DOI: 10.4274/tj0.42.66375 Ozgiin Aragtirma / Original Article

Limbal Kok Hiicre Yetmezliginde Kiiltiire Edilmig Limbal
Epitel Hiicreleri ile Okiiler Yiizey Rekonstriiksiyonunun
Bir Yillik Sonuglari

Ocular Surface Reconstruction with Cultivated Limbal Epithelial Cells in
Limpal Stem Cell Deficiency: One-year Follow-up Results

Ismet Durak, Ozlem Barut Selver*, Esra Erdal**, Imge Kunter®*, Zeynep Ozbek Soylemezoglu,
Jose Mario Wolosin***

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Goz Hastaliklart Anabilim Dali [zmir, Tiirkiye

#Buca Seyfi Demirsoy Devlet Hastanesi, Goz Hastaliklar1 Birimi, Izmir, Tiirkiye

#*Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Izmir, Tiirkiye

##¥*Mount Sinai Tip Fakiiltesi, Goz Hastaliklart Anabilim Dali ve Black Family Kék Hiicre Enstitiisti, New York, Amerika Birlegik Devletleri

Ozet

Amag: Tek tarafli limbal kok hiicre yetmezliginin (LKHY) tedavisinde, kiiltiire edilmis limbal epitel hiicreleri (KLEH) ile okiiler yiizey
rekonstriiksiyonunun, bir yillik sonuglarinin degerlendirilmesi.

Gerec ve Yontem: Tek tarafli LKHY tedavisinde, KLEH ile okiiler yiizey rekonstriiksiyonu uygulanan 5 hastanin bir yillik sonuglart
degerlendirildi. Bu degerlendirmede baslica parametreler gérme keskinligi, okiiler yiizeyin floressein ile boyanmast, korneal vaskiilarizasyon ve
biyomikroskopta epitelin goriintimii idi.

Biyopsi ve Laboratuvar teknigi: Unilateral LKHY hastalarinin, saflam gozlerinin {ist limbuslarindan 1,5 mm uzunlugunda limbal biyopsi
alindiktan sonra iki egit pargaya ayrilarak amniyotik membran ve insertlere ekildi. 14 giinliik kiiltiir sonras: yaklagtk 20 mm boyutlarina gelen
epitel, amniyotik membran ile direkt, insertteki ise altindaki materyalden serbestlestirilerek kullanildi.

Cerrahi teknik: LKHY olan gozlerde, semblefaron ve pannus dokulari temizlendi. Yiizeyel keratektomi yapildiktan sonra KLEH iceren
amniyotik membran epitel yukarida olarak 10-0 monoflaman nylon siitiir ile konjunktivaya 360 derece siitiire edildi. Uzerine insert iizerinde
kiiltiire edilmig ve ardindan serbestlestirilmis epitel tabakas: yerlestirildi. En iiste ise koruyucu amagli olarak tek katli amniyotik membran
konuldu ve konjunktivaya 360 derece siitiire edildi.

Sonuclar: Hastalarin yas ortalamast 44,4 yil (14-71) idi. Hastalarin tiimiinde LKHY nin nedeni alkali yanig1yd: ve semptomlarin siiresi
ortalama 10 (2-18) yildi. Ameliyat 6ncesi gorme keskinliZi 3 hastada igik hissi, 1 hastada 50 cm’den parmak sayma, 1 hastada ise 0,3
diizeyindeydi. Ortalama 12,6 (12-12,5) aylik izlem sonunda tiim hastalarda gérme diizeyleri artt1 ve gormeler 3 metreden parmak sayma
ile 0,6 arasindaydi. Postoperatif dénemde, bir hastada iki amniyotik membran tabakast arasinda gegici hemoraji gozlendi. Ug hastada
periferal korneal vaskiilarizasyon gelisti, 1 hastada ise parasantrale kadar uzandu.

Tartisma: Unilateral LKHY tedavisinde, KLEH ile okiiler yiizey rekonstriiksiyonu tedavisi orta-uzun dénemde giivenli ve etkili bir
yontemdir. (Turk J Ophthalmol 2012; 42: 172-6)

Anahtar Kelimeler: Kornea, limbal kok hiicre yetmezligi, kiiltiire edilmis limbal epitel hiicre transplantasyonu, korneal vaskiilarizasyon

Summary

Purpose: To evaluate the 1-year follow-up results of cultivated limbal epithelial cell (CLEC) transplantation in unilateral limbal stem cell
deficiency (LSCD).

