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KISALTMALAR

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
HAM’S F-12 : Ham’s Nutrient Mixture F-12
PBS : Phosphate Buffer Solution

FREEZE -DRYING : Deri greftleri saklanmasinda hizli sogutup, vakumlama ile
kristalize su ¢ekilmesi ve olusan camsi faz kurutularak oda 1sisinda saklanmasidir.

FBS :Fetal Bovine Serum

TRIPSIN EDTA : Etilen Diamine Tetra-Acetic Acid



1.GIRIS

Kendiliginden ya da siitiir yoluyla kapanmayacak defektler igin deri greftleri iyi bir
alternatiftir. Ozellikle yanik sonrasi olugan genis defektler bunun iyi bir &rnegidir.
Bununla birlikte alinan greftin, hastanin defekt alanina hemen uygulanmasi miimkiin
olamayabilir ya da operasyon sonrast herhangi bir greft reddi veya greft tutmamasina
bagli olarak alinan deri greftlerinin yeniden kullanilmasi gerekebilir. Dahasi deri grefti
bankasi olugturularak allogreft olarak bir bagka hasta i¢in bu derilerin saklanmasi
diistiniilebilir.

Bu ¢alisma deri greftleri saklanmasinda ‘maksimum hiicre yasayabilirligine nasil
ulagabiliriz’ sorusuna cevap bulmak amaciyla planlanmigtir. Bu ¢alisma ile, saklanan
deri greftinin kalitesini kontrol igin iyi bir parametre olan ‘viabilite’ aragtirilmig olup
boylece daha iyi saklama sivilan gelistirilmesi yolunda bir adim atilmistir. Viabilite
klinik olarak herhangi bir sahaya uygulanan deri greftinin burada revaskiilarize
olabilmesi konusunda da fikir veren iyi bir parametre olarak kabul edilir. Viabilitesi

yiiksek olan deri greftlerinin klinik olarak da bagarili sonuglar verecegi ortadadr.

Deri greftleri, primer ya da  epitelizasyon ile kapanamayacak, hatta flep ile
ortiilemeyecek deri defektleri igin hemen hemen tek segenektirler. Avaskiiler doku
aktarimlaridir. Deri grefti ile Ortiilmesi gereken defektler ¢esitli sebeplerle olusabilir.
Bunlar;

Yanik

Tiim&r rezeksiyonu

Kronik atonik yara

Travma sonrast olusabilir.

Viicudumuzdaki deri dokusunun kaybi sonrasi goriilen degisiklikler aragtirmacilan
deri defektlerini nasil kapatabiliriz sorusuna cevap aramaya yoneltmigtir. Ciinkii deri
yalmzca viicudu dig organlardan ayiran bir mikrobiyolojik bariyer olmakla kalmaz aym
zamanda viicut 1s1sim1 ayarlar ve tagidig1 salgl bezleri ile de biiylik bir endokrin organ
olarak ¢alisir. Deri aym1 zamanda g¢ok sayida sensoryel sinir ucu sonlanmasi da igerir.
Insan derisi epidermis ve dermis olmak iizere her birisi ayn birer embriyonik tabakadan

koken alan iki tabakadan olusmustur.
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Herhangi bir travma sonrasi epidermis ve dermisin tam kat kaybi ile olugan deri
doku defekti ancak bir deri grefti ile onanlabilir. Ince kalinlikta olusan deri defektleri
yeniden epitelize olabilirken tam kat ancak kiigiik boyutlu kayiplarda kil folikiillerinin
koklerinde bulunan epidermis hiicrelerinden epidermal rejenerasyon goriilebilir. Boyle
kiigiik defektler igin deri grefti nakline gerek yoktur. Biiyiik olan tam kalinliktaki deri
defektlerinin ise spontan iyilesme sansi olmadigindan deri grefti konularak iyilesmesi
sarttir. Tiim viicudu tutmayan deri doku kayiplari igin boylesi bir deri grefti nakli
miimkiin iken gok genis doku kayiplarinda donér alan sikintisi ¢ekilecegi igin farkla
alternatifler gelistirilmektedir. Allogreft deri bankasi kurulmasi buna iyi bir ¢6ziim
olabilecektir. Boyle bir deri bankasi ile genis deri doku kayiplar olan hastalar igin
akut donem tedavisi yapilabilecektir. Hastada sivi-elektrolit kayb ve enfeksiyon
6nlenmis olacak, 1s1 regiilasyonu kismen saglanmig olacak ve otogreft saglanana kadar
hastaya destek tedavisi saglanmig olacaktir. Kisa siireli deri grefti saklamalar igin
saklama sivilan gelistirilebilir. Ancak daha uzun siireli deri saklamalan igin mutlaka
deri bankasi sartlar1 olusturulmalidir. Deri bankasinin getirecegi yararlarin daha gok
olacag agiktir. Boylece alinan bir deri yillarca saklanabilecek ve daha ¢ok insana
hizmet verilmis olacaktir. Bu ¢alisma allogreft deri bankasina giden yolda bir basamak

olarak diigtiniilebilir.

Deri grefti saklamasi ti¢ ayr1 yol ile yapilabilir:
1. +4° C’de serum fizyolojik ya da kiiltiir mediumu ile 1slatilmis gaz tamponda.
2. Gliserin ya da Dimetil siilfoksit ilavesi ile dondurarak.
3. Freeze-drying sonrasi oda sicaklifinda bekletilerek.
Freeze —drying isleminde materyal hizli sogutup, vakumlanir, b6ylece kristalize su
¢ekilir, ardindan olugan camsi faz kurutulur ve oda 1sisinda saklanir.
Bu ¢alismada deri grefti numuneleri +4° C’de hiicre kiiltiir mediumu iginde

saklanmusgtir.

Bu saklamada amag ona en uygun ortami saglayarak greftte maksimum hiicre
yasayabilirligini saglamaktir. zotonik serum iginde deri greftinin saklanmasi plastik
cerrahi kliniklerinde hemen hemen rutin uygulama haline gelmistir. Bu kadar
klasiklesen bir bilgiyi sorgulamak amaciyla alternatif saklama solusyonlar: hiicre

yasayabilirligi a¢isindan kargilagtirarak aragtirilmigtir. DMEM ve Ham’s F-12
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solusyonlarinin deri grefti saklanmasinda hiicre yasayabilirligi agisindan daha uygun
bir ortam olup olmadig1 incelenmistir.

Literatiirde greft yasayabilirligi ¢aligmalari eksperimental, kinik ya da histolojik
olarak ¢ahgilmigtir. Klinik galigmalar genellikle simrh sayida iken eksperimental ve
histolojik c¢aligmalar biraz daha goktur. Klinik olarak yapilan arastirmalarda saklama
sonrast defekt alana konulan deri greftinin tutmas: ya da revaskiilarize olmas1 olayin
basarisim gostermek igin yeterli sayilmigtir. Ayn1 sonug eksperimental ¢alismalar igin
de gegerlidir. Histolojik ¢alismalarda ise ama¢ maksimum hiicre yasayabilirligine
ulagmaktir, Saklanan deri greftinde bulunan canli hiicre sayisimin ¢oklugunun
¢aligmanin bagarisi ile dogru orantili oldugu kabul edilmektedir. Yasayan bu hiicrelerin
fonksiyonel oldugu diistintiliir. Ancak elimizde greftin klinik basarisi igin gerekli canli
hiicre sayisina ait bir rakam heniiz bulunmamaktadir,

Deri greftlerinin saklanmasi ve hatta deri bankasi kurulmasi en ¢ok yamik hastalar
igin gerekli olabilir. Ozellikle gok genis yamig: olan hastalarda akut dénemde sivi
elektrolit kaybim azaltmak amaciyla allogreft olarak bu deri greftlerinden
yararlamilmaktadir. Deri greftlerinin saklanmast béyle bir amaca da hizmet ettigi igin
olduk¢a dnemlidir.

Bu ¢alismada saklanan deri greftleri hiicre seviyesinde viabilite (canli hiicre orani)
Olgli alinarak degerlendirildi. 3 haftalik bir saklama siiresi sonunda elde ettigimiz
yasayan hiicre sonuglar1 bizim igin izotonik serumda saklanan deri greftlerine gére

timit verici sonuglar verdi.



2.GENEL BILGILER

Bu calisma ile saklanan deri greftlerindeki hiicre canlilifi nasil yiiksek tutulabilir
konusu farkli saklama sivilan iizerinde c¢alisilarak aragtirilmigtir. Bunun igin deri

dokusunun temel 6zellikleri tekrar gozden gegirilmigtir.
Derinin Embriyolojisi

Deri diger organlarda oldugu gibi embriyonik hayatin 1. ve 2. aylannda
embriyogenezis dénemi ve ardindan da 3. ay ile dogum arasinda gegen fetal hayatta ise
biiyiime ve farklilagma periyodu yasar. Deri ektoderm ve mezodermden gelisir. Bunlardan
epidermis, folikiil, sebase, apokrin birimler, ekrin birimler ve tirnaklar ektoderm
kokenlidirler. Sinirler, melanositler ve o6zellesmis duyusal reseptorler néro ektoderm
kokenlidir. Kan ve lenf damarlari, langerhans hiicreleri, makrofajlar, mast hiicreleri,
fibrositler, kaslar, yag hiicreleri ve diger deri birimleri ise mezoderm kokenlidirler.
Epidermis ve eklerinin biiylime ve olgunlagmasi dermisten dnce olur (1).

