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Amag: Bircok enddstriyel sektorde kullanilan polimer malzemeler
saglik bilimlerinde de farkl islemlerde kullaniimaktadir. Bu islem-
lerden biri olan enkapsiilasyon sistemi hiicre nakli gibi terapotik
uygulamalarda tercih edilmektedir. Enkapstilasyon calismalarinda
uygulanacak yaklagima gore kapstil yapisinda kullanilacak polimer
malzeme ve olusan kapsil boyutu degismektedir. Aljinat, kahve-
rengi alglerden elde edilen, icerigindeki farkli polimerik blok oran-
larina bagli olarak degisiklik gosteren dogal polimerlerden biridir.
Bu calismada, kapsulasyon asamasi icin kullanilacak olan degisik
aljinat yuizdeleri uygulanarak paratiroid hiicrelerinde ideal mikro-
enkapslasyon prosedirlerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Gereg ve Yontem: Calismada sekonder hiperparatiroidi hastasin-
dan alinan bir adet paratiroid hiperplazi dokusundan mekanik ve
enzimatik izolasyon yontemleriyle hiicre eldesi gerceklestirilmis-
tir. iki farkl aljinat yiizdesi kullanarak hem manuel olarak hem de
kapsiilasyon cihazinda otomatize olarak iki farkli akis hizi degerlen-
dirilmistir. Mikroenkapstle edilen hicreler 64-79 gin boyunca in
vitro olarak parathormon miktarlari 6lctlerek takip edilmistir.

Bulgular: Degerlendirilen aljinat ylizdelerinden %2’lik konsant-
rasyona sahip mikroenkapsiillerin olusturulmasinda kapstlasyon
cihazinda kullanilan 2 mL/dk akis hiziyla morfolojik stabilite géz-

ABSTRACT

Objective: Many industrial sectors in the health sciences are using
polymeric materials for different processes. One of these processes
is the encapsulation system mainly preferred in therapeutic ap-
plications including cell transplantation. Depending on the main
approach, the polymer type and sphere properties differ by the en-
capsulation method. Alginate is one of the natural polymers that
show structural changes depending on different polymer ratios. In
this study, our aim is to determine the ideal micro-encapsulation
procedures by evaluating different alginate concentrations for the
capsulation process of parathyroid cells.

Material and Method: In this study, cell isolation of single para-
thyroid hyperplasia tissue from a patient with secondary hyper-
parathyroidism was performed by using two methods including
mechanical and enzymatic isolation. Two different alginate per-
centages were used for micro-encapsulation which created man-
ually, and a capsulation system made with two different flow rates.
Parathormone levels of micro-encapsulated cells were followed for
64-79 days in vitro.

Results: Morphological stability was observed for 2% alginate
concentration with a flow rate of 2 mL/min used group from the
micro-encapsulation system. However, parathyroid hormone re-
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lenmistir. Ayrica parathormon salinimi agisindan hiicre izolasyon tipi ve
aljinat yuzdeleri arasinda benzer sonuclar elde edilmistir.

Sonug: Uzun sireli mikroenkapstilasyon verimliliginin arttirilmasi icin
yapisal ve fonksiyonel acidan bircok parametrenin belirlenmesi gerek-
mektedir. Bu ¢alisma ile enzimatik izolasyon metoduyla elde edilen pa-
ratiroid hlcrelerinin kapsulasyon sistemi kullanilarak artan akis hizinda
daha stabil bir yapi olusturduklari belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Paratiroid, mikroenkapstilasyon, ultra saf aljinat,
kapstilasyon sistemi, hiicre izolasyonu.

GiRIS

Polimer malzemeler giiniimiizde bircok endustriyel sektorde
yapistirici olarak ayrica paketleme, boyama ve kaplama gibi
farkli amaglarla da kullaniimaktadir (1). Bu kullanim alanlarinin
yani sira, polimer malzemeler farmasotik, gida, kozmetik ve
saglik bilimleri alanlarinda enkapsiilasyon gibi biyomiihendis-
lik uygulamalarinda kullanilmaktadir (2). Enkapsiilasyon islemi
icin kullanilacak olan polimer malzemeler dogal polimerler ve
sentetik polimerler olarak iki grupta incelenmektedir. Sentetik
polimerlere polietilen glikol, polivinil alkol, politiretan, polieter-
stilfon, polipropilen, sodyum aljinat gibi bircok 6rnek verilebilir.
Dogal polimerlerin yapiminda kullanilan dogal kaynaklara se-
liloz, kolajen, kitosan ve aljinat gibi malzemeler 6rnek olarak
gosterilebilir (3). Polimer malzemeler kullanilarak gerceklesti-
rilen enkapstilasyonun ana hedefleri enkapsiile edilen biyolo-
jik maddenin dis ¢evreden korunmasini saglamak ve mekanik
destek ile yapisal stabilite yaratmaktir (4).