Material and Method: One-year follow-up results of five unilateral LSCD patients who had undergone CLEC transplantation wete evaluated.
Parameters for this evaluation were: fluorescein staining of ocular surface, corneal vascularization and status of epithelium with slit lamp, and visual
acuity. 1.5-mm limbal biopsy was performed from the superior limbus of the healthy eyes, broke into two equal pieces, expanded on human
amniotic membrane (hAM) and inserts for 14 days until getting 20 mm in size. CLECs on hAMs were used directly, and cells on inserts were used
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after detachment procedure. The symblepharon and pannus tissues were removed, supetficial keratectomy was performed. CLEC on hAMs were transplanted with the
epithelial side up onto the bare corneal stroma, sutured to the conjunctiva with 10-0 nylon sutures. Free CLEC layer from insert was placed on hAM as a second layer,

additional hAM was used as a protective layer all over other tissues.

Results: Median age was 44.4 years (14-71). The etiology was chemical burn in all patients. Median duration of symptoms was 10 years (2-18), median
follow-up period was 12.6 (12-12.5) months. Preoperative best corrected visual acuities (BCVA) were light perception in three patients, counting fingers at
50 cm in one patient and 3/10 in one patient. Visions were improved in all patients. Postoperative BCVA 12 months after the surgery were between counting
fingers at 3 meters to 6/10. There was a temporary hemorrhage between the two layers of hAMs in one patient at the early postoperative period. Peripheral
corneal vascularization has occurred in three patients, in patient corneal vascularization has reached to the paracentral area.

Discussion: CLEC transplantation is an efficient treatment option for unilateral LSCD in mid-long term. (Turk J Ophthalmol 2012; 42: 172-6)

Key Words: Cornea, limbal stem cell deficiency, cultivated limbal epithelial cell transplantation, corneal vascularization

Giris

Limbal kok hiicre yetmezligi (LKHY) korneal epitelizasyon
zorlugu, kalici epitel defekti, korneal vaskiilarizasyon ve korneanin
konjunktivalizasyonu ile karakterize karmagik bir okiiler
patalojidir.] Bu hastaligin etyolojisinde kimyasal ve termal
yaniklar, Stevens-Johnson sendromu, okiiler skatrisyel
pemphigoid, travma, aniridi, ektodermal displazi ve iatrojenik
sebepler gibi birincil ve ikincil nedenler yer almaktadir.2

LKHY yiizey

rekonstriiksiyonu, otolog veya allojenik limbal doku nakli ve

tedavisinde, amniyotik membran ile
keratoplasti gibi birgok tedavi yaklagimi mevcuttur.3 Bu tedavi
seceneklerinden limbal doku nakli, hem akut hem de kronik
LKHY tedavisinde, digerleriyle kargilagtirildiginda daha bagarili
klinik sonuglara sahiptir.4.5 Limbal doku naklinde, hastanin diger
goziinden veya akrabalarinin bir goziinden 120 derece veya 180
derece (2 tane 90 derece) limbal doku alinmas: gerekmektedir. Bu
kadar genis limbal alanlarin nakledilmesi, uzun dénemde verici
gozlerde LKHY olusturmast riskine sahiptir. Bu risk, 6zellikle tek
tarafli vakalarda daha da 6nem tagimaktadir.6 Ayrica limbal
otogreft bagarisiz olursa hastanin saglam goziinden veya ayni
akrabanin ayni géziinden tekrar limbal doku alinmasi miimkiin
degildir. Allogreft nakillerinde, korneada bol miktarda mevcut
olan Langerhans hiicrelerinden kaynaklanan yiiksek immunolojik
uyari, greft reddine ve LKHY nin tekrar ortaya ¢itkmasina neden
olabilmektedir.”
kadavradan alinsin, allogreft limbal nakil sonras: hastalar uzun siire

Ayrica ister hasta yakinlarindan isterse

ciddi immiinsiipresif tedavi almak zorunda kalmaktaditlar.