Ilk iki ay igerisinde embriyonun basit bir derisi bulunur. Epidermis ¢ift tabakal hale
gelir. Bunlardan alttaki bazal, listteki ise periderm tabakasidir. Periderm, stratifiye ve
kornifiye oluncaya kadar epidermisi orter, zaten bu tabaka tekdiize ve gegici bir hiicre
tabakasindan olugmaktadir. Periderm dokusu muhtemelen amniotik siv1 ile ahg verisi
sagladig diisiiniilen mikrovilluslarla kaplidir. Fetal hayatin 6. ayinda periderm ince ve
yass1 tabaka haline doner ve mikrovillus sayis1 azalir. Ardindan epidermis kornifiye olur.
Boylece epidermal s1v1 gegisi de bir bakima engellenmis olur.

Fetal hayatin 3. ayinda ise periderm ve bazal tabaka arasinda bir ara tabaka ortaya
cikar. Fetal hayatin son ii¢ ayinda periderm dokiiliir, epidermal tabakalar tam gelismis ve
fonksiyoneldirler. Ergenlik ¢aginda adneksler biiyiir, bélgesel olarak aktif killar geligir.
Apokrin bezler ve yag bezleri salgn tretmeye baglarlar. Embriyonik dermis
glikozaminoglikandan zengin ve ince kollajen fibriller bulunan bir stroma ile genis bir
sekilde ayrilmis mezenkimal hiicrelerden olugmustur. Fetus derisinin yiiksek su igerigini
bu stroma saglar. Yine fetus derisinde elastin heniiz sentez edilmemigken elastik
mikrofibriller vardir. Dermiste elastinin olgun formu dogum sonras: yaklagik 6 ay kadar
bulunmaz. Subkutis ise yine dogumdan 6 ay sonra ortaya ¢ikmaya baslar (2, 3, 4).



Deri ve Deri Greftleri

Insan derisi epidermis ve dermis olarak iki ayr1 yapidan olusmustur. Bu iki yapimn
koken aldigi embriyonik germ yapraklar: da farklidir. Epidermis ektoderm, dermis ise
mezoderm kokenlidir. Epidermis tiim deri kalinliginin yaklagik %5’ini yani yirmide

birini olugturur (5).

Epidermis:

Epidermis olduk¢a incedir ve kan damarlan igermez. Heniiz 12 haftalik bir
embriyoda diferansiye olur. Bu ince yapisina ragmen epidermis beg ayr1 tabakadan
olugsmaktadir. Bunlar igeriden digar1 dogru:

Stratum bazale

Stratum spinosum

Stratum graniilozum

Stratum lusidum

Stratum korneum olarak siralanirlar.

Bu hiicrelerin 15-30 giinliik bir siklusu olup yiizeye dogru ilerlerler ve dokiiliirler.
Epidermis en ince deri tabakasidir. Kalinlig1 g6z kapaklarinda 0,04 mm, avug i¢lerinde
1,6 mm kadardir. Epidermis en az dort hiicreden olugur. Bunlar en ¢oktan aza dogru

keratinositler, melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleridir (3).

Dermis:

Dermis ise epidermise oranla oldukga kalindir. Yiizeydeki papiller tabaka ile daha
derindeki retikiiler tabakadan olusur (6). Cok kath skuaméz bir epitelden olugur. Bazal
tabakadan baglayarak gelisir ve korneum tabakasindan atilir (3). Dermisteki temel
hiicre fibroblasttir. Fibroblastlar kollajen iiretirler. Dermisin biiyiik kismu tip 3
kollajenden olugmustur. Kollajen yalniz deride degil tiim viicutta bulunan tendon,
kemik, ligamentlerin yapisina giren protein yapidir. Viicutta kollajen yapimi ve yikimi
belli bir uyum iginde yapilir. Skleroderma, keloid ve hipertrofik skar gibi tablolarda bu
oran bozulmustur.

Fibroblast disginda makrofaj ve mast hiicreleri de dermisin ana hiicreleridir.
Makrofajlar genel temizleyici iken mast hiicreleri baslica tip 1 immun yanitta rol alirlar (2,

3, 4).




Keratinositler:

Skuaméz hiicre olarak da bilinir ve epidermisin ana hiicresidir. Ektodermal
orijinlidir ve iirettidi keratin proteini korneum tabakasinin ve aym zamanda kil ve
tirnagin ana maddesidir. Hiicre boliinmesi ile ikiye boliinen keratinositten birisi bazal
tabaka olarak kalirken digeri epidermisin {ist kismina ve &liime dogru yola ¢ikarak
ilerler. Bu yolculuk yaklagik 14 giin stirerken bu tabakadan atilmas: da 14 giin kadar
stirer. Toplam bir hiicrenin atilmasma kadar gegen siire ortalama 28 giindiir.

Keratinositler birbirlerine desmosomlarla baglidirlar (2, 3, 4).

Melanositler:

Melanozom denilen melanin pipmentlerini yapan hiicrelerdir. Noral yartktan
tiiremislerdir. Melanin pigmenti deri ve saglarin rengini verir ve ultraviyole 1ginlarinin
zararll etkilerine karsi koruyucudur. Melanositlerin bazal hiicrelere orami degisik
yerlerde farkli olmaktadir. Ornegin yanakta bu oran 1:4 iken alt ekstremitelerde 1:20
‘dir. Koyu renkli cildi olanlarda melanosit sentezi agik renkli olanlara oranla daha
coktur (2, 3, 4).

Langerhans Hiicreleri:

1860 yilinda heniiz tip fakiiltesi Ogrencisi olan Paul Langerhans tarafindan
kesfedilmis, ancak fonksiyonu son 30 yilda anlasilmaya baglamustir. Fonksiyonel
olarak langerhans hiicreleri monosit ve makrofaj gibi davramrlarken kemik iligi
orijinlidirler. Greft reddini indiikleyen hiicreler bunlar oldugu gibi kontakt duyarliliktan

da sorumludurlar (2, 3, 4).

Merkel Hiicreleri:

Epidermiste bulunur ve fonksiyonu tam bilinmemekle beraber cildin duyusunda
gérevli oldugu kabul edilmektedir. Bu hiicrelerden kaynaklanan ve genellikle giinesle
temasa baglanan tiimor olgulan bildirilmigtir (3, 7, 8).



Bazal Membran ve Dermo - epidermal Bilegke:

Epidermis ve dermisi birbirinden ayrran kompleks bir yapidir. Keratinositler
hemidesmosomlarla birbirine yapisir bu boliimde kollajen baglica tip 4 ve tip 7 olarak
bulunur. Epidermolizis  biilloza gibi bazi genetik hastaliklarda bu aradaki
hemidesmozomlarda defekt vardir. Bazal membran epidermis ve dermisi bir arada
tutmakla beraber siv1 ve hiicre gegisine izin verir.

Dermo epidermal bileske baslica 4 yapidan olusur:

Hemidesmosomlari i¢eren plaélna membrani
Lamina lucida
Basal lamina

Fibroz komponent (3, 4).

Epidermal Ekler:
eYag Bezleri: Viicutta yaygin olarak bulunurlar ancak avug ig¢i ve ayak

tabanlarinda bulunmazlar. Sekresyonlarim kil kékleri ile aym kanala drene ederler.

e Apokrin Bezler: Anogenital ve aksiller bélgede bulunurlar. Epidermisten tiirerler.

eEkrin Ter Bezleri: Mukozalar harig biitiin deride bulunurlar.

eKillar: Epidermal hiicrelerin dermis ve subkutan dokuya ilerlemesi ile olugurlar.

eTirnaklar: Olusumu killar ile aymdir. Ilerleyen bu epidermis tabakasi keratinize
bir hal alir (2).

Epidermis, dermis ve ekleri resim 1°de gosterilmistir.
Derinin Beslenmesi

Epidermiste kan damarlann yoktur. Bu bdlgenin beslenmesi diffiizyonla olur.
Dermiste ise kan damarlart mevcuttur. Bu damarlar;
Direkt kiitan6z
Muskulokiitan6z perforatorler ve
Fasyal arterler olarak ti¢ ayr1 sistemden gelir.
Biitiin bu arter ve ven sistemi derinin yiizeyel ve derin arter ve ven ag ile zengin bir

iligki kurarlar ve deriyi boylece beslerler (9).



Bunlardan derin olan yap1 epidermis ve dermisin arasinda ve subkutan dokuda
bulunur. Yiizeyel olam ise retikiiler dermisin yiizeyinde bulunur ve papiller dermisi
besler. Her bir vaskiiler halkanin bir arteryel bir de ven6z kolu bulunur. Dermisteki
kanlanma sinirli olup kapiller kan ag1 ¢ogunlukla aktif epidermisi ve onun eklerini
besler. Derinin kan akimi hipotalamusun kontroliindedir ve ylizeyel kapiller sisteme

gelen kan akiminin artirilmasi ya da azaltilmasiyla 1s1 regiilasyonu saglanir (2).

Derinin Lenfatik Dolasim

Derinin lenfatik dolagimi dermiste bulunan papiller tabaka ile kan damarlarina
parelel pleksuslar ile saglanir. Bir greft aktarimi sonras: lenfatik dolagim post
operatuar 4.- 5. giinde baglar. Lenfatik drenajin operasyon sonras1 6demi azaltmada
etkili oldugu disiiniilmektedir (9). Normal deride lenfatik drenaj sistemi gozle
goriilemez. Ancak bunlar retikiiler dermisten lokal lenf nodlarina kadar uzanan bir

yap1 olustururlar (3).
Derinin innervasyonu

Derinin innervasyonu yiizeydeki myelinsiz liflerle serbest reseptorler ve daha
derinde bulunan myelinli sinir lifleri araciligi ile saglamir. Basing, sicaklik, agr,
dokunma, kagint1 gibi 6zel duyular igin 6zellesmis duyusal lifler tasirlar.