Biyouyumluluk, kullanilacak olan malzemenin biyolojik objele-
re ve biyolojik objenin kullanilan malzemeye karsi olusturacadi
tolerans olarak tanimlanmaktadir (5). Hicresel terapi veya ilag
tasinimi gibi calismalarda kullanilacak enkapsiile edilmis te-
rapotik ajanlarin islevini yerine getirebilmesi ve tedavinin uzun
sureli olabilmesi icin kapsulasyon asamasinda kullanilan poli-
mer malzemenin biyouyumluluk 6zelligi 5Snem kazanmaktadir.
Biyouyumlulugu ile 6n plana ¢ikmis olan ve FDA tarafindan da
onayl aljinat polimeri, enkapstlasyon calismalarinda en sik kul-
lanilan biyomateryaldir (3).

Aljinat, kahverengi alglerden elde edilen anyonik bir polisakkarit-
tir. Yapisinda B-D-mannuronik (M) ve a-L-guluronik (G) asit bloklari
icermektedir (6). Yapisinda fazla miktarlarda guluronik asit bloklari
iceren ve aljinatin daha saf hali olan ultra saf aljinat, yapisal olarak
daha sert, stabil ve biyouyumlulugu daha yuksek olmaktadir (2).
Ultra saf aljinat bu 6zellikleri sayesinde tip | diyabet (7,8), deneysel
olarak tiroit dokusunun kapstile edilmesi (9), kalici hipoparatiroidi
tedavisi icin paratiroid hiicrelerinin kapstlasyonu (10, 11) gibi bir-
cok enkapsiilasyon temelli calismalarda tercih edilmistir.

Kalicr hipoparatiroidi (KH), iatrojenik nedenlerden dolay: pa-
ratiroid dokularinin kanlanmasinin bozulmasi yahut paratiro-
idin tamamen alinmasi nedeniyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Turkiye'de kalicr hipoparatiroidi hastaliginin goérilme sikhgi,
endemik guatr (lkesi olmasi nedeniyle daha fazladir (12). KH
hastaliginin neticesinde, hipokalsemi, hiperfosfatemi ve diisiik
parathormon (PTH) seviyesi gibi ciddi klinik semptomlar gelis-
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lease showed similar results between cell isolation type and alginate
percentages.

Conclusion: Increasing the long-term micro-encapsulation efficiency,
certain criteria should be determined from structural and functional
aspects. In this study, the micro-encapsulation of parathyroid cells ob-
tained by the enzymatic isolation method formed a more stable struc-
ture at increasing flow rate by using the capsulation system.

Keywords: Parathyroid, micro-encapsulation, ultra-pure alginate, cap-
sulation system, cell isolation

mektedir (13). Hastalarin semptomatik tedavi olarak hayatlari
boyunca ila¢ kullanmasi gerekmektedir. ilac tedavisi kesin ¢c&-
zUm olmamakla birlikte bircok yan etkiyi de icinde barindir-
maktadir. KH hastaligi icin semptomatik tedavi haricinde para-
tiroid nakli kiratif olarak uygulanabilen tek tedavi secenegidir.
Tarihsel seyir acisindan incelenecek olursa, 1911 yilinda ilk pa-
ratiroid nakli gerceklestirilmistir (14). Bu nakilden sonra bircok
farkh gere¢ ve yontem kullanilarak nakil islemleri yapilmistir.
Naklin sagkalim stresini uzatmak amaciyla yapilan ilk kapstule
edilmis paratiroid hiicre nakli 1997 yilinda gergeklestirilmistir
(15). Paratiroid nakli, glinimizde de halen uygulanmakta ve
gelistirilmesi icin bircok calisma yapilmaktadir (3).