Giiniimiizde ise LKHY tedavisinde, ¢ok kii¢iik bir limbal
doku kullanilarak, hem verici gézde LKHY olugma riskini ¢ok
azaltan hem de geretifinde tekrarlama olasiligi bulunan ayrica
immunsupresyon gerektirmeyen kiiltiire edilmis limbal epitel
hiicre (KLEH) nakli umut veren bir tedavi secenegidir. Bu
yontemde 1x1 mm limbal biyopsi dokusu in vitro kosullarda
cogaltilarak hasta gize nakledilmektedir.8-11 Bu yontemle limbal
kok hiicre yetmezliginde basari oldukga artmistir. Schgwan ve ark
bagari oranint %73 olarak bildirmiglerdir.12

Biz de bu ¢aligmada bildigimize gore Tiirkiye'de ilk kez
yapilan, alkali yaniga bagli gelisen limbal kok hiicre
yetmezliginde, KLEH transplantasyonu ile okiiler yiizey
rekonstriiksiyonunun 1 yillik sonuglarini  degerlendirmeyi
amaglamaktayiz.

Gerec ve Yontem

Tek tarafli LKHY KLEH ile
yiizey rekonstritksiyonu yapilan 5  hastanin
kayitlart degerlendirildi. LKHY tanisi,
konjunktivalizasyon, inflamasyon, inatct korneal epitel defekti,

okiiler
medikal
kornea iizerinde

nedeniyle

Vogt palizadlari kaybi ve hasta hikayesine dayanarak klinik olarak
konuldu.
bilgilendirildi ve yazili onam alindi. Tiim hastalara hem insan

Hastalar yapilacak cerrahi islem konusunda
amniyotik membrani (IAM) hem de insert iizerinde biiyiitiilen
KLEH transplantasyonu uygulandi.

Steril kogullar altinda, topikal anestezi egliginde, tek tarafli
LKHY olan hastalarin saglam goz superior limbuslarindan 1,5
mm uzunlugunda limbal biyopsi alindi (Resim 1). Limbal biyopsi
alinan saglam gozlerde, postoperatif olarak antibiyotik damla
kullanildi. Biyopsi sonrast saglam gozler, birinci ve 15. giinlerde
dondr dokunun iyilesmesini kayit altina almak i¢in fotografland.

Laboratuvar Teknigi

HIV ve hepatit gibi bulagici hastaliklar agisindan seronegatif
olan goniillii sezeryan vakalarindan alinan TAM, hastanemiz géz
bankasinda hazirlanarak sakland: ve tagtyici bir membran olarak
kullaniddi. Kullanim 6ncesi %0,1 steril EDTA soliisyonu ile 60
dakika muamele edildikten sonra epiteli mekanik olarak kazilarak
nazikge uzaklagtirild.

Tek tarafli LKHY olan hastalarin saglam gozlerinden alinan
limbal biyopsiler, Optisol-GS (Chiron Intraoptics, Irvine, CA)
soliisyonu igerisinde kiiltiir laboratuvarina tagindi.

Biyopsi dokulart iki egit pargaya ayrilarak amniyotik membran
ve 6 kuyulu hiicre kiiltiirii kabina uygun motilite insertlerine
ekildi (Resim 2). Insan zenginlestirilmis epitel ortami
(DMEM/F12, 5 % FBS, 10 ng/ml epidermal biiyiime faktorii,
%0,5 dimetil siilfksit, 10 ng/mL kolera toksini A) icerisinde, %5
CO2 inkiibatoriinde 37”de 14 giin kiiltiire edildi. Bu siire
boyunca KLEH’lerin kiiltiir ortamlari giin agiri degistirildi.
Baglangi hiicre biiyiimeleri, inkiibasyondan 48 saat sonra gozlendi
ve kayit altina alindi (Resim 3).

Ameliyattan hemen 6nce, insert {izerinde biiyiiyen tek katli
KLEH tabakas: dispaz ile insertten serbestlestirildi ve ameliyatta
kullanilmak {izere Amniyotik membran tizerinde biiyiitiilen
KLEH ile beraber ameliyathaneye nakledildi.

