.1-3,5-9 Epidermal yaprak, dispase enzimi kullanılarak kültür plağından ayrılır.1-3,5-7,9,10 Yapışkan olmayan bir örtü veya vazelin gazlı bez epitel yaprağının dış yüzeyi​ne yerleştirilir ve greft böylece hastaya geri ta​şınır.1,2,6,7
Bu metoda en önemli katkı, epidermal büyüme faktörünün eklenmesidir. Epidermal büyüme faktörü, kültürdeki keratinositler için oldukça etkili bir uyarıcıdır. Ayrıca birçok grup tarafın​dan çok değişik yeni ve kimyasal olarak daha etkin mediumlar tanımlanmıştır.1-3,6,7,9,11-19 Hava-sıvı yüzeyinde tabaka oluşturacak şekil​de bir çelik alet üzerinde yükseltilmiş şekil​de12,9,20-22 ve kollagen üzerinde üretim de de​nenmiştir.23-27 "Nude" farelere bu epitel yaprak​larının greftlenmesi çalışması sırasında kültür​deki epidermal hücrelerin tam diferansiye epidermise değiştikleri, normal deri yapısına ka​vuştukları ve kısmen keratinizasyonun tamam​landığı, yüksek molekül ağırlıklı keratinlerin sentez edildiği gösterilmiştir.1,28,29
Otolog Kültür Keratinositleri 

(Kültür Otogreftleri)
Kültür otogreftlerinin (hastanın normal derisinden alınan küçük bir biyopsiden elde edilen kültür keratinositleri) en iyi klinik uygulanma​sı yaygın yanıklı hastaların tedavisidir. Yanı​ğın çok yaygın olması nedeniyle klasik deri greftleme işlemi için uygun verici alanı yeter​sizdir ve yaşamın sürmesi için yaranın kapatıl​ması şarttır. Bu teknikle ilk klinik denemeler 1981'de gerçekleştirildi ve üçüncü derecede küçük yanıklar kültür otogreftleri ile geçici ola​rak kapatıldı. Bu teknik, daha sonra aynı yazar tarafından daha geniş yanık yaraları (vücut yü​zeyinin %95'inden fazlası) için kullanıldı ve hayat kurtarıcı olduğu kanıtlandı. O zamandan beri, tüm dünyada birçok merkezde yanık te​davisi için kültür epiteli kullanıldı.1-3,5-7,10,30,31 Bu teknik ayrıca, dev kongenital nevus, kronik deri ülserleri, epidermolizis bülloza, kronik otorea (kulak akıntısı), keloid sikatrisleri ve vitiligo gibi diğer deri hastalıklarının tedavisinde de kullanılmıştır.1,5,6 Kültür epidermal otogreftlerinin başarısı, cerrahi yaranın tipine, yara ya​tağına, bakteri kontaminasyonuna, fazla baskı ve friksiyona bağlıdır ve bunlardan ters orantı​lı olarak etkilenmektedir. Bazı yazarlar, greftin tutmamasında başlıca etkenin infeksiyon gibi gözüktüğü konusunda hem fikirdirler. Fakat yara yatağının hazırlanması için ideal şartlar konusunda gelişmeler, henüz beklenmekte​dir.1,34,36 Ayrıca keratinosit kültür teknikleri, hastaların tıbbi durumları, cerrahi ve bakım teknikleri ve yerel antiseptiklerin kullanımı gibi diğer faktörler de rol oynamaktadır. 