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Abstract

Purpose: .The aim of this study was to transplant
hyperplastic cells obtained from human parathyroid tissues
into the rats without immunsupression, and also evaluate
the efficiency.

Materials and Methods: Present study,hyperplasic
parathyroid tissues were obtained and cells were isolated
from a 62-year-old male. Three male rats were used as
recipients.Cells wete obtained from human,transplanted
into different anatomical locations of rats without
immunosuppression. During the transplantation, cells
were injected directly into the vena porta, vena cava and
peripheral vena.Total parathormone (PTH) and serum
calcium levels were measured before and after
transplantation in terms of follow-up of transplantation
success.

Results: Total PTH levels of rats, before transplantation
were determined 1.4-4.2 pg/mL and throughout 45 days
values were detected 6.2-17.1 pg/mL..

Conclusion: Peripheral circulation and vena porta
transplantation was found more successful than vena
cava.As a result, cell transplantation from the peripheral
vein might be useful technique.In the future, new studies
should be carried out by increasing the number of animals
will be strengthen this research.

Keywords: Parathyroid hyperplasia, parathormone,
xenotransplantation
GIRIS

Hipoparatiroidi, dogustan ya da sonradan olusabilen
bir hastaliktur!. Genellikle tiroidektomi — sonrast
gorilen yaygin bir komplikasyondur ve tiroidektomi

0z

Amag: Calismamizin amact, insan paratiroid dokularindan
izole  edilen  hiperplazik hiicrelerin, sicanlara
immiinsupresan verilmeden transplante edilerek

transplantasyon verimliliginin incelenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, paratiroid hiperplazi
tanustyla opere edilen 62 yasinda erkek hastadan izole
edilen hiperplazik paratiroid hiicreleri kullanildi.  Alict
olarak t¢ adet erkek Sprague Dawley sican kullanildi.
Insandan elde edilen hiicreler siganlara immiinsupresan
uygulanmadan transplante edildi. Transplantasyon islemi
strasinda hicreler dogrudan sirastyla, vena portaya, vena
cavaya ve periferik vene enjekte edildi. Transplantasyon
bagarisinin takibi agisindan total parathormon (PTH) ve
serum kalsiyam dtizeyleri, transplantasyon Oncesinde ve
sonrasinda ol¢tldi.

Bulgular: Sicanlarin transplantasyon &ncesi total PTH
duzeyleri 1,4-4,2 pg/mlL araliginda, 45. gin degetleri ise
6,2-17,1 pg/mL aralifinda tespit edildi.

Sonug: Periferik dolasimdan ve vena portadan yapilan
transplantasyonun, vena cavaya gore daha basarili oldugu
belirlendi. Sonug olarak nakil isleminde periferik venden
hiicre naklinin yararli olabilecegi dustinildd. Sundugumuz
calismanin iletleyen dénemlerde hayvan sayisi arttirilarak
tekrarlanmasi aragtirmay1 kuvvetlendirecektir.

Anahtar kelimeler: Paratiroid hiperplazisi, parathormon,
xenotransplantasyon

operasyonu gecirmis hastalar arasinda  gecici
hipoparatiroidi  gériilme orani %10-30 iken, KH
gorilme orant  %1-3’tir?%  Tiroidektomi sonrast
gorilen hipoparatiroidi genellikle, boyun
diseksiyonu strasindaki hasarlardan
kaynaklanmaktadir!. Serumdaki Ca*? seviyesi, PTH
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ve kalsitriol tarafindan diizenlenir. Serumdaki
serbest Ca*? konsantrasyonunda meydana gelen
degisiklikler, paratiroid hucreleri tzerindeki Ca*?
duyarli reseptorler (CaSRs) tarafindan algilanarak;

Ca*? seviyesi dustugi zaman PTH salinimina, Ca*?

seviyesi  arttit  zaman da PTH  saliniminin
baskilanmasina neden olut!. Paratiroid bezleri
hasarlandiginda, = PTH’nin  yeterli  miktarda

salinamamast sonucu klinik olarak néromiskiler
hiperaktivite, hipokalsemi ve hiperfosfatemi ile
karakterize bir durum ortaya cikar’. Hipoparatiroidi
endokrin hastaliklar icerisinde tedavisi en zor olan
hastaliklardan biri olmasina ragmen, nadir olarak
hayati tehlike olusturmaktadir®.