Bu calismada, paratiroid hiicrelerinin mikroenkapsulasyon asa-
masinda kullanilacak olan ideal ultra saf aljinat ytizdesinin belir-
lenmesi, hiicre izolasyon metodunun buna bagl verimliligi ve
manuel ve kapsilasyon cihazi kullanilarak olusturulan kapstillerin
verimliliginin karsilastirilarak degerlendirilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calisma, Bezmialem Vakif Universitesi girisimsel olmayan
arastirmalar etik kurulu onayi ile Helsinki Deklarasyonu pren-
siplerine uygun olarak gerceklestirilmistir (Kabul numarasi:
54022451-050.05.04-522). Calisma kapsaminda kullanilan pa-
ratiroid dokusu icin hastadan imzalanmis gonulli onam formu
alinarak deneysel stirecler baglatiimistir.

Hiicre izolasyonu

Calisma stirecinde sekonder hiperparatiroidi hastasindan alin-
mis tek bir paratiroid dokusu kullanildi. Doku esit olacak sekilde
ikiye kesilerek hem mekanik yolla hem de enzimatik yolla hiicre
izole edildi. Hiicre izolasyonlarini gerceklestirmek icin Yucesan
ve ark. uyguladigi prosedirler takip edildi (2,16). Muse hiicre
analiz cihazi (Merck Millipore, Germany) kullanilarak hiicrelerin
canhhk tayinleri belirlendi.

Mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapstilasyon asamalarinda kullanilacak olan ultra saf
aljinat maddesi (Pronova UP MVG; Nova Matrix, Oslo, Norway)
%1,5 ve %2 oranlarinda hazirlandi. Her iki oranda hazirlanan al-
jinat maddesi enzimatik ve mekanik olarak iki farkli izolasyon
yontemiyle elde edilen hiicreler ile dnceden yapilmis calisma-
larla belirlenen %28 (hiicre/hlicre+aljinat) oraninda her grupta
10x10° hiicre olacak sekilde ayri ayr karistirildi. Calisma kapsa-
minda mikroenkapsiilasyon islemi manuel bir sekilde ve kapsii-
lasyon cihazi kullanilarak uygulanmistir.
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ik olarak, hazirlanan hiicre-aljinat karisimi kullanilarak manu-
el enkapsulasyon islemi gerceklestirildi. Bu asamada, karisim
300 mOsm CaCl, iceren ¢ozeltiye kiit uglu 15 gauge siringa
ucu kullanilarak el ile yavasca damlatildi. Cozelti icerisindeki
olusan kapsdller izotonik su ile yikanarak ortamdaki fazla kalsi-
yum uzaklastirildi. Kapsuller McCoy's (Gibco, Thermo, MA, USA)
hiicre kiltir medyumu icerisine aktarilarak nemli inklibatérde
37°C'de ve %5 CO,'de 64 giin boyunca klture edildi.

ikinci olarak, kapsiilasyon cihazi (Pump 11 Pico Plus Elite Infu-
sion/Withdrawal Programmable Dual Syringe Pump, Harvard
Apparatus™, Holliston, MA, USA) kullanilarak hiicre-aljinat ka-
risimi 300 mOsm CaCl, iceren ¢ozeltiye 1,5 mL/dk ve 2 mL/dk
hizlarinda damlatildi. Damlatma islemi kit uclu 25 gauge si-
ringa ucu kullanilarak gerceklestirildi. Kapsuller izotonik su ile
yikanip McCoy's (Gibco, Thermo, MA, USA) hiicre kiltiir medyu-
muna alindi. Nemli inkiibatorde 37°C'de ve %5 CO,'de kiiltiire
edilen kapsiiller 79 giin boyunca takip edildi.

PTH Seviyesinin Belirlenmesi

Calisma stiresince manuel olarak, 1,2 mL/dk ve 1,5 mL/dk cihaz
hizlaryla olusturulan %71,5'lik aljinatin kullanildigi kapsuller 1,
7,15, 21, 28, 35, 42, 49, 57 ve 64. giinlerde; %2'lik aljinatin kul-
lanildigi kapsdillerise 1,7, 15, 21, 28, 35, 42, 50, 57, 64, 72 ve 79.
glinlerde stipernatant 6rnekleri toplandi. Degerlendirilen takip
stireci, PTH saliniminin sonlandigi noktaya kadar gerceklestiril-
mistir. Toplanan stipernatantlardan PTH miktarlar insan PTH
ELISA kiti (RayBiotech Inc., Norcoss, GA, USA) kullanilarak belir-
lendi. Absorbans dlclimleri 450 nm'de Mark Microplate Absor-
bance Reader (Bio-Rad, USA) cihazi kullanilarak gerceklestirildi.

istatistiksel Degerlendirme

Calisma kapsaminda belirlenen PTH degerleri hem zaman hem
aljinat yilizdesi ek olarak aljinat ylzdesi ve uygulanan teknik-
ler acisindan karsilastiriimasi, cift yonlic ANOVA testi (Tukey’s
multiple comparisons test ve Sidak’s multiple comparisons test)
ile gerceklestirilmistir. p<0,05 oldugu durum anlamlilik olarak
degerlendirilmistir.