Deri duyusu serbest sinir uglari, killa ilgili sinir uglar1 ve kapsiillii sinir uglar! olmak
lizere ii¢ ¢esit afferent reseptor igerir.

Serbest sinir uglarinin hem myelinli hem de myelinsiz tipleri mevcuttur. Ileti hizlan
yavagtir. Is1, kagint1 ve agrinin algilanmasim saglarlar.

Meissner ve Pacini  Kkorpiiskiilleri kapsiillii sinir sonlanmalar1 geklinde
Ozellesmiglerdir. Pacini cisimcikleri derin duyunun algilanmasindan ve titregimden
sorumludur, Palmar, plantar ve parmaklarin dorsal yiizii ile genital organlar civarinda
bulunur.

Meissner korpuskiilleri ise dokunmanin algilanmasini saglar. El, ayak, on kol
cildinde siklikla bulunurlar (2). Greft operasyonu sonrasi reinnervasyonun ise en erken
5 haftada, en ge¢ ise 2 yilda gelismesi beklenir. Bu siireden sonra reinnervasyon

beklenmemelidir (10).
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Tam kalinliktaki deri greftlerinde duyu hissi ince kalinliktakilere oranla ¢ok daha
iyi olmaktadir. Greftte myelinizasyon oldukg¢a yavas olmaktadir (9).

Otonom sinir sistemine ait postgangliyonik adrenerjik sinir lifleri vazokonst-
riiksiyonu, apokrin ter bezleri fonksiyonunu ve erektor pili kaslarinin caligmasini

diizenlemektedir (4).
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Deri Grefti Smiflandirmasi

Deri greftleri epidermisi mutlaka, dermisi ise kalinhiina gére belli oranda igerir.
Ince kalinlikta alinan deri greftleri dermisi az oranda igerirken, kalin alinan ya da tam
kalinlikta alinan greftler dermisi daha ¢ok oranda veya tamamen igerir. Kalinligina
goére deri greftleri ince kalinlikta ya da tam kalinhikta olarak iki ayri gruba ayrilir.

Alindig1 canliya gére ise soyle smmiflandirlir:

Otogreft : _ Greft aym kisiden alinip yine aym kisideki bir defekte

konulmustur.
Allogreft(Homogreft) : Aym tiirler arasinda ancak genetik yapisi farklt bireyler

arasinda aktarim yapilmaktadir. Iki ayn insan arasinda yapilan greft aktarimi gibi.

Heterogreft(Xenograft) : Farkli tiirler arasindaki bireyler arast yapilan greft

aktarimlart bu gruba girer. Maymundan insana yapilan aktarim gibi.

Izogreft :_Genetik yapisi es olan canlilar arsinda yapilan aktarimlardir.

Tek yumurta ikizleri buna iyi bir 6rnektir (6) (Tablo1).
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TABLO 1:
DERi GREFTLERI SINIFLANDIRMASI

VERICILERINE GORE DERI
GREFTI TURLERI

OTOGREFT.
ALLOGREFT(HOMOGREFT)
HETEROGREFT(XENOGRAFT)
IZOGREFT

W

KALINLIKLARINA GORE
DERI GREFTI TURLERI

1. Tam Kalinhkta

2. Kismi Kahnlikta
Ince Kahnhkta
Orta Kahnhkta
Kalin Kalinlikta

Tam Kalinhkta Deri Greftleri

Epidermisi ve dermisin tamamim igine alir. Ter ve yag bezleri, noral u¢ organlan
(Meisner Korpuskiilii, Merkel hiicreleri , Paccioni cisimcikleri gibi) ve kil folikiilleri
icermektedir. Tam kalinlikta alinan deri greftleri ne kadar kalin alimrsa o kadar ¢ok
dermal komponent i¢ermektedir. Tam kalinhikta deri greftleri travmalara daha
direnglidir, estetik agidan daha iyi bir gérliniime sahiptir, kontraksiyon daha azdir ve
daha iyi biiyiiyebilmektedir (12).
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Kismi Kahinlikta Deri Greftleri

Epidermisi mutlaka, dermisi ise kalinligina gore belli oranda igermektedir. Bu tiir
greftler igin belirli bir kalinlifa bagimli olmadan subjektif olarak kisiden kisiye
degisen ince, orta ve kalin kismi kalinlikta deri grefti olarak tice ayrilmaktadir. Tam
kalinlikta deri greftlerine oranla bunlarda yasayabilirlik daha yiiksektir, dondr alan
morbiditesi daha az olmakta, genis defektlerde ise file (mesh) greftle kapatabilme
imkam vermektedir (12). (Tablo 1)

Deri ve Allogreftin Onemi
Deri, dokunma duyusu ile bes duyu organindan birisi olarak gérev yapar.

Deri kaybina bagl viicudumuzda ortaya ¢ikabilecek problemleri séylece siralayabiliriz:

1. Sivi, elektrolit ve protein kaybina bagli sok ve metabolik bozukluk.

2. Mikroorganizmalarin invazyonuna bagli enfeksiyon ve sepsis ile hayat: tehdit eden

tablo.

3. Tasidig1 sinir uglannin agiga ¢ikmast ile agri ve siddetli agriya bagh goriilebilecek

agn soku.

4. Deri tarafindan értiilen alanlarin agikta kalmasina bagh dokularda bozukluk.

5. Epitelizasyonun yetersizligine bagh kotii skar olusumu ve kontraksiyon tablosu.

Viicutta olusan deri doku defekti bu nedenle en kisa zamanda kapatilmalidir. Deri
greftleri bu nedenle 6nemli bir yere sahiptir. Ozellikle genis yamkli hastalarda bu
zararlarin daha yiiksek oranda olusacagi ortadadir. Bu hastalar igin bir allogreft deri
bankasi kurulmas: akut dénemdeki tedavileri igin biiyiik bir agama olacaktir. Deri doku
defekti genig olan bu hastalara hemen yaralanma sonrasi konulacak allogreft ile bu zararlar
onlenmis olacak, imkan varsa Kkiiltiire epidermel otogreft i¢in vakit kazamilmig olacaktir.
Konulan allogreftin burada kalig siiresi igin kesin bir zaman verilememekle birlikte
alicinin yagiin geng olmasi ve genetik yapidaki benzerlik bu zamam uzatmaktadir (13).
Boyle bir bankanin deri vericileri 6ncelikle kadavralar olmalidir. Oliim sonrasi almnan
derilerin banka sartlarinda uzun siire saklanmasi imkam vardir. Bu siire yillarla ifade
edilebilir. Bondoc ve Burke isimli aragtiricilar allogreftleri kronik, atonik yaralarda da
kullanmiglar ve iyi sonuglar almiglardir (14). Yine Teepe ve arkadaglan da bu konuda
¢aligmalar yapmuslar ve kronik yaralara konulan allogreftin hastalarin yalmzca agrnisim
dindirmekle kalmadigini, aym zamanda graniilasyon dokusunu ve bazal membran tabakasi
olusumunu da hizlandirdigim gostermislerdir (15). Boylece allogreft derilerin kullanim

endikasyonlarina bir yenisini eklemiglerdir.
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Deri Grefti Nasil Tutar?
Bir deri greftinin tutmasi igin ii¢ asama mevcuttur:
Plazmatik Imbibition
Revaskiilarizasyon

Maturasyon
a-Plazmatik imbibition Dénemi:

Alman bir deri greftinde kanlanmanin bozulmasina bagl rengi soluklagir. Greftin
icindeki damarlar kontrakte olur ve eritrositlerle dolar. Greft, alttaki dokuya fibrin ile
yapigir. Fibrinojen, trombin, diger enzimler ve eksuda salinimi olur. Bu agamada deri
grefti ile alic1 alan arasindaki irtibat canli bir bag degildir. Diffuzyon ile alig veris olur.
Deri greftlerinin plasmatik imbibition doneminde yiiksek fibrinolitik aktivite nedeniyle
kaybedilebilmeleri nadirdir. Ancak siklikla streptokok ve psédomonas gibi ajanlara
bagl fibrinoliz nedeniyle greft kaybir goriilmektedir. Alttaki doku ile temas1 olmayan
deri greftleri viicut 1s1sinda saklansalar bile dort giinden sonra yasayamazlar.

Bir deri grefti alic1 alana yerlestirildikten sonra kapiller dolasimdan plazma absorbe
etmeye baglar. Greft, bu doénemde agirliginin %50’si kadar sivi absorbe eder. Bu,
ancak dolagimin yeniden saglanmasiyla ¢6ziiliir. Bu siirenin uzunlugu greftin tiiriine
bagldir. Ince kalinlikta olan greftler plazmatik imbibition dénemini tam kalinliktaki
deri greftlerine gore dabha iyi tolere ederler. Aym zamanda alici alanin durumu da
etkilidir. Zayif kanlanan bir alana konan deri grefti i¢in plasmatik imbibition siiresi de
daha uzun olacaktir (12, 16).

Transfer sonras1 greft hiicrelerinde anaerobik metabolizma baglamakta ve greft
dokusunun pH ‘s1 saatler iginde 6.8’e diigmektedir. Enzimatik aktivite greftin
yiizeyinden derine dogru azalmakta, ancak revaskiilarizasyon ile birlikte ise derinden
yiizeye dogru yeniden artmaktadir (12).
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b-Revaskiilarizasyon Dénemi

Greft konulduktan 48 saat sonra baglar. Bunun igin kabul gérmiis.{i¢ teori mevcuttur:
Bunlardan ilki ‘inoskiilasyon’ yani agizlasma teorisidir. Primer revaskiilarizasyon
olarak da bilinir. Buna gére alici alan ile greftin damarlar arasinda karsilikli ilerleyerek
agizlagma olmaktadir. Bu olay ikinci giinden sonra gerceklesir.