Cerrahi Teknik

Genel anestezi altinda, steril sartlarda, semblefaron ve pannus
dokulart temizlendi ve yiizeyel keratektomi yapildi. 20 mm
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capindaki amniyotik membran iizerinde tek sira halinde
biiyiitilen KLEH, 10,0 monoflaman ile konjunktivaya, epitel
tarafi yukarida olacak sekilde 3600 siitiire edildi (Resim 4). Insert
tizerinde biiyiiyen tek katli KLEH tabakasi ise dispaz ile insertten
serbestlestirildi ve ikinci kat olarak kornea iizerine konuldu.
Hepsinin tizerine ise, tek katli amniyotik membran koruyucu
amagla konuldu ve konjunktivaya cepecevre siitiire edildi (Sekil 1).

Postoperatif Takip

Postoperatif dénemde topikal antibiyotik, steroid, siklosporin,
otolog serum ve yapay gozyast kullanildi. Hastalar, operasyondan
sonra ilk 5 giin giinliik, ilk ay haftalik ve ilk aydan sonra iki ay
boyunca iki haftada bir ve sonrasinda aylik olarak degerlendirildi.
Klinik olarak gerektiginde izlem sayisi arttirildi. Naylon siittitler
gevsedikge, topikal anestezi altinda alind1. Izlem sirasinda, kornea
lizerine vaskiilarizasyon gelismeye bagladiginda subkonjunktival
2,5 mg (0,1 ml) ve/veya topikal bevacizumab 10 mg/ml (Altuzan-

KLEH nakli

Limbal biyopsi alimi

Limbal biyopsi kiiltiirii

Sekil 1. Kiiltiire edilmig limbal epitel hiicre nakli: Saglam gozden limbal biy-
opsi alinir, kiiltiir ortaminda amniyotik membran iizerinde biiyiitiiliir ve hasta
goze nakledilir

Resim 1. Saglam goz superior limbuslarindan 1,5 mm uzunlugunda alinan
limbal biyopsiden 1. hafta sonraki goriiniimii

Resim 2. Biyopsi dokularinin ekimi i¢in amniyotik membran hazirlanmas:
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Roche) kullanild: ve gerektiginde tekrarlandi. Tiim hastalarda
gorme keskinligi ve okiiler yiizeyin durumu degerlendirilerek
kaydedildi. Okiiler yiizeyin floressein ile boyanmasi, korneal
vaskiilarizasyon ve biyomikroskopta
degerlendirildi. Hastalar, ameliyat dncesi ve sonrast yanma, batma
ve yabanci cisim hissi gibi okiiler yiizey irritasyon bulgular
agisindan sorgulandi, tiim kontrol muayenelerinde fotograflar:
cekildi ve kaydedildi (Resim 5).

epitelin  goriiniimii

Bulgular

Tiim hastalarda, tek tarafli LKHY tanisi dykii ve klinik
muayene ile konuldu. Hastalarin yas ortalamast 44,4 yil (14-71)
idi. Hastalarin tiimiinde LKHY nin nedeni alkali yanigiydi ve
yaniklar ortalama 10 yil (2-18) dnce olusmugtu. Ug hastada total
semblefaron ve pannus dokusu mevcuttu. Bir hastada, tam
merkezde olmasi nedeniyle gérmeyi ciddi oranda azaltan yiizeyel

Resim 3. Inkiibasyondan 48 saat sonraki biyopsi dokusundan baglayan hiicre
proliferasyonu

Resim 4. 1 numarali hastanin operasyon sirasinda amniyotik membran trans-
plantasyonu

Resim 5. 1 numarali hastaya ait operasyon dncesi ve operasyon sonrast 6. ay
fotografi. Bu hastaya daha sonra komplikasyonsuz fakoemiilsifikasyon ve gozigi
lens implantasyonu yapild:
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kornea opasitesi bulunmaktaydi. Bir hastada ise, gérme diizeyi iyi
olmakla beraber hastanin belirgin korneal irritasyon yakinmalar:
bulunmaktaydi. Ameliyat ncesi gorme keskinligi 3 hastada gtk
hissi, 1 hastada 50 santimetreden parmak sayma, 1 hastada ise 0,3
diizeyindeydi.