BULGULAR

Calismada sekonder hiperparatiroidi hastasindan alinan bir
paratiroid hiperplazi dokusu kullanildi. Mekanik ve enzimatik
izolasyon yontemleriyle hiicre izolasyonunu gerceklestirmek
icin doku iki esit parcaya boltindi. Akis sitometrisinde mekanik
izolasyon ile elde edilen hiicrelerin %95,7 canliliga ve 67,6x10°
hiicre sayisina sahip oldugu belirlendi (Sekil 1). Devaminda, en-
zimatik izolasyon ile elde edilen hiicreler incelendiginde %94,4
canliliga ve toplam 70,2x10° hiicre sayisina sahip olduklari tes-
pit edildi.

Morfolojik Goriiniimleri

Kapsulasyon, manuel olarak ve kapsiilasyon cihazinda 1,2 mL/
dk ve 2 mL/dk hizlari ile gergeklestirildi. Ardindan, izotonik su
¢ozeltisi ile yikanan kapsdller kultiire edildi. %1,5'lik aljinat kul-
lanilan gruplar 64 giin, %2'lik aljinat kullanilan gruplar 79 giin
boyunca kiiltlir ortaminda takip edildi. Olusturulan kapsiiller,
kilture edilmeden 6nce 15tk mikroskobu ile gézlemlendi (Sekil
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Sekil 1. Paratiroid dokusundan mekanik ve enzimatik olarak
iki farkli izolasyon tipi kullanilarak izole edilen hiicrelere ait
popdilasyon ve canllik profilleri

2). ilk giine ait gériintiilerde, %1,5'lik aljinat gruplarinda ma-
nuel bir sekilde olusturulan kapstillerin caplari >2mm oldugu
belirlendi. Ayni durum kapsulasyon cihazinda akis hizi 1,2 mL/
dk kullanilarak olusturulan kapsul érneklerinde izolasyon tipi
fark etmeksizin birbirine yakin boyutlarda olustugu gorilda.
Kapstlasyon cihazinda akis hizi 2 mL/dk olan grupta ise kapsiil
boyutlarinin kiclldigiu goézlemlendi. %2'lik aljinat ile hazirla-
nan gruplarda da benzer sonuclar elde edildi. Manuel olarak ve
kapsiilasyon cihazinda akis hizi 1,2 mL/dk olan kapsiil 6rnekle-
rinde kapsillerin boyutlarinin benzer oldugu, akis hizi 2 mL/dk
olan kapsil boyutlarinin hizin artisina bagh olarak kiictldigu
tespit edildi. %2'lik aljinat grubundaki enzimatik izolasyonlu 6r-
neklerde hiicre yogunlugunun daha az oldugu kapsuliin seffaf
bir gériinime sahip olmasindan anlasilmaktadir (Sekil 2).

Takip sureglerinde; %1,5 aljinat konsantrasyonu uygulanan enzi-
matik izolasyonlu hiicrelerin kapsile edildigi grupta kaltiiriin 28.
gliniinden itibaren ylizeysel catlamalar olusmustur. Bu ¢atlama-
larin derinlikleri manuel olarak olusturulan grupta daha fazladir.
%2'lik aljinatin degerlendirildigi grupta ise; mekanik izolasyonlu
hucre gruplarinda 49. giinden sonra catlayan yiizeysel alanlarin
oldugu gozlenmis fakat enzimatik izolasyonlu hiicre gruplarinda
herhangi bir yapisal bozulma belirlenmemistir.