Sekonder revaskiilarizasyona gére ise alici yataktan yeni bir damarlanmanin greftin
icine dogru gelismesidir ki bu olay da ancak 4. ve 7. glinler arasinda gergeklesir (9).
Ugtincti teori her ikisini de kapsamaktadir. Smahel ve Zoltan (17) tarafindan
tammlanmig olup o©ncelikle inoskiilasyon, ardindan sekonder revaskiilarizasyonun
oldugunu iddia eder. Lenfatik dolagim ise genellikle arteryel dolasima parelel olmakta
ve daha ¢ok inoskiilasyon tarzinda olmaktadir (12).

c-Maturasyon Dénemi

Revaskiilarizasyon sonrasi greftte mitoz baglar 7 kat daha ince hale gelir (17). 10

giin sonra ise deskuamasyon olmakta ve normal kalinliga gelmektedir.

Deri Grefti Reddi

Deri greftlerinde red olayr immunolojik bir olay olup greftin tutmamasindan
farklidir. Endotel hiicresine karsi geligtirilmis antikor cevap ve bunun sonucunda
olusan olaylar dizisi greft reddinden sorumludur. Endotel harabiyetinin sonucu olarak
subendoteliyal kollajen agiga ¢ikar. Ardindan intrensek pihtilagma sistemi aktive olur.
Kompleman sistemi aktivasyonu ve trombosit kiimelesmeleri meydana gelir. Sitoliz
olusur ve konulan deri iskemi nedeniyle kaybedilir (16).

Hiicresel diizeyde bu olayin gergeklesmesi ise greft materyalindeki allojenik MHC
antijenlerinin anlasilmas: ile ¢oziilmiistiir. Efektér mekanizma bir takim maddelerin
salinmasi ile harekete gecer (18). Greft reddinden sorumlu temel uyaran donor tipi
intersitisyel dendritik hiicreler ya da donoriin antijenlerini karsilayan aliciya ait
dendritik hiicrelerdir. Ancak donor dendritik hiicreleri allogreft reddinden en g¢ok
sorumlu potent uyarandir (19). Bu, deri greftinden o bolgeyi drene eden lenf noduna

dogru hizla ilerler (20).
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Deride Langerhans hiicreleri ve T lenfositleri gibi immunolojik aktif hiicreler
¢ogunlukla epidermis yerlesimlidirler. Langerhans hiicrelerinin makrofaj benzeri olduklan

diistiniiliir ve bunlar deride antijen sunan temel hiicrelerdir (21).
Deri Greftleri Tarihgesi:

Deri grefti tanimina uyan ilk kayitlar yaklagik 3000 yi1l 6nce Hindular tarafindan
yapilmis olmakla beraber yayinlanan ilk ¢aligmalar 19. yiizyilin ilk yarisina aittir (22).

Elimizdeki ilk bilimsel yayin ise 1804 yilinda koyunlardan tam kalinlikta deri greftini
alarak bir saat kadar dis ortamda beklettikten sonra bagari ile uygulayan While Baronio’ya
aittir. O yillarda bu galigma klinik olarak uygulamaya girmemis, ancak 1872 yih
sonrasinda Reverdin, Ollier, Thiersch ve Wolfe’un bagarili klinik uygulamalan sonrasinda
ad1 anilir olmugtur. 1881 yilinda Girdner isimli aragtirict kadavra derisini homogreft olarak
insana nakletmis, ancak bu uygulama basarisiz olmugtur. Brewer ise 1882 yilinda
kadavradan ve ampute olan bir bacaktan amputasyondan 36 saat sonra deri grefti aldigim
yazmugstir (23).

Jonathan Warren ve Joseph Pancoast ise 1840 ve 1844 yillarinda koldan yiize tam
kalinlikta deri greftini bagariyla nakletmigler ancak bu olay Avrupa’da pek yanki
bulmamugtir. Reverdin 1869 yilinda basan ile yaptig1 deri nakillerini yayinlamis, ardindan
Londra’da Pollock grefti kronik yaralarda uygulamistir. Yine ayni yillarda Amerika’da ise
Hamilton Reverdin ekoliiniin takipgisi olmustur. Ancak Reverdin greftleri adacik tarzinda
koydugu i¢in hem skatrizasyon fazla olmakta idi, hem de eklem kontraktiirii gibi bir takim
komplikasyonlar sik goriilmekte idi. 1871 yilinda Fransiz Ollier bu tiir problemlerin
azaltilmas: igin greftin adaciklar halinde degil, miimkiin olan biiyiik bir par¢a halinde
alinmasi gerektigini vurgulamustir.

Thiersch 1874 yilinda Reverdin tarzi1 greftlemenin sorunlarim arastirmigtir. O’na gére
ince kalinliktaki greftlerin tutma ihtimali daha yiiksek olmakta, ayrica greftleme Oncesi
graniilasyon dokusunun temizlenmesi gerekmektedir. Bu goriiglerini 1886 yilinda Alman
Cerrahi Kongresinde sunmus ve bu prosediir giiniimiize kadar Thiersch greftleme olarak
gelmigtir. 1885 yilinda Von Eshmarc ve 1893 yilinda Krause tam kalinlikta deri grefti
operasyonlarini yayinlamiglardir .

20 ytizyilda ise greft konusunda biiylik yenilikler olmustur. Finochietto 1920 yilinda ilk
kez alinan greftin kalinligim 6lgen bir alet gelistirmigtir. 1930’larda Humby dermatomu ve

ardindan Padgett ile Reese dermatomu gelistirilmistir.
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Genis deri doku defektleri igin file (mesh) greft uygulamas: 6nerisi ise ilk kez 1930
yilinda Douglas tarafindan ortaya atilmustir. Bu yaklasim genis deri doku defektleri ve
yaniklar konusunda yeni bir yaklagim ortaya koymustur (12).

O’connor ve arkadaglar (1981) ise ileri teknoloji uygulamasinm temeli olan ilk basaril
kiiltiire epiteliyal otogreft vakasini yapan ekip olmustur (24). Ardindan dev neviislerde,
degloving tarzi yaralanmalarda, epidermolizis biillosa ve kronik deri tilserlerinde kullanilir

olmustur.
Deri Grefti Saklanmasi ve Yasayabilirligi Tarihcesi:

Bu konuda ilk ¢aligma 1903 yilinda Wentscher tarafindan yapilmistir. Wentscher, insan
derisini homogreft olarak  yedi giinliik ve ondért giinliik iki ayn saklama sonucunda
ikincisinden bagarihi sonuglar almistir (25). Carrel saklama solusyonu olarak bir gok
deneme sonrasinda vazelinin en iyi sonucu verdigini iddia etmigtir. Preserve deri
greftlerinin klinikte daha ¢ok yararh olabilecegini vurgulamustir (26). Kubanyi aldigi
otogreftleri hastamin kendi serumunda saklamugtir ve grefti aldiktan oniki giin sonra
uygulamugtir (27). Brown ve McDowell 1943 yilinda tam kalinlikta deri greftini otogreft
olarak buz kabi igerisinde 48 saat saklayarak bagarith bir sekilde uygulamiglardir. Bundan
bir y1l sonra ise Webster vakalarim sunmugtur (23).

Vanni 1950 yilinda domuz derisini 3 °C’de 2-7 giin kadar basan ile saklamisken tavsan
derisinde bu basariy1 yakalayamamustir (28). 1954°te ise Pepper tavsan derisini 0 °C’de beg
haftaya kadar saklamustir (29). Aym yil Skoog ise tam kalinlikta rat cildinin —3 °C’de tig
haftaya kadar canli kalabildigini gostermistir (30). Georgiade ve arkadaglar1 (31) aldiklan
deri greftini buzdolabinda 21 giin saklamiglar ve canlilifim géstermislerdir.

Dondurma yontemi ile deri greftini ilk kez saklayanlar ise Mider ve Morton olmugtur.
Bu aragtiricilar rat derisini —50 °C ile ~70 °C derece arasinda izotonik serum iginde
saklamiglardir. 1945°te Strumia ve Hodges aymi y6ntemle dondurarak deri saklamiglardir.
1952°de Billingham ve Medawar dondurma &ncesi ‘cryoprotectan’ ajan olarak %15°lik
gliserol ile cildi isleme tabi tutmuslardir (32). 1954’te Meedavar ve 1966’da Perry farkh
saklama tekniklerini yayinlamiglardir. 1964 yilinda ise Lehr ve arkadaslari dondurma

sonras1 bagarili bir deri otogreft transplantasyonu vakasini yayinlamiglardir (33).
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3. MATERYAL VE METOD
1. Bu ¢alismada yaslar1 25-35 arasinda degisen (ortalama yas 32) 16 erkek, 10 bayan

toplam 26 hastanin pannikiilektomi materyalleri steril sartlarda alnmigtir. Bunun igin
hastalarin onay1 alinmigtir. Greft donor alani bu nedenle hastalarin karin boélgesi olmustur.
Ozellikle estetik kaygilarla abdominal dermo lipektomi yapilan olgular galismaya dahil
edilmig olup bu hastalarin deriye ait ya da deriyi etkileyebilecek sistemik bir hastaligi
bulunmamaktaydi. Diyabet, malignite ya da immun sistemi etkileyebilecek bir patolojisi
olanlar da ¢alisma dist tutulmugtur. Belli bir yas grubundan hasta segilmesi ile de
standardizasyon saglanmigtir.  Yine bu hastalar ila¢g kullammi o6zellikle steroid ve
benzerleri agisindan sorgulanmigtir. Materyaller tam kalinlikta deri grefti olarak ortalama
1 cm? biiyiiklikte epidermis, dermis ve cilt alti dokulart igerecek sekilde alinmus olup,
epidermis ve dermis kalacak sekilde tiim cilt alti dokular uzaklastirilmigtir.