Intraoperatif ~ olarak  herhangi bir komplikasyonla
karsilagtlmadi. Postoperatif erken donemde, bir hastada iki
amniyotik membran arasinda gegici hemoraji gozlendi. Hemoraji
miidahale edilmeksizin rezorbe oldu.

Ortalama izlem siiresi 12,6 (12-12,5) ay idi. Okiiler
stabilizasyon, tiim hastalarda 2 ay sonunda sagland: ve hastalarin
hepsinde gorme artist gozlendi (Tablo 1).

Izlemde 5 hastanin 3’iinde lokalize vaskiilarizasyon ve
konjunktivalizasyon gozlendi, bir hastada bu vaskiilarizasyon
parasantrale kadar ulagti ve bu hastalara vaskiilarizasyon
gerileyinceye kadar subkonjunktival ve/veya topikal bevacizumab
(Altuzan-Roche) uygulandi. Hastalarin tiimiinde 10 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanan bevacizumab topikal olarak 6nce 2
saatte bir damla daha sonra ise 4x1 olarak 2-3 ay kullanid:. ki
hastada ise ikiser kez subkonjuktival 1,25 mg (0,1 ml)
bevacizumab yapildi. Ayrica bir hastada limbal kok hiicre
naklinden 8 ay sonra komplikasyonsuz fakoemiilsifikasyon ve goz
i¢i lens implantasyonu yapildi.

Tartisma

LKHY tedavisi, halen oftalmolojinin tartigmalt konulari
arasinda yerini korumaktadir. LKHY tedavisinde, amniyotik
membran ile yiizey rekonstriiksiyonu, otolog ve allojenik limbal
doku nakli ve keratoplasti gibi bircok tedavi yaklagimi tarif
edilmesine ragmen, heniiz iizerinde fikir birligine varilan etkin ve
kalic1 bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.3
KLEH transplantasyonu, oftalmolojinin 6nemli aragtirma konulari
arasinda yer almakta ve umut veren bir tedavi segenegi olarak
goriilmektedir.8-11

Pellegrini ve arkadaglart,? ilk kez 1997 yilinda, limbal kok
hiicrelerin ex vivo olarak ¢ogaltilabilecegini ve bu yodntemin
LKHY
Caligmalarinda, total kornea ve limbal epitel kaybi olan iki
hastada, kiiltiire edilmig otolog hiicreler ile kornea yiizeyinin

Son zamanlarda

tedavisinde  kullanilabilecegini  gostermiglerdir.

diizeldigini gostermiglerdir. Iki yili gegen uzun ddnem
takiplerinde de, rejenere olan korneal epitelinin stabil kaldigini,
hasta yakinmalarinda ve gorme keskinliginde dramatik diizelme
oldugunu bildirmislerdir. Bu tarihten giiniimiize gelisen siirecte,
limbal epitel hiicre kiiltiirlerinde bir¢ok degisik yontem

Tablo 1. Hastalarin ameliyat 6ncesi ve ameliyat sonrast gérme keskinlikleri

Hasta Ameliyat 6ncesi Ameliyat sonrasi
Gorme Keskinligi  Gorme Keskinligi

1 P+ 0,1

2 P+ 3 MPS

3 P+ 0,2

4 SOcmps 0,5

5 0,3 0,6

denenmistir. Bu yontemler arasinda, limbal epitel hiicrelerin [AM
tizerinde, amniyotik membranin epitel hiicreleri korunarak veya
deepitelize edilerek c¢ogaltilmasi, explant kiiltiir uygulamalari,
3T3 fibroblast besleyici tabakalarinin kullanim: ve hava-
yiikseleme tekniklerinin kullanimi yer almaktadir.13-19

Sangwan ve arkadaglarl2 2006 yilinda, LKHY olan 86 hastanin 88
goziinde (81 hasta total LKHY) KLEH transplantasyonu
yaptiklart ve ortalama 18,3 ay izledikleri ¢ok genig bir hasta
serisinin klinik sonuglarini yayinlamglardir. Teknigin bagarisini,
en az alt hafta takibi olanlarda, stabil bir okiiler yiizey ve hasta
semptomlarinda subjektif iyilesme olarak tanimlamiglardir.
Hastalarin %64’tinde LKHY nedeninin alkali yanigi oldugunu
belirtmiglerdir. Elliyedi hastada (%73,1) konjunktivalizasyon
gelismemis ve stabil bir okiiler yiizey elde edilmisken, 21 (%26,9)
gozde sonuglar bagarisiz olarak degerlendirilmig ve 10 hasta ise
takipten ¢iktig1 icin degerlendirilememigtir.