PTH Salinimina %1,5 Aljinat Konsantrasyonunun Etkisi

Mikroenkapsiillerin fonksiyonel olup olmadiklari salinan PTH
miktari ile belirlenmistir. Mekanik izolasyonlu hiicrelerin kul-
lanildigy; ilk grupta manuel yontemle yapilan kapsullerin PTH
seviyesi 1. ve 7. glinde anlaml sekilde artmistir (p=0,0443).
15. glinden itibaren, 21. ve 28. gline kadar devam eden si-
recte PTH seviyesi anlamli bir sekilde azalmaya baslamistir
(p=0,0211). Bu azalan PTH seviyesi ayni sekilde akis hizi 1,2 mL/
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Sekil 2. El ile manuel olarak ve kapstilasyon cihazinda iki farkl akis hizi (1,2 mL/dk ve 2 mL/dk) olusturulan mikroenkapsdillerin
15tk mikroskobu gériintleri (bliyttme orani 4X). Farkli aljinat oranlarinin kullanildigi gruplarda hem mekanik hem de enzimatik
izolasyon ile elde edilen hiicreler kullanilmistir. Ust panelde kapsiilasyon isleminde %1,2'lik aljinatin kullanildigi gruplara
ait kapstller gosterilmektedir. El ile manuel olarak ve kapstilasyon cihazinin 1,2 mL/dk akis hizinda olusturulan kapstllerin
boyutlar arasinda bir fark gortilmemektedir. Cihaz akis hizi 2 mL/dk olarak uygulandiginda kapsul boyutlarinin kiictldig
go6zlemlenmektedir. Alt panelde kapstilasyon isleminde %2’lik aljinatin kullanildigi gruplara ait kapsuller gosterilmektedir. Bu
grupta, %1,2'lik aljinatin kullanildigi grupta oldugu gibi benzer kapsiil formasyonu gézlemlenmistir. %2’lik aljinatin kullanildig
enzimatik izolasyonlu hiicrelerin kapsile edildigi 2 akis hizina ait grupta kapsuller beklenenden kiigiik oldugu icin 0,2um

capindaki hiicre strainer kullanilarak kilttr takibi yapilmistir.

dk olan grupta da 21. glinden itibaren bagslayarak ayni azalma
orintlstiini gostermistir (p=0,0211-35.glin; p=0,0382-49.giin;
p=0,0211-57.glin; p=0,0214-64.gln). Bu degisim akis hizi 2 mL/
dk olan grubu icin azalarak devam eden bir slire¢ gdsterse de
yalnizca 15. glinden 28. gline kadar olan siire icin PTH seviyesi
azalmistir (p=0,0201) (Sekil 3).

ikinci grup olarak enzimatik izolasyonlu hiicrelerin kullanildigs
kapsiillerden elde edilen PTH seviyesi; manuel olarak olusturu-
lan kapsuller icin azalan bir parametre gosterse de 28. glin ve
42. giin araliginda artan PTH salinimi gézlenmis ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,0217). Siiregelen takip bo-
yunca, 42. glindeki artis 64. gline kadar yapilan zaman dilimin-
de tekrar g6zlenmemistir.

Cihazile olusturulan kapsullerden akis hizi 1,2 mL/dk olan grup-
ta 15 ve 28. gunler araliginda anlamli bir sekilde PTH seviyesin-
de azalma gozlenmistir (p=0,0331). Buna bagh olarak 64 gline
kadar diismeye devam etmistir. Morfolojik olarak bu gruplarda
kapsiillerde bir catlama belirlenmemistir. Akis hizinin 2 mL/dk
olarak degerlendirildigi kapsuillerin 15. glinden itibaren PTH sa-
linimi anlamli sekilde azalmaya devam ettigi fakat morfolojik
olarak stabil bir yapi gosterdikleri belirlenmistir (p=0,0211-21.
glin; p=0,0373-28. glin; p=0,0211-35 ve 49. glinler; p=0,0347-
57. glin; p=0,0329-64. giin) (Sekil 3).

PTH Salinimina %2 Aljinat Konsantrasyonunun Etkisi
Salinan PTH miktan acisindan; %2'lik aljinat konsantrasyonu
hiicre izolasyon tipine gore farkliliklar gdstermistir.