PBS (Seromed L, 1815) dolu tiiplerle labaratuvara teslim edilmistir. Bu amagla segilen
stvimin PBS olmasi bu mediumun yapisi ile ilgilidir. PBS, osmotik basinci ve pH’s1 dengeli
bir tagima mediumudur. Greftin ¢evre sartlarindan en az sekilde etkilenmesi amaciyla
hastalardan alinip labaratuvara + 4 C’ye konulmasina kadar gegen siirenin minimal
olmasina 6zen gosterilmigtir. Caligmalar laminar flow kabini altinda yapilmigtir. Boylece
de materyallerin ¢alisilan ortamla kontaminasyonu ya da enfeksiyon riski en aza indirilmis
olmaktadir.

2. Bu materyaller taze PBS ile yikandiktan sonra killar pens yardim ile alindi ve
%70’lik etil alkol ig¢ine 2-3 kez 10 saniye siire olacak sekilde daldirilip ¢ikarilarak
bakteriyel kontaminasyona karg1 temizlikleri yapildi.

3. Steril serum fizyolojik ile 3 dakika siire ile yikanip alkolden temizlendi.

4. Serum fizyolojik kontrol grubu olmak lizere Ham’s F-12 (Seromed, F 0813) ve DMEM
( Sigma, D 6546) solusyonlan {i¢ ayr1 saklama solusyonu olarak ¢alisildi. Her ii¢ gruptan
altigar adet ve iki numunedede greft alinir alinmaz ‘Kazanilan Hiicre Sayis1’ bakildig1 igin
toplam 20 numune kullanildi. Her bir materyalin i¢ine 36 ml’ye 1 cm? doku materyali
olacak sekilde dagitildi. Materyaller steril santrifiij tiipleri igerisinde kapagi sikica
kapatilarak +4 °C’de  bekletildi. 6 parga 12. ve 16. giinlerde mantar kiifii gozlemi

nedeniyle ¢aligmadan ¢ikarildi.
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5. Numuneler 21. giine kadar +4° C’ye sabitlenmis buzdolabina konuldu. Bu siire i¢inde
stirekli kontroller yapilarak herhangi bir sebeple buzdolabi 1s1snda degisiklik olup olmadig:
kontrol edildi.

6. 21. giiniin sonunda laminar flow kabini igerisinde petri disklere konulan deri biyopsileri
PBS ile yikand1 (Resim 2). Gozlemde deri numunelerinin édemli oldugu goriildii. Ancak
bu, hazirlanan saklama sivisi ile numune oranimin 1/20 olmasina baglandi. Caligmamizi
diger deri grefti saklanmasi galigmalarindan ayiran 6zelliklerinden birisi de numunelerin
saklama sivisi emdirilmig steril gazli bez icinde degil, saklama sivisinin igerisine direkt
olarak konularak yagayabilirligin gézlenmesi idi.

7. Daha 6nce yaptigimiz pilot ¢aligma ile Tripsin EDTA (Seromed, L 2143) kullanilarak
CO; ’li 37°C’deki inkiibator sartlarinda epidermis-dermis ayrigim zamani ortalama 105
dakika olarak belirlendi. Tripsin-EDTA bdyle bir fonksiyonu hiicreler arasi baglan ve
kalsiyum baglarim gevseterek saglar. Tripsin EDTA ile boyle bir dermo- epidermal
ayrigim saglayarak yalnizca epidermisi elde edip degerlendirmek amaciyla bu sartlarda her
numune ortalama 4 - 4,5 ml Tripsin EDTA solusyonu bulunduran petri kabinda bekletildi.
8. Deri materyalleri Tripsin EDTA enziminin etkisini durdurmak amaciyla fetal inek
serumu igeren ortama alindi. Cesitli oranlardaki derisimine bakilarak bu enzimin etkisinin
FBS’in hangi yiizde degerinde inhibe oldugu arastirildi. Bu amagla hazirlanan %15 FBS
( Seromed, S O113) derisimindeki ortam ile tripsin EDTA etkisine bagh hiicre lizisinin
olmadig1 gériildii ve bu deger iizerinden ¢alisildi. Pens ve penset yardimi ile epidermis
dermisten kenarlarindan baglayarak yavasca gekilerek ayrildi (Resim 3, 4).

9. Elde edilen epidermise iki bistiiri yardimi ile mekanik ayrigtirma yapildi (Resim 5).
Takiben 6-7 dakika steril serolojik pipet ile ajitasyon yapildi (Resim 6). Ajitasyon, hiicre
yigmlarimn pipet igerisine hizli bir sekilde ¢ekilip birakilmas: iglemidir. Boylece
homojenizasyon saglanmig oldu. Calijmamizda dermal hiicre bilesimi dikkate alinmamis
olup epidermal hiicreler gozoniinde tutulmustur. Dermal igerigin viabilitesinin
degerlendirilmesi ise buna uygulanacak islemlerin farkl: olmasi nedeniyle ayr1 bir ¢alisma
konusu olacak kadar genis bir konudur.

10. Kiiciik parcalara ayrilan epidermis manyetik karistiric: ile (Resim 7) 20-30 dakika
karigtirildi. Bu sayede hiicre yiginlan (Resim 8) tek tek olacak sekilde ayngtirilarak hiicre
slispansiyonu hazirlanm§ oldu. Bu iglem sterilize edilmis 6zel oktagonal bar (Resim 7)
(Sigma, 211,533-1) ile standartlara uygun siire ve hizda yapilmigtir. Oktagonal bar, hiicre
siispansiyonunu olugturan hiicre yiginlarmin tek tek hiicreler haline gelmesini

saglamaktadir.
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11. Hiicre siispansiyonunun viabilitesi 1:1 oranlarinda Trypan blue (Sigma, T 6146) boya
testi ile yapildi. Bu islem 6ncesi boya ve hiicre siispansiyonu karistirilmadan énce 37
0C’ye dengelenmis olmalidir. Homojenize edilmis stispansiyondan 10 pl alindi 10 pl
trypan blue ile kanistirildi. Boyamn niifuzu i¢in 2 dakika beklenildi. 5 dakikay:
geemeyecek sekilde sayim islemi bitirildi. Bu siirenin daha uzun siirmesi halinde boya
hiicrelere toksik etki yapacak, hiicreler dlecek, bu da yanlis sonuglar ¢ikmasina sebep
olacaktir. Sayim iglemi x100 biiyiitmeli 151k mikroskobunda gerceklestirildi. Boya alan
ve mavi renkli olarak gézlenen hiicreler ise 6lii hiicre olarak kabul edilmistir (Resim 9, 10,
11).

Membran hasar1 olan hiicreler gegirgen hale gelirler ve Trypan blue boyasim igine
alacaklar1 i¢in mavi renkte goriilleceklerdir. Hiicre membraninda %10 ve daha fazla kayip
varsa bu hiicre 6lii hiicre kabul edilir.

12. Makler sayim kamarasi ile hiicre sayis1 hesaplandi. Bu islem igin homojenize edilen
hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak toplam 10 kare sayilir, bu on kare mililitredeki
toplam hiicre sayisina egittir. Cap1 15 p’dan bityiik hiicreler mitotik yetenegi ¢ok zayif

kabul edildiginden galigma dig1 tutulmus ve sayisal degerlendirmeye alinmamigtir.
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4. BULGULAR

+4 °C’de saklanan deri greftleri 3 haftanin sonunda degerlendirildi. Birim alandaki
canl hiicre sayis1 (V: Viabilite) ve canli hiicrelerin digerlerine oram1 ( KHS: Kazanilan
Hiicre Sayisi) olarak iki ayn parametre seklinde degerler tablo haline getirildi (Tablo 3).
DMEM, Ham’s F-12 ve serum fizyolojik grubuna ait altigar adet olmak tizere toplam 18
adet deri grefti materyalinin yagayabilirligi degerlendirmeye alindi.

Kontrol grubu olmas: bakimindan materyal alinir alinmaz viabilite ve kazamlan hiicre
sayilarina bakild: (Tablo 2). iki ayr1 numunede ¢alisilan bu sonuglara gére viabilite oram
%97.,5 ve %98 bulundu. Kazanlan hiicre sayisi ise 3,8 milyon ve 3,4 milyon bulundu. Bu
degerler bizim i¢in ulagilmasi gereken optimum say1 olmakla beraber saklama sonrasi
hiicrelerde belli bir kayip olmas ise kaginilmazdir. Kazamlan hiicre sayis1 materyal metod
kisminda bahsi gegen tiim islemler yapildiktan sonra elde edilen hiicre siispansiyonunun
makler hiicre sayim kamarasina konulduktan sonra canli ya da cansiz goriilebilen biitlin
hiicrelerdir.

Sonuglar Kruskal-Wallis tek y6nlii varyans analizi ile degerlendirildi (34).

KHS anlamli ¢ikmadi. V ise ti¢ grup arasinda farkli bulundu. Anlamlilifin hangi
gruptan kaynaklandigini bulmak igin ikili gruplar aras1 Mann-Whitney U (Diizeltilmis Z
testi) testi yapildi. P degerlerinin yorumu i¢in Benferroni diizeltmesi yapildi (Tablo 4)
(35). Sonuglar tablo 5 ve tablo 6’da degerlendirilmigtir.