1981'den beri kültür epitelyal otogreftlerinin uygulandığı hastalardan tüm vücut yüzeyi kültür otogreftleri ile kaplananların oranı %16; ve ortalama tutma oranı ise greftlenen alanın %55'i olarak bulunmuştur. Göğüs duvarı, karın, bacakların ön yüzleri, önkollar ve yüz gibi bazı vücut alanlarında greftlerin daha iyi tutunduğu; buna karşılık sırt, kalçalar, omuz​lar ve bacak arka yüzleri gibi basınç altında kalan alanlarda daha kötü sonuçlar alındığı bil​dirilmektedir. Kronik granülasyon dokusunun, belki de bakteriyel kontaminasyon veya vaskülarizasyonun kötü oluşu nedeniyle kültür otogreftlerini yerleştirmek için yetersiz bir yatak oluşturduğu düşünülmektedir. Hastalardaki uzun süreli kozmetik cevaplar, kabul edilebilir düzeydedir.1 Greftlemeden sonraki altı yıl için​de, kültür otogrefti alanları "meshed split-thickness" deri greftleri ile aynı veya ondan biraz daha iyi gözükmektedir. En azından ikisi de aynı esnekliktedir ve sonuncusunda görü​len çapraz tarama çizgileri birincide gözlenmemektedir. Yalnızca bir hastada hipertrofik sikatris gelişmiştir.1,2,32,33
1991'deki bir simpozyumda greftin en büyük düşmanının infeksiyon olduğu açıklanmıştır.1,3 Homogreft deri kullanıldığında ve yara geçici olarak kapatıldığında sonuçların daha iyi ol​duğu bildirilmiştir.1 Veriler de yanık alanları erken eksize edildiğinde ve kadavradan alınan homogreft kullanıldığında greftin daha iyi tut​tuğunu göstermektedir. Özellikle kadavra homogrefti başlangıçta yara yatağına yerleştiril​diğinde, tutma oranı %90'dan fazla bulun​muştur.1,6 Allogeneik keratinositler bir dermatomla alınır ve kültür grefti dermal yüzeyin üzerine direkt olarak yerleştirilir.1,32,37,38
Kültür Otogrefti İle Tedavi Edilen Alanların Histolojisi
Transplantasyondan önce, kültür epitelyal grefti, mikroskobik olarak düzensiz bir tabakalanma göstermektedir.1,6,10 tamamen diferansiye olmamasına ve stratum granülozum ve stratum korneumun oluşmamasına rağmen be​lirgin bir bazal tabaka oluşumu gözlenir. Transplantasyondan altı gün sonra, hafif hi​pertrofik düz epidermis tüm normal tabakaları ile birlikte yeniden oluşur ve aniden dermal-epidermal kavşak oluşumu başlar.
Hemidesmozomlar,39 bazal lamina ve ancho-ring fibriller yeniden oluşur ve buna bağlı ola​rak greftin yapışma yüzü boyunca makroskopik olarak saptanan noktavi görünüm ortaya çıkar.3-4 hafta içinde dermal-epidermal kavşak tamamlanır, ancak anchoring fibrillerin tam olarak olgunlaşması için bir yıldan uzun bir süre geçmesi gerekir.1,2,5,6,10,37,40 Bu olaylar "meshed graft" yarıklarında gözlenenlere ben​zemektedir. Greft işleminden sonraki altı hafta ile bir yıl arasında "rete ridge'ler oluşur. Komşu konnektif doku, başlangıçta normal sikatris oluşturarak iyileşir, ancak daha sonra ye​niden düzenlenir ve elastin yenilenir, 4-5 yıl içinde gerçek bir dermise benzer. "Meshed graft" yarıkları kontrol grubu olarak kullanıldı​ğında bunlarda beş yıl içinde rete ridge'lerin ve subepitelyal konnektif dokunun yeniden yapı​lanmasının veya elastin üretiminin oluşmadığı gözlenir.1,2,32