Mekanik izolasyonlu hiicreler manuel olarak veya kapstilasyon ci-
hazi kullaniimasindan bagimsiz bir sekilde kiiltiiriin 7. giininden
sonra azalan bir egri gostermistir. Bu azalan parametre istatistik-
sel olarak; manuel yolla tretilen ve akis hizi 2 mL/dk olan grupta
kalttrin 64., 72. ve 79. glinlerinde anlamlilik gézlenmistir (ma-
nuel olarak olusturulan grup icin p=0,0272-64. giin; p=0,0225-
72. glin; p=0,0211-79. giin ve akis hizi 2mL/dk olan grupta ise
p=0,0211-64.,72. ve 79. glinler) (Sekil 3). Istisnai olarak 49. giinde
degerlendirilen Gi¢ metot icin artan PTH seviyesi belirlenmis fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Enzimatik yontemle izole edilen hiicreler; manuel olarak
kapsiilasyon uygulandiginda takip siresince azalan bir PTH
salinimi gostermis fakat istatistiksel olarak anlamli bulunma-
mistir (p>0,05). Kapsiilasyon cihazinin degerlendirildigi grup-
larin ilki olan akis hizi 1,2 mL/dk olan grupta ise 7. glinden 79.
gline kadar olan sure de anlamli sekilde PTH salinimi azalmis-
tir (p=0,0211/tiim zamanlar). Akis hizi 2ml/dk olan grupta ise
21. glinden sonra azalan parametrede anlamlilik belirlenmistir
(p=0,0211-28 ve 42. glin; p=0,0215-49. guin; p=0,0211-57 ve 72.
gun) (Sekil 3).
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Sekil 3. iki farkli aljinat konsantrasyonu ve iki farkl
izolasyon metodu ile elde edilen hucrelerin kullanildigi
mikroenkapsiillerin PTH salinim seviyelerinin takibi. Ust
sol panelde %1,5 aljinat kullanilarak mekanik izolasyona
tabi tutulmus hicrelerin kapsilasyonu gosterilmistir. Alt
sol panelde %1,5 aljinat kullanilarak enzimatik izolasyona
tabi tutulmus hiicrelerin kapsiilasyonu gésterilmistir. Ust
sag panelde %2 aljinat kullanilarak mekanik izolasyona
tabi tutulmus hicrelerin kapsilasyonu gosterilmistir. Alt
sag panelde %2 aljinat kullanilarak enzimatik izolasyona
tabi tutulmus hicrelerin kapsiilasyonu gosterilmistir.
PTH: Parathormon, pg/mL: pikogram/mililitre. *p<0,05. **p<0,001.

Kilttr ortamindaki takip suresince, toplanan siipernatant or-
neklerindeki PTH miktarlarina ait detaylar Tablo 1'de gosteril-
mistir.

TARTISMA

Aljinat, cok sayida alg tiirlinden izole edilebilir ve ana yapila-
r, dalsiz ikili bloktan olusan kopolimerler olarak tanimlanir. Bu
bloklari olusturan yapilar; mannuronik ve guluronik asit blokla-
ndir (3). Divalent katyonlar sayesinde farkli baglanma saglayan
bu bloklar farkli por 6zelliklerine sahip kiire seklinde yapilar
olusturabilirler. Ozellikle bu calisma kapsaminda kullanilan
ultra saf aljinat %60'tan fazla guluronik asit blogu icerigine
sahiptir. Aljinatin bag yapilarini olusturma yetilerine gore diva-
lent katyonlar sirasiyla Pb*>Cu?*>Cd?*>Ba?>Sr**>Ca*>Co?*>-
Ni**>Zn2*>Mn?*"dir (17-19). Bu divalent katyonlar kullanildikla-
rinda ultra saf aljinatin ylksek guluronik asit icerigi sayesinde
yumurta kutusu benzeri (egg-box like) por yapilari saglayan
kire formunu olusturmaktadir (3,17).

Bugiline kadar paratiroid dokusunun/hticrelerinin kapsulas-
yonu in vitro ve in vivo bircok calismada degerlendirilmistir
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(2,10,15,20-25). Paratiroid hucrelerine spesifik calismalariyla
Hasse ve ark. baryum aljinat, mitojenik aljinat ve hem in vitro
hem de in vivo icin amitojenik aljinat dahil olmak tzere farkli
aljinat turevlerini karsilastirmistir. Bu konudaki calismalarin ¢o-
gunda ksenotransplantasyon uygulanmis ve 30 haftaya kadar
takip ederek sonuclari literattre katmistir (10,15,20,21,23,24).

Bunlardan ilki; Hasse ve ark. 1994 yilinda immin sistemden
kagmak icin mikroenkapsiile ettikleri paratiroid dokularini hi-
pokalsemik sicanlara naklettikleri calismadir. Sicanlarin 90 gtin-
Ik takibi boyunca normal degerlerde serum kalsiyum seviyesi
g6zlemlenmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, mikroenkapsile naklin
immin yanittan kacarak uzun sureli sagkalimi sagladigi sonu-
cuna ulasilmistir (20). Gilincel olarak son yillarda yapilan iki in
vitro calisma daha bulunmaktadir; Yucesan ve ark. 2017 yilinda
yayinladiklari bir calismada kapsulasyon icin kullanilacak farkh
paratiroid hiicrelerinin sayisini degerlendirmislerdir. 75 giinliik
in vitro takip sonucunda 20x10° paratiroid hiicresinin aljinat ile
kapsiilasyonunun daha kararl bir morfoloji gosterdigini bildir-
mislerdir (2).