Izotonik serum ile DMEM ve izotonik serum ile Ham’s F-12 arasinda anlaml
farklilik oldugu, ancak DMEM ve Ham’s F-12 arasinda viabilite agisindan anlamli bir fark
olmamakla beraber Ham’s F-12 sivisinda saklanan numunelerde yiiksek ¢ikan viabilite
degerinin DMEM?’ den farkli olarak i¢erdigi L-Glutamik asitten kaynaklandig: diistiniildi.
Istatiksel olarak anlamli olan viabilite farkinin Klinik uygulamalara da yanstyacagi
ortadadir. Canl1 hiicre sayis1 daha yiiksek olan bir deri grefti numunesinin otogreft olarak
uygulanmasinda revaskiilarize olma sansinin daha yiiksek, allogreft olarak uygulanmasinda
da alic1 alanda daha uzun siire kalacag1 sonucuna varilabilir.

Kazanilan hiicre sayisinin serum fizyolojikte yiiksek ¢ikmasi baglangigta yamltici
olmakla birlikte bunun yalmzca mikroskobik inceleme sirasinda inceleme alanina giren
hiicre sayis1 oldugu ve canli hiicre anlamma gelmedigi unutulmamalidir. Ancak yine de
serum fizyolojikte saklanan hiicre siispansiyonunun incelemede nasil goriintiiye gok
distigii bilinmemektedir. Bu bulgularla izotonik serumun deri grefti saklanmasi

konusunda g6z ardi edilmemesi gereken alternatifleri oldugu gésterildi.
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TABLO 2:

MATERYALLER ALINIR ALINMAZ BAKILAN VIiABILITE VE KAZANILAN

HUCRE SAYISI DEGERLERI
SERUM FiZ.
vV KHS
N 98 3.8
N, 97,5 34
TABLO 3:

3. HAFTA SONUNDAKI VIABILITE DEGERLERI

SERUM Fiz. DMEM Ham’s F-12
o v KHS |V KHS V | KHS
N1 61 2,8 73 | 2,6 61 2,3
N: 66 2,8 69 | 2,0 86 1,8
N: 53 1,8 82 | 21 81 2,2
N 54 1,9 66 | 2,0 74 1,2
Ns 61 2,2 76 | 2,2 68 1,8
Ns 62 2,4 71 2,2 81 2,1
ORT | 595 | 23 (728 21 | 751 | 1,9

A% + Tripan blue boyasi ile boyandiktan sonra goriilen canlilik= Viabilite

KHS : 1 cm2 lik biyopsi alanindan elde edilen keratinosit sayis1. Burada sadece kiigiik

olan keratinositler sayildi. Biiyiikler korneum tabakasina ait olup fazla ige yaramayacagi

varsayilarak sayima dahil edilmedi = Kazanilan Hiicre Sayisi

N + Numune
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Sonuglar Kruskal-Wallis (KW) tek y6nlii varyans analizi ile degerlendirildi.

Vigin
Kruskal-Wallis : 7,93
P : 0,019
KHS i¢in
KW: 2,527
P : 0,283
TABLO 4:
MANN-WHITNEY U TESTI
Z P
SF-DMEM
2,81 0,015
SF-Ham’s
2,43 0,045
F-12
DMEM-
0,48 Anlaml Degil
Ham’s F-12
p>0,15
25 T, s R
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Resim 2. Epidermis ve
dermis ayrilmadan dnce
petri disk i¢erisinde
PBS ile yikama sonrasi
biyopsi drnekleri

Resim 5. Mekanik ayristirma sonrasi epidermis  Resim 6. Otomatik dispenser ile

parcalan pipeting asamasi
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Resim 7. Manyetik karistiricl icerisinde
epidermis parc¢alarimin hiicre

siispansiyonu haline gelme

asamasi

Resim 8. 'Clamp' olarak ifade edilen hiicre  Resim 9. Boyayt membrandan gegirmis

hiicre gruplari olii keratinosit. 200 FM biiyiitme

Resim 10-11. Boyayt membrandan gecirmemis canli keratinosit 200 FM biiyiitme
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VIABILITE

TABLO 5: 3. HAFTA SONUNDAKIi KAZANILAN HUCRE SAYILARI

KAZANILAN HUCRE SAYILARI

TABLO 6:

N4
NUMUNELER

3. HAFTA SONUNDAKI VIABILITE DEGERLERI

NUMUNELER

28

DISERUM FIZ, KHS
EDMEM KHS
OHam's F-12 KHS

@izotonik
| | mDMEM
| [OHAM'S F-12




5. TARTISMA VE SONUC

Deri grefti saklanmasi i¢in su an kabul gérmiis {i¢ ayn teknik mevcuttur:
1. +4°C’de serum fizyolojik ya da kiiltiir mediumu ile 1slatilmig gaz tamponda.
2. Gliserin ya da Dimetil siilfoksit i¢inde dondurarak.
3. Freeze-drying sonrasi oda sicakliginda bekletilerek.
Bunlar igerisinde +4 °C’de serum fizyolojik ile 1slatiimis gaz tampon iginde saklama en
pratigi ve en sik kullanilanidir (36). Belki de bunun en sik sebeplerinden birisi son iki
teknigin birinciye oranla daha pahali olmasidir. Saklama amaciyla kullamilan 1sinin +4 °C
olmasi bu 1st derecesinde doku metabolizmas: bazal diizeyde kalirken buz-kristal
formasyonuna karg1 hiperosmolar hasarin 6nlenmis olmasindandir (37).

Calismamizda saklama sivisinin hacmi 6zellikle yitksek tutuldu, ¢iinkii Matsuka ve
arkadaglann (36) saklama sivisimn hacmi arttikga canlilik siiresinin  uzadigim
gOstermiglerdir. Buna bagh olarak saklama sivist 36 ml. olarak belirlendi. Canlilik
oramimizdaki ylikseklik saklama sivimizin alinan greft materyalinin yaklasik 10-15 kat
olmasi ile agiklanabilir (36).

Matsuka, viabiliteyi daha da artiracagi diigiincesiyle kullandify saklama sivismm {i¢
glinde bir degistirmistir. Ancak bunun da kontaminasyon riskini artiracagi
unutulmamalidir. Bu nedenle galismada boyle bir uygulamaya gidilmemigtir.

“Trypan blue’ boyasi ile boyama teknigi ise hiicre yasayabilirligi ¢alismalan i¢in
kullanilabilen hiicre membraninin gegirgenligine dayal basit bir islemdir. Bu ¢aliymada
bu nedenle tercih edilmistir. Olen hiicreler hiicre zan biitiinliigiinii kaybeden hiicreler
oldugundan ‘Tripan blue’ boyasi ile mavi boyanan hiicreler olacaktir (38). Ancak hiicrenin
proliferasyonunu ve béliinmesini gésterme yetenegi yoktur (39).

Bir ¢ok ¢alismada saklanan deri greftinin viabilite ile degerlendirilmesi tartigilmgtir.
Greftin saklama sonras1 basarisinin ancak otogreft olarak uygulanmasi sonrast verecegi
sonuca bagli oldugunu iddia edenler olmugtur. Yine Matsuka ve arkadaglan saklanan
greftin viabilitesi ile klinik bagarisinin oldukga birbirine yakin oldugunu bildirmisler ve
bunu deneysel olarak ratlar iizerinde yaptiklan galigma ile gstermislerdir (36).

Bir derinin saklama sonrasi klinik olarak kullanilmasi i¢in maksimum siirenin 2-3 hafta
oldugu bildirilmigtir (40). Bu ¢alismada siireyi bu nedenle 3 hafta olarak belirledik. Ancak
saklanan greftin hiicre yasayabilirlifi bu calismada kriter olarak alinmigtir. Hiicre

yasayabilirligi saklanan deri greftinden faydalanma derecesinin degerlendirilmesinde iyi
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bir gosterge olarak kabul edilmistir (39). Buna ragmen daha uzun siire deri grefti
saklanmasinmi 6neren arastiricilar da (29) olmusgtur. 3 hafta saklama fikri ise Wentscher’den
Skoog’a kadar bir ¢ok aragtiric: tarafindan belirtilmigtir (36). +4 °C’de 3 haftay: gegen deri
saklamalarinda greftin viabilitesini siirdiirme sansi olduk¢a azalmaktadir, ¢iinkii epidermis
piknotik hale gelmekte, vaskiiler yapilar bozulmaktadir. Materyal alinmasindan sonra
buzdolabina konulana kadar gegen stire minimal olmalidir (38). Calismada buna dikkat
edilmistir.

+4 °C’de izotonik serum iginde deri grefti saklanmasinda 2 haftamin sonunda deri
grefti metabolizmasinin % 50 azaldig1 bulunmustur (41). Buradan yola ¢ikarak izotonik
serumun iyi bir saklama stvisi olmadig1 ve +4 °C’de uzun siireli saklamalarin  iyi sonug
vermeyebilecegi sOylenebilir.

Yine bizim ¢aligmamiza g¢ok benzer bir ¢aligma yapan Matsuka ve arkadaslan deri
greftini izotonik serum ile 1slatilmis tampon iginde saklamiglar ve 3 haftanin sonunda
hemen hemen sifira yakin bir viabilite bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda ise deri grefti
yiiksek voliimlii izotonik serumun i¢inde saklanmig ve belki de buna bagli olarak viabilite
literatlirdeki bu g¢aligmadan daha yiiksek bulunmustur. Greftin direkt olarak saklama
stvisinin i¢inde saklanmasi rehidrasyona neden olan bir uygulamadir. Bizim ¢alismamizda
izotonik serumda viabilitenin literatiire gére daha yiiksek bulunmasi bu uygulamaya bagh
olabilir. Ancak buna ragmen DMEM ve Ham’s F-12 sivilanindaki canlilik orani izotonik
serumdan daha yiiksek bulunmustur.