Kültür Allogreftleri
Kültür otogreftlerinin bir dezavantajı, yarayı kapatmak için gerekli miktarda epitelyum ge​lişmesi için 2-3 hafta beklemek gereğidir.1 Bu durum, yaşlı hastalarda keratinositlerinin özel​likle yaşam süresi ve in vitro mitogen cevabı azaldığından, önemli bir problem oluşturmak​tadır.36 Bu problemin üstesinden gelebilmek için, araştırmacılar hastanın kendi derisinden epitel üretiminden vazgeçmişlerdir. O zaman, ilişkisiz bir verici kullanma fikri doğmuştur. İlk klinik uygulama, kısmi kalınlıkta yanık ya​rası olan üç hastada yapılmıştır.1 Allogeneik kadavra derisinden elde edilen kültür epitelyal greftleri ile yara iyileşmesi hızlıdır ve bu greftlerin dokuz ay kalabildikleri gözlemiştir. Daha sonra diğer birçok grup da bu bulguyu doğru​lamıştır.34,38,41,43 Bazı yazarlar, konnektif doku yara yatağına yapıştıktan sonra epidermisi so​yarak otolog keratinositleri greftlemişlerdir.3 Bacak ülserleri, epidermolizis bülloza, yanık yaraları ve "split-thickness" deri grefti verici alanlarının tedavisi üzerinde de çalışılmıştır. Ayrıca neonatal sünnet derisinden elde edilen kültür allogreftleri de venöz yetmezlik, romatoid hastalık veya cerrahi yaralar gibi uzun süre iyileşmeyen bacak yaralarında kullanıl​mıştır. Bu ülserlerin %70'inde greftleme işle​minden sonraki sekiz hafta içinde tam iyileşme saptanmıştır (Ortalama iyileşme zamanı 4.5 hafta). İyileşmenin olmadığı ülserlerde kültür allogreftlerinin uygulanmasını takiben epiteli-zasyon olmuştur. Hastalarda allogreft uygulamasından sonra ağrıda da azalma olduğu dik​kati çekmiştir.1-3,6,44 En iyi prognozu, temiz cerrahi yaralar göstermektedir. Bunlarda en kısa iyileşme zamanı 1.8 haftadır ve takiplerde %100 oranında sürekli iyileşme olduğu saptan​mıştır. Venöz ülserlerin %19'unda ortalama 16 ayda yemden yara açılmıştır.
Kötü beslenen, konnektif doku hastalığına bağlı ülserlerde sonuç, tendon veya fasyaya kadar inen ülserlerde olduğu gibi kötüdür.1 Oysa bazı yazarlar tendona kadar eksize edi​len yaralarda otolog kültür greftleri ile çok iyi sonuçlar aldıklarını bildirmişlerdir.3,45 Genel​likle, kültür allogretleri ile alınan en iyi sonuç​lar halen dermal yatağı olan küçük yaralardır. Bugüne kadar yalnızca bir pyoderma gangrenozumlu hastaya kültür allogrefti uygulanmış ve ülserin %80 oranında kapandığı gözlenmiş​tir.
Bugüne kadar, sadece, "split-thickness" deri grefti verici alanlarında randomize, kontrollü, kör çalışmalar uygulanmıştır. Diğer yara tiple​rinde de bu tür çalışmalara ihtiyaç vardır.