Ayrica, kapsule edilmis paratiroid dokusu/hicresi klinik uygu-
lamalarda da kullanilmistir. Kapsiile edilmis paratiroid nakli,
glinimize kadar on iki alici icin uygulanmis ve yalnizca yedi
vaka raporunda bildirilmistir. ik olarak, 1997 yilinda Hasse ve
ark. iki alicrigin ilk mikroenkapstle paratiroid naklini gercekles-
tirmis ve ¢ aylik nakil sagkalimi bildirmistir (22). ikinci nakil,
Zimmerman ve ark!nin 2001 yilinda bir alicricin gerceklestirdik-
leri nakildir. Sagkalim acisindan naklin ticlincli ayindan sonra,
alicida implantasyon alanindan histolojik numune alinmis ve
ne paratiroid doku partikilleri ne de mikrokapsdillere ait bir iz
goézlemlemediklerini bildirilmistir (26). Uciincii calisma, yine
2001 yihnda Tibell ve ark!nin uyguladiklari makrokapsiil ile
paratiroid doku partikillerinin dort alictya naklidir ve bir yila
kadar nakil sagkalimi bildirilmistir (27). Dérdiinct nakil sunu-
munda, Ulrich ve ark. iki alicinin PTH seviyelerinde yikselmeler
oldugunu ve daha sonra iki alicinin guinlik ilag gereksinimini
yari doza diislirdigin bildirmistir (28). 2009'da Cabane ve ark.
bir alicida enzimatik olarak izole edilmis paratiroid hicrelerini
mikroenkapsule ederek nakil gerceklestirdiler ve 20 aylk nakil
sagkalimiile en uzun takip verilerini bildirmistir (29). Daha son-
ra Khryshchanovich ve ark. makroenkapstillenmis paratiroid
doku parcalarini nakletmis ve ¢ aylik takip verilerini literatiire
sunmustur (30). Mikroenkapstile paratiroid hiicre nakli ile ilgi-
li son ve yedinci vaka bildirisi Yucesan ve ark. tarafindan 2019
yilinda bir alici icin gergeklestirilmis ve nakil sonucunda bir yil
boyunca takip edilmistir ve hasta giinliik kullandigi ilaglarin ta-
mamini biraktigi bildirilmistir (11).

Bu calismada elde edilen verilere bakildiginda; manuel kapsdlas-
yon acisindan aljinat yiizdesi fark etmeksizin mekanik izolasyon
gruplar, takip suresinde 15. glinden itibaren PTH saliniminin
anlamli sekilde degistigi belirlendi. Bunun en 6nemli nedenle-
rinden birisi olarak kapsul alani icerisindeki hiicrelerin ve/veya
doku parcalarinin yeterince besine erisim saglayamamalari ih-
timal dahilindedir. Ayrica belirlenen glinlerde azalan 6riintliye

ragmen yeniden bir PTH artisi gozlenmistir. Bu artis morfolojik
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olarak kapsiillerin catlamaya basladigi zaman diliminde belir-
lenmistir ve bu artisin kapsul alani icerisinde hentiz salinmamis
PTH'nin veya kapsiil alanindan ayrilan serbest hiicrelerin agiga
cikmasindan kaynaklandigr distintilmektedir. Benzer bir bakis
acisi ile enzimatik izolasyon degerlendirildiginde aljinat ytizdesi
anlam kazanmistir. DUstik aljinat konsantrasyonunun kullanildigi
grupta (%1,5 aljinat) azalan PTH saliniminin, dalgalanan bir seyir
gosterdigi ve 6zellikle manuel olarak tretilen kapsil gruplarin-
da bu dalgalanma belirgin olarak gorilmustir. Morfolojik olarak
yine bu grubun 28. giinde ortaya ¢ikan yiizeysel catlamalarinin,
dalgalanan seviyeyi etkiledigi distinilmektedir. Daha yiksek
konsantrasyonda degerlendirilen aljinat grubunun (%2) meka-
nik hicrelerin kapstile edildigi ve cihaz sistemi kullanilan grup-
larda da ayni morfolojik diizensizlesmeyle beraber, belirli bir
noktada artis ve yeniden azalan bir PTH salinim sonucu vermistir.
Bu ani artisin, yine kapsul ylizeyinde olusan catlama sebebiyle
oldugu duslnilmektedir. Bilindigi tizere, mekanik izolasyonla
elde edilen hiicrelerin mikro-doku parcalari halinde bulunduk-
lari ve catlama alanlarindan ayrilan bu mikro-doku parcalarinin
stpernatant icerisindeki PTH miktarini dogrudan etkilemesi elde
edilen verilerden de anlasiimaktadir.