Saklama solusyonu olarak genis kabul gormiis ideal bir sivi yoktur. Bizim segtigimiz
DMEM ve Ham’s F-12 besleyici trofik mediumlar oldugundan izotonik seruma iistiinliige
sahiptir. Nitekim 1984°te Hurst ve arkadaslan besleyici doku kiiltiir mediumlarinn
izotonik seruma iistiinliigiinii gostermiglerdir (37). Bu mediumlar deri grefti i¢in gerekli
olan ortami ve hiicrelerin ihtiyaci olan maddeleri azami 6lgiide igermektedirler (TABLO 7,
8). Kiiltiir mediumlarn ile yapilan saklamada greftin kalitesinde bir degisiklik olmadig1 da
yine aynt arastiricilar tarafindan gosterilmistir (37).

Kiiltir mediumlarinda saklanan deri greftlerinde viabilitenin daha yiiksek bulunmug
olmas: arastiricilar1 bunun sebebini aramaya yoneltmistir. Buna yonelik ortaya atilan
diistincelerden birisi bunlarin genellikle glikoz icermeleridir (42). Bu dogru olsa da, yeterli
bir agiklama degildir. Glikoz bunlarin tasidigi maddelerden yalmzca birisidir. Bunun
disinda inorganik tuzlar, amino asitler ve vitaminleri de tasimaktadirlar. Bununla birlikte
tek basma bu diistince dogru kabul edilse bile bizim ¢alismamizla uyumlu

goriinmemektedir. Ciinkii Ham’s F-12 sivisindaki glikoz miktar1 DMEM sivisimn yaklagik
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dortte biridir ve ¢alismamizda istatiksel olarak anlamli bir fark olmasa da Ham’s F-12
stvisindaki viabilite kismen daha yiiksek bulunmugtur. Ayrica glikozun hiicre igine alimi
icin instilin gerekliligi bilinmektedir. Kiiltir mediumu igerisinde aerobik mi yoksa
anaerobik metabolizma mi siirdiiriildiigli tartisgmali bir konudur. Glikoz aerobik
metabolizma igin besleyicidir. Ham’s F-12°de DMEM’den farkl:i olarak L-Glutamin igerigi
genel olarak daha iyi bir destek saglamis olabilir (43, 44, 45).

Hira ve arkadaglan da deri greftlerini karbondioksitli ortamda saklamiglar ve greftteki
ATP ve glikoz diizeylerini daha yiiksek bulmuslardir (46). Bu da greftin bdyle bir ortamda
metabolizmasim yavaglattiini ve daha az enerji harcadigim diistindiirmiigtiir. Yine aym
aragtiricilar deri greftlerinin diisik ATP ve glikoz diizeylerinde bile canli kalabildigini
gostermiglerdir. Greftlerin metabolizmasini yavaglatmak yerine yasamasi igin gerekli
maddeleri igeren kiiltiir mediumlarinda saklanmasi daha uygun gibi gériinmektedir.

Greft saklanmasinda viabilite iyi bir gosterge olmasina ragmen baz aragtiricilar
dokudaki ATP ve glikoz diizeyi (40) ve saklama sivisindaki oksijen miktart ile deri
tarafindan bunun kullamlmast gibi farkli degerleri esas almuglardir (47). Kearney ve
arkadaglann  viabiliteyi ortamdaki tetrazolium rediiktaz enzimi diizeyini Olgerek
gostermiglerdir (48, 49). Klinik agidan da uygulanabilecek ve genis kabul gormiig
parametrenin hiicre membranimin saglamligi esasina dayali olan ¢alisma oldugunu
diistinmekteyiz (50).

Izotonik serum deri greftleri saklanmasinda genis bir kabul gérmiis ve uzun stire
cerrahlar tarafindan yaygin olarak kullamla gelmistir. Ancak Hurst ve arkadaslarinin
yaptign ¢alismada izotonik serum ile diger saklama ortamlan kargilastirilmig ve izotonik
serumun gerilerde kaldig1 vurgulanmugtir. Izotonik serum ile yapilan saklamada viabilite
stiresinin kisa oldugu, greftin 6demat6z ve dayamkliligimin azalmis oldugu bulunmustur.
Bu tarihten itibaren mevcut greft saklama solusyonlann konusunda biiylik gelismeler
olmustur ve alternatif saklama ortamlari aranmistir (40). Bizim caligmamizda serum
fizyolojige alternatif arayisimiz bu temel mantiga dayandirilmgtir.

Calismada saklanan deri greftlerinden alt1 tanesi mantar kontaminasyonuna ugradi. Bu
nedenle bunlar calisma dist tutuldu. Ancak g¢esitli arastiricilar tarafindan yapilan
calismalarda kontaminasyonun anlamli bir sonug farkina yol agmadig bildirilmistir: Titley
ve arkadaslar1 102 ince kalinlikta deri greftini bakteriyolojik agidan incelemisler ve anlamli
bir fark olmadigmmi vurgulamislardir (51). 10° organizma/g degerinin {izerinde
kontaminasyonu olan greft uygulamasmin iyi sonug¢ vermeyebilecegi belirtilerek

kontaminasyon ve etkileri konusunda kantitatif bir deger ortaya konulmustur ki klinik
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olarak son derece yararl1 bir bilgidir (52). Kontaminasyondan kaginmak amaciyla saklama
sivisina antibiyotik de eklenebilir (39). Ancak bo6yle yapmak yerine kontamine olan
numuneler ¢alisma dig1 tutulmustur.

Deri greftlerinin saklanmasi bir ¢ok amaca yonelik olabilmektedir. Bunlar arasinda
farkli bir yontem de kronik yaralarda allogreft olarak kullanmilmalanidir (53). Bondoc ve
Burke yaptiklar1 ¢aligmada atonik yaralarda yaraya bakteriyel invazyonu, yaradan su
kagigini, protein kaybini ve agriy1 6nlemek amaciyla allogreft olarak dondurulmus deriyi
kullanmigs ve bunlan yaymnlamiglardir (12). Yine bir bagka deneysel c¢alismada
domuzlardan alinan deri greftleri 16 °C’de saklanmus, 6 ay sonra bile biyolojik bir 6rtii
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (54). Bu c¢aliyjma deri greftlerinin saklanmasi
endikasyonlarina bir yenisini daha eklemekte ve belki de bir deri bankasi kurulmasini
giindeme getirmektedir. Yine aym sebeplerle Teepe ve arkadaglari kronik deri tilserlerinde
taze allogreftlerle kiiltiire allogreftleri karsilagtirmiglar ve kronik iilserasyonlar {izerindeki
etkilerinde fark bulamamuslardir (13).

Bununla birlikte genis deri doku defektleri i¢in allojenik deri grefti ile akut dénem
kapatma yerine ‘kiiltiire epidermal otogreft’ konulmas: alternatif olarak diistintilebilir.
Teorik olarak bu diisiince dogru kabul edilse bile allojenik deri grefti uygulamasinin 6nemi
degismemekte hatta daha da artmaktadir. Ciinkii 6zellikle %60’in {izerinde deri doku
defekti olan hastalar i¢in 6nerilen bu uygulama hem ucuz hem de elimizde aninda hazir
olmaktadir. Kiiltire epidermal greftin ekonomik agidan daha gok kiilfet getirmesinin
yaninda hazirlanmas: igin 3 hafta gibi bir siire gerektirmesi de allojenik deri grefti
ihtiyacim artirmaktadir (55, 56).

Allogreftlerin konulduklar yabanci organizma tizerine etki etmeyécekleri ve onlarin
biyolojik yapist ile uyumlu olmayacaklar1 ise dogru degildir. Nitekim Eisinger ve
arkadaslan kiiltiire allogreftlerin epidermal kaynakli faktorleri salgilayarak adeta biyolojik
bir membran gibi davrandiklanim gostermislerdir (57). Bu faktorler yara kenarindan
salgilanan keratinosit proliferasyonunu ile migrasyonunu ve epidermal eklerin yapimim
indiiklemekte, kollajen kontraksiyonun ise azaltmaktadir. Dahasi klinik ¢aligmalarda
kiiltiire allogreftlerin kronik tlserli hastalarda yara iyilesmesini  hzlandirdigs
bildirilmektedir (58, 59).

Backere saklama solusyonu olarak gliserolii ¢énererek Avrupa deri bankasi teklifini
ortaya atmistir. Bu ¢alismanin temelini 1984°te Alman Ulusal Deri Bankasi’nin deri grefti
saklanmasinda gliserolii kullanarak basarili sonuglar almasi olusturmustur (60). Deri grefti

saklanmasinin yayginlig1 ve gordiigii kabul agisindan son derece degerli olan bu galigma
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yanilk merkezi olmaya aday merkezler igin de deri bankasi Onerisini giindeme
getirmektedir.

Deri grefti saklanmasinda cryoprotectan ajan olarak degisik maddeler denenmistir.
Ancak bunlarn en ilginglerinden birisi de saklama solusyonu olarak balin kullamilmasidir.
Subrahmanyam +4 OC’de 12 haftaya kadar greftin canli olarak kalabildigini klinik ¢alisma
ile gostermistir (61).

Yukna freeze dried otojen deri greftlerini mukogingival defektlerde kullanmig ve
normal otojen greftlerle farkli bulmamigtir (62). Bu ¢alisma ‘Saklanan deri greftlerinin
yagayabilirligi histolojik olarak gosterilse bile klinik bagar i¢in 6l¢ii olabilir mi?” sorusuna
da cevap niteligindedir. Ustelik galisma a1z igi gibi greft stabilitesinin zor saglandig: bir
ortamda gergeklestirilmigtir. Buradan yola ¢ikarak ekstraoral dokularda boyle bir
¢alismamn sonuglarinin ¢ok daha iyi olacag: diistiniilebilir.