Kültür Epidermal Allogreftlerin Etki Mekanizması
Kültür allogreftleri, kültürdeki gelişmeleriden sonraki yedi gün içinde veya daha uzun süre​de Langerhans hücreleri içermezler.1,2 Bu bulgu, kültür epidermal hücrelerinin ilişkisiz alıcılara transplantasyonu için çok yararlı olabilecek gibi gözükmektedir. Bu hipotez, bazı in vivo hayvan çalışmaları ile desteklenmiş​tir.28,29,47,48 Kültür epidermal allogreftlerinin in​sanda uzun süreli ve hatta tamamen kalıcı ola​rak yerleştirilebiliyor olması, bu düşünceyi ortaya çıkarmıştır. Kültür epidermal allogreftlerinin uzun ömürlü olmaları hakkında çeşitli klinik bildiriler sunulmuştur. Bu bildirilerde belirtildiği şekilde, kültür allogreftleri gerçek​ten de transplantasyondan sonra kalıcı olarak yaşıyorlarsa, acil greft olanakları, sınırsız kay​nak ve kitle kültürleri de ayrı ayrı söz konusu olabilecektir.1 Fakat daha sonra birçok değişik grup, kültür allogeneik keratinositlerin trans​plantasyondan sonra sürekli olarak yaşama​dıklarını gösteren kanıtlar sunmuşlardır. Bu çalışmalarda Y kromozomu probu kullanılarak in situ DNA hibridizasyonu, HLA Class I anti​jen ekspresyonu, kan grubu antijen uyumsuz​luğu ve DNA fingerprinting gibi teknikler uy​gulanmıştır. Veriler oldukça geniş bir şekilde gözden geçirilmiştir.1-3,6,30,49,50   
Tartışma sonucunda kültür epidermal allogreftlerinin transplantasyondan sonra kesinlikle kalıcı olmadığına dair çok sayıda kanıt ortaya çıkmıştır. Bunlar, yara ile değinmeleri zayıf ol​masına rağmen, her nasılsa reepitelizasyonu yeterli miktarda uyarıyor gözükmektedir.1-3,6,30,49 Belki de allogeneik keratinositler tarafın​dan salınan büyüme faktörleri yara iyileşmesi​ni etkilemektedir.2,3,6
Kültür allogreftlerinin uygulanması, yara yata​ğında sağlıklı bir granülasyon dokusu oluşu​munu uyarır. Greft, bir kapayıcı pansuman gibi hareket ediyor, yaranın dehidratasyonunu önler ve nemli bir çevre sağlar. Fakat allogreftlenen keratinositler tarafından salınan çeşitli büyüme faktörlerinin de yara iyileşmesini uyarabileceği de akla gelmektedir. Ayrıca kültür keratinositlerinden diğer hücrelerin gelişmesi​ni arttırıcı çeşitli faktörlerin salındığı da bilin​mektedir. Diğer hücreler örnek olarak kerati​nositler, fibroblastlar ve melanositler gösteri​lebilir.1 Bugüne kadar belirlenebilen faktörler epidermal timosit aktive edici faktör (daha sonra bunun interlökin l ile idantik olduğu gösterilmiştir), diğer interlökinler ve transforming growth factor alpha'dır.3,6,19
Kapatıcı para pansumanlarının altında in vivo olarak biriken sıvının in vitro olarak çeşitli hücre tiplerine uyarıcı etkiler yaptığı gösteril​miştir. Bu büyüme faktörlerinin yara iyileşmesi olayında önemli bir rolleri olduğu da bilinmek​tedir. Ayrıca bu büyüme faktörlerinin kombi​nasyonlarının, büyüme faktörlerinin tek tek uygulanmasına oranla daha etkin yara iyileş​mesi uyarısı sağladığı gözlenmiştir. Bu kav​ram, gelecekte kültür epitelyal hücrelerinin yara iyileşmesi için gerekli büyüme faktörleri​nin temin edildiği bir biyolojik sistem olarak kullanılabileceğini düşündürmektedir.1,19 Fa​kat vericilerin HIV ve Hepatit B antijeni taşıyıp taşımadıkları belirlenmeli, çok nadir de olsa, kültüre eklenen mitojenler nedeniyle çeşitli hücrelerin transforme olabileceği ve kanser riski doğabileceği unutulmamalıdır.3,36
Bileşik (Dermal-Epidermal) Greftler
Kültür  otogreftleri  ve  kültür  allogreftlerinin
birçok avantajının yanı sıra birkaç dezavantajı da bulunmaktadır.5 Birçok yazar, bu greftlerin dermal bir yatak üzerine yerleştirildiğinde çok daha başarılı olduğunu bildirmektedir.1 Birçok grup, epidermal komponentin yanısıra, destek oluşturacak bir dermal komponentin de benze​rini oluşturarak, daha kompleks deri oluşum​ları geliştirmeye çalışmaktadır. Bu ürünler daha gelişimlerinin ilk safhasında olmalarına ve klinik deneylerin sürmesine rağmen, ön ça​lışmalar cesaret verici gözükmektedir.1,3,51
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