Kapstulasyon sistemi kullanilarak olusturulan kapstl grubunda,
aljinat ytzdesinden bagimsiz olarak mekanik izolasyona tabii
tutulan hicrelerin kapsile edildigi grupta PTH salinim seviye-
leri 15 ila 21. guin araligindan baslayarak degismistir. Enzimatik
izolasyonlu hticrelerin kullanildigi gruplarda, aljinat ylizdesi ve
kapsilasyon sisteminin akis hizi morfolojik anlamda farklilik
gOstermistir. %1,5 ve %2'lik aljinat grubunda 21-28 gtinlere ait
zaman diliminde PTH salinimi her iki akis hizinda azalma goés-
termistir. Buna ragmen morfolojik stabilite yalnizca %2'lik alji-
nat ile ve akis hizinin 2 mL/dk oldugu grupta korunmustur. Ay-
rica deneyin yapilan takip stireclerine baktigimizda hiicrelerin
salgiladigi PTH miktari %1,5 aljinat konsantasyonu icin 64 giine
kadar olup, %2'lik aljinat konsantasyonu ise 79 gline kadar ger-
ceklestirilebilmistir. Hiicrelerin beslenebilme siireci %2'lik alji-
nat konsantrasyonu icin daha uzun devam edebilmistir.

Calismanin bazi kisithliklari da mevcuttur. Ozellikle kapsiile
edilmemis hiicrelere ait in vitro takipler PTH seviyesi agisindan
degerlendirilememistir. Bunun tek nedeni, yalnizca bir paratiro-
id dokusundan elde edilen hiicrelerle, butlin gruplarin belirle-
nen limitlerde hem kapstil hem de ¢iplak hiicre kiiltiird icin sa-
yica yeterli gelmemesidir. Ayrica kapsil icerisindeki hiicrelerin
canllik tayinleri icin floresan boyalarinin uygulanarak canlilik
acgisindan gozlenememesi bir baska kisithhktir. Fakat calisma
stiresince hem DAPI (molekdler agirhgi 277,324 g/mol) hem de
Hoechst 33342 (molekiler agirligi 452,6 g/mol) floresan boya-
lari kullanilarak kapstil alani icerisindeki hiicrelerin canhliklari
degerlendirilmek istenmistir. Bu durum boyalarin molekdler
agirliklarinin ultra saf aljinatin por alanlarindan giremeyecek
kadar biyiik olabilecedi ihtimalini diisiindirmektedir. ilerleyen
calismalar icin daha diisiik molekdler agirlikli floresan boyalar
denenmesi planlanmaktadir.

Sonug olarak; kapsulasyon sistemlerinin uzun vadede verimlili-
ginin arttinlmasi icin yapinin korunmasi ve gereken parametre-
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lerin optimize edilmesi saglanmalidir. Ozellikle yiizey alaninin
arttinlmasi ve bunun uygun biyolojik olarak uyumlu polimer
konsantrasyonu ile dengelenerek hiicrelerin etkili beslenme-
sine olanak saglanmasi gerekmektedir. Yapilan calisma ile pa-
ratiroid dokusu hticreleri icin uygun hiicre izolasyon tipinin
enzimatik hiicre izolasyonu oldugu, %2'lik aljinat konsantras-
yonunun daha uzun hiicre sagkalimini destekledigi ve kapsu-
lasyon sisteminin 2mL/dk akis hizi ile daha stabil bir yapi olus-
turdugu belirlenmistir. ilerleyen calismalar ile daha ¢ok sayida
paratiroid hiicresi kullanilarak, belirlenen kriterlerin daha uzun
sureli takiplerle degerlendirilmesi ve optimum kosullarin tespit
edilmesi hedeflenmektedir.
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