Burke 1978 yilinda yaptig: bir klinik ¢alijmaya dayanarak dondurulmus ya da banka
greftlerinden oto ya da allogreft olarak kuilanilanlarin sonuglarimin yine aym greftlerden
taze olarak elde edilenlerden ¢ok farkli olmadigini iddia etmigtir. Yine bu galigma ile banka
grefti ile taze otogreft arasinda bir karsilastirma yapilmis olmaktadir (63). Burke’un
arastirmasi deri grefti saklanmasina soguk bakan aragtiricilar i¢in hem de klinik olarak iyi
sonuglar vererek kullanilabilirligini ortaya koymaktadir.

Insan derisinin viabilitesi domuz, tavsan, kopek, rat ve fare ile kargilagtirilmis ve insan
cildinin ¢ok az farkli olmak iizere tavsan cildinde yasayabilirlifin en iyi oldugu
bulunmustur. Ancak 20 giine kadar olan yasayabilirlikte ikisi arasinda fark bulunmamagtir
(64).

Deri grefti saklanmasinda gok farkh ortamlar kullanilmigtir. Shepard ise yaptif
calismada ince kalinlikta deri greftlerini kendi donor alanlarinda saklamay: planlamis ve
ortalama 14 giine kadar saklamisgtir (65).

Allogreft olarak derinin kullamilmasi iyi gdsterilmis olsa bile klinikte doku reddi
acisindan ne sdylenebilir? Bizim g¢aligmamiz klinik bir ¢aliyma olmadigindan béyle bir
soruya cevap aranmamigtir. Ancak, bu konuda literatiirde verilmis bir rakam yoktur,
bununla birlikte Teepe (13) ve arkadaglarimin ¢aligmasinda akut rejeksiyon goriilmemis,
hatta immunsupressif tedavi alan bir hastada allogreft 3 ay kadar yasatilmugtir. Bu siirenin
uzamasi yanikli bir hasta i¢in metabolik tablosunun diizelmesine yardime: olacak, kronik
yarasi olan birisi i¢in ise yara iyilesmesini hizlandiracaktr.

Dokularin saklanmasi, depolanmasi yalnizca deri igin degil diger organlar i¢in de

onemlidir. Ciinkii boylece iskemi ve nekroz ihtimali azalmakta ve replantasyon sonrast o
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organin yasama sansi artmaktadir (66). Ampute oimus doku ve organlarin uygun
sartlarda saklanmasinin ve taginmasinin $nemi bir ¢ok ¢aligmada vurgulanmis ve deneysel
caligmalarla gosterilmistir (67).
Wandall’in yaptig: bir ¢aligmada deuterated mediumda deri grefti saklanmis ve bunun

viabiliteyi artirmadigt gosterilmistir (68).

Caligmanin 6nemi soyle siralanabilir:

Greft kalite kontrolii ve alic1 tarafindan beklenen kabul oram ile saklama solusyonu
kalitesini ortaya koyacak teknik basariyla ¢calistirlmistir.
“Viabilite’ nin bu parametreler igin gegerli bir parametre oldugu goriisii dogrulanmis oldu.
Bunun yaninda greft saklanmasinda uygun sivinin bulunmasi allogreft saklama
¢alismalarina imkan tanimis oldu.

Diger ¢aligmalara gore bir yenilik olarak, toplam hiicre sayis1 giindeme gelmis oldu.
Birim alan yaraya gelen keratinosit sayis1 ve bunun yara iyilesmesine etkisi glindeme
gelmis oldu. Bir ileri teknoloji uygulamasi olan epidermal hiicre kiiltiir grefti ¢aligmasinin

ilk basamaklar1 bagariyla uygulanmigtir.
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Tablo 7:
DMEM IiCERIGI (43, 44, 45, 69)

KOMPONENT

INORGANIK TUZLAR

Kalsiyum Klorid-2H,0

Ferric Nitrat-9H,0

Magneyum Sulfat (anhydrous)

Potasyum Klorid

Sodyum Bikarbonat

Sodyum Klorid

Sodium Fosfat Monobasik
(anhydrous)

AMINO ASITLER

L-Arjinin-HCl

L-Sistin-2HCl

Glisin

L-Histidin-HCI-H,O

L-Izol6sin

L-L6sin

L-Lizin-HCI

L-Metionin

L-Fenilalanin

L-Serin

L-Treonin

L-Triptofan

L-Tirozin-2Na-2H,0

L-Valin

VITAMINLER

Kolin Klorid

Folik Asid

myo-Inozitol

Niasinamid

D-Pantotenik Asit (hemicalcium)

Piridoksal-HCI

Piridoksin-HCl

Riboflavin

Tiamin-HCl

DIGERLERI

D-Glikoz

HEPES

Fenol kirmizisi-Na

Piruvik Asit-Na

D 6546
g/L

0,265
0,0001
0,09767
0,4

3,7

6,4

0,109

0,084
0,0626
0,03
0,042
0,105
0,105
0,146
0,03
0,066
0,042
0,095
0,016
0,10379
0,094

0,004
0,004
0,0072
0,004
0,004

0,004
0,0004
0,004
4,5

0,015
0,11
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Tablo 8:
Ham’s F-12 ICERIGI (70, 71)

N6760
(F-12)

KOMPONENTLER gil,
INORGANIK TUZLAR

Kalsyium Klorid.2H50 0,0441
Cupric Sulfate.5Hyo 0,0000025
Ferrous Sulfate.7HyO 0,000834
Magnezyum Klorid.6H20 0,123
Magnezyum Sulfat (anhydrous) -
Potasyum Klorid 0,224
Potasyum Fosfat Monobasik (anhydrous) -
Sodyum Klorid 7,599
Sodyum Fosfat Dibasic (anhydrous) 0,14204
Cinko Sulfat.7H>O 0,000863
AMINO ASITLER

L-Alanin 0,009
L-Arjinin. HC] 0,211
L-Asparajin.HyO 0,01501
L-Aspartik Asit 0,0133
L-Sistein. HCI~HO 0,035
L-Glutamik Asid 0,0147
L-Glutamin 0,146
Glisin 0,00751
L.Histidine.Hcl.Hpo 0,02096
L-Izolosin 0,00394
L-Losin 0,0131
L-Lizin.HCI 0,0365
L-Metionin 0,00448
L-Fenilalanine 0,00496
L-Prolin 0,0345
L-Serin 0,0105
L-Treonin 0,0119
L-Tryptofan 0,00204
L-Tirozin.2Na.2HpO 0,00778
L-Valin 0,0117
VITAMINLER

D-Biotin 0,0000073
Kolin Klorid 0,01396
Folik Asit 0,00132

myo-Inozitol 0,018
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Niasinamid

D-Pantotenik Asit (hemicatcium)
Piridoksin.HCI

Riboflavin

Tiamin.HCI

Vitamin B-12

37

0,000037
0,00048
0,000062
0,000038
0,00034
0,00136



6. OZET

DMEM VE HAM’S F-12 SIVILARI iLE ILE DERi GREFTI
YASAYABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Klasik bir bilgi olarak deri greftleri izotonik serum iginde saklanmakta ve gerek
otogreft, gerekse allogreft olarak kullamlabilmektedir. Saklanan bu greftlerin hiicre
yasayabilirliginin maksimum diizeyde tutulmasi klinik basariy1 artiracaktir. Ayrica greft
total keratinosit sayisin1 giindeme getirerek 6nemli bir parametre galisildl. Yaglari 25-35
arasinda defisen 26 hastaya ait panniikiilektomi materyalleri steril sartlarda elde
edilmigtir. 6 materyal mantar kontaminasyonu sebebiyle ¢aligmaya dahil edilmedi. 36
ml’ye bir (1) em?® parga gelecek sekilde ve DMEM, Ham’s F-12 solusyonlar: iginde +4
°C’ye sabitlenmis buzdolabina konularak 3 hafta saklanmigtir. DMEM ve Ham’s F-12
solusyonlar1 dokular i¢in besleyici Ozellige sahip sivilardir. Bu siirenin sonunda
materyaller PBS ile yikanarak Tripsin EDTA ile muamele edildi. Epidermis dermisten
ayrilarak manyetik kangtiric1 ile kanigtinldi. Bu siispansiyona tripan blue boyas: ile
viabilite testi yapildi.

DMEM ve Ham’s F-12 ile elde edilen sonuglar birbirine yakin ancak izotonik seruma
gore oldukga yiiksek bulunmustur. Bu ¢aligma ile allogreft ve oto greft saklanmasinda

viabilitenin yeri oldugu ve bagarili olarak kullamlabilecegi gosterilmis oldu.
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7. SUMMARY

INVESTIGATION OF THE SKIN GRAFT VIABILITY WITH
THE DMEM AND HAM’S F-12 FLUIDS

Storage of the skin graft in serum physiologic is an routine application and these grafts
may be used as an otograft or allograft. Better clinical results can be obtained by having
maximum viability levels of the skin grafts. In this study graft keratinocytes quantity was
emphasized that is an important parameter for the storage. Skin grafts were prepared from
panniculectomi materials of 26 patients which were between 25-35 years old under steril
conditions. Six (6) samples were excepted from the study because of fungal contamination.
Each 1 cm? skin grafts put into 36 ml. DMEM and Ham’s F-12 mediums and preserved at
+4 °C for 3 weeks. DMEM and Ham’s F-12 fluids are nutrient mediums for the tissues.
After 3 weeks storage period the skin grafts washed with PBS and transfered to Tripsin
EDTA. Epidermis was separeted from dermis by mechanically and homogenized with
magnetic mixer. Viability was measured after trypan blue application to the samples.

The results of the viability which was obtained with DMEM and Ham’s F-12 were
almost the same but both were better than serum physiologic. This study indicated that
viability assesment is an important part for the storage of the skin otograft and allograft

and may be applicated successfully.
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