KLEH naklinin standardize edilmeye ¢aligilmas: da giiniimiiz
arastirma konularinin baginda gelmektedir. Bu amagla Kolli ve
arkadaglari20 caligmalarinda, kiiltiir esnasinda insana ait olmayan
tiim tirtinlerden arindirilmug tirtinler kullanmiglar ve bu teknikle 8
LKHY hastasinda objektif ve subjektif kriterlere gore %100 klinik
bagar1 tanimlamuglardir. Ayrica ilk kez kiiltiiriin tiim asamalarins
iyi tiretim pratigi (Good manufacturing practice) sartlarinda
yapmuislar ve bunun 6nemine dikkat ¢ekmiglerdir.

Postoperatif klinik bagarinin arttirilmasinda, otolog serum ve
bevacizumab uygulamalarinin etkinligi de aragtirilmakeadir.
Thanos ve arkadaglar1,2! epidermolizis biilloza distrofika mutilans
Hallopeau-Siemensa nedeniyle gelisen kismi LKHY 11 bir hastada
KLEH nakli yapmislar ve bu olguda 3 kez subkonjunktival
bevacizumab ve otolog serum tedavisi uygulamuglardir. Yirmisekiz
aylik LKHY'nin tekrar gelismedigini
bildirmiglerdir.

KLEH nakli, LKHY tedavisinde grece yeni ve olduk¢a umut
veren bir tedavi secenegidir. Bu tedavi yontemi, donor gozden
minimal doku alinmasini saglayarak LKHY gelisim riskini en aza
indirmesi, tekrarlanabilir olmasi, stromal skar ve benzeri eslik eden
korneal patolojiler icin gerekli keratoplasti operasyonunun
bagarisint arttirmast gibi iistiinliiklere sahiptir. Ayrica gelecekte
limbal kok hiicrelerin molekiiler biyolojisinin daha iyi
tanimlanmas: ile daha iyi tedavi segeneklerinin gelistirilmesi
miimkiin olabilecektir. Bununla birlikte, halen standardize olmus
bir yontemin olmamasi, hem cerrahi hem hiicre kiiltiirii agisindan
yetismig kalifiye insan giiciine ihtiya¢ duymast, yiiksek niteliklere
sahip laboratuvar ve cerrahi donanim gerektirmesi gibi
dezavantajlart da mevcuttur.

Biz de calismamizda, Tiirkiye'de ilk kez KLEH nakli ile
tedavisi yapilan bes LKHY hastasinin sonuglari ile bu tedavinin
etkinligini degerlendirdik. Caligmamizda literatiirdekilerinden
farkli olarak cerrahi yontemde bazi modifikasyonlar yaptik.
Kiiltiire edilmis limbal kok hiicreleri iceren amniyotik membrana
ek olarak, ikinci kat olarak insert iizerinde tek kat halinde
biiyiitilen KLEH'’i de kullandik. Ayrica iki kat KLEH {izerine
koruyucu olarak amniyotik membran koyduk. Takiplerimizde
otolog serum ve vaskiilarizasyon aktivasyonuna gore gerektikge

izlem sonucunda
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subkonjunktival ve topikal bevacizumab tedavisi uyguladik.

Hastalarin en az 12 aylik izlemlerinde, bu tedavi yonteminin, tek
taraflr alkali yanigina bagli gelisen LKHY da etkili ve basarili bir
yontem oldugunu gézlemledik. Bu caligmada, teknigin 1 yillik

izlem dénemi i¢in etkin ve giivenilir oldugunu, ancak daha uzun

siireli izlemler ile aragtirilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

10.
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