Hastaligin tedavisinde, 6ncelikli olarak oral kalsiyum
ve D vitamini takviyesi verilir. Ancak, uzun streli
ila¢ kullanilmast hastaligin ilerleyen dénemlerinde,
nefrokalsinozis, urolitiyazis, gastrit gibi bircok
komplikasyon olusturma riskini artrdigt  gibi
hastalarin  hayat kalitesini de distirmektedir>~Bu
sebeple, kalict hipoparatiroidinin tedavisi igin, canl
veya kadavra donérden, hicre veya doku
kullanidarak  gerceklestirilen  transplantasyonlar
alternatif tedavi yontemleri olarak kullanidmaktadir.
Bu durumda da nakil
uygulanan imminsupresanlar nedeniyle cesitli yan
etkiler ortaya cikabilmektedir. Bu yan etkileri
asabilmek amacityla, imminsupresyonsuz nakil
denemeleri literatiitrde mevceuttur®. Calisgmamizin
amaci, paratiroid naklinin gerceklestirilmesi sirasinda
en uygun verilis yerinin tespit edilmesidir. Sunulan
calisma, insandan elde edilen hiicrelerin, sicanlara
imminsupresyonsuz  bir  sekilde  transplante
edilmesini ve sonuglarin hem hayvanlarin klinik seyri
hem de biyokimyasal parametreler acisindan 45 giin
boyunca takip edilmesini igermektedir.

sirasinda ve sonrasinda

GEREC VE YONTEM

Caligma Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan
Deneyleti Yerel Etik Komitesi'nin (2016/103) ve
Klinik Arastrmalar Etik Kurulu'nun = (54022451-
050.05.04) onaylar1 ile Bezmialem Vakif Universitesi
Deneysel Uygulama ve Aragtirma Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

Hasta  segimi ve  dokudan

hiicrelerinin izolasyonu

paratiroid

Calismamizda 62 yasinda paratiroid hiperplazisi

tanistyla  opere edilen erkek hastanin  dokulart
kullanildi. Bu amagla  hastadan ilk  olarak
bilgilendirilmis ~ génilli  onam  formu  alindi
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Sonrasinda, ecksize edilen hiperplazik paratiroid
dokular1 esit parcalara ayrilarak patoloji laboratuvari
ile transplantasyon laboratuvarina ayni anda
ulastirild.  Transplantasyon laboratuvarina tasima
solisyonu ile ulastirtlan dokulardan uygun yontem
yardimiyla hiicre izolasyonu islemi gerceklestirildi ve

hizlica sonradan  kullanidmak  tzere hicreler
donduruldu. Patoloji laboratuvarindaki dokularin
hiperplazi tanilart onaylandiktan sonra,
transplantasyon laboratuvarinda onceden

dondurulan hiicreler ¢ézdurtlerek isleme hazir hale
getirildi.

Dokudan gergeklestirilen hiicre izolasyon protokola
basamaklar1 sirasiyla; tasima soliisyonu igerisindeki
dokunun, tastma solisyonundan uzaklastirilmastyla
baslad: ve daha sonra bu doku, parcalanma isleminin
yapilacagt petriye alindi. Petri ile doku arasina,
istenmeyen fibroblast hiicrelerinin ge¢memesi igin
demir tel stzge¢ konuldu. Dokunun tzerine steril
bir pastor pipet yardimi ile, %5 FBS (Fetal Bovin
Serum) iceren 1X’lik PBS (Fosfat Tamponlu Tuz)
karigimt ile hazirlanan buffer 1 soliisyonu eklendi ve
2 mllik siringa  yardimt ile mekanik kuvvet
uygulanarak doku ezildi. Ezilen doku pargalarinin ve
buffer 1 soliisyonunun oldugu karigim, 70 um’lik
filtrelerden gegirilerek 15 ml’lik steril falkona
aktarildi. Uzerine 300 ul DNase eklendikten sonra,
oda sicakliginda, 2000 rpm’de 7 dakika (dk) santrifgj
yapildt. Santrifiij sonrasinda falkondaki st faz
uzaklastirild: ve dip kisimdaki pellet tizerine 1000 ul
FBS ve 300 ul DNase eklendi. Pipet yardimiyla
karstrilan stispanse hiicreden, 20 ul hiicre analiz
tipiine alindiktan sonra, Uzerine 380 ul hucre analiz
reagentindan eklendi ve 5 dk inktbe edilip, MUSE
Hiicre  Analiz  Cihazinda  (Merck  Millipore,
Germany) hiicre canliligi ve hiicre sayisi tespit edildi
(Sekil 1).Yeni bir 1,5 ml tip icerisine, 200 ul DMSO
ve 500 ul FBS ecklendi. Hazirlanan bu solisyon
paratiroid htcre siispansiyonunun bulundugu 15
mllik falkona alindi. Daha sonra, paratiroid
htcrelerini iceren bu solisyon steril bir kriyo tip
icerisine kondu ve -80 0C’de sonraki isleme kadar
saklandi.

Dondurulmusg hicrelerinin

cozdiiriilmesi

paratiroid

Uygun kosulda saklanan, kriyo tip icerisindeki
paratiroid hiicrelerinin transplantasyon 6ncesi, 37 °C
su banyosu icerisinde 1 dk yavasca calkalanarak
coziinmesi saglandi. Cozinen hicreler flasklara
alindt ve acilan hiicre miktarina gére McCoy’s
besiyeri eklendikten sonra inkibatére (37 °C, %5
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COy) alindi vebir gin kiltire edildi. Kiltirdeki
hiicreler 15 ml’lik falkon icerisine alindi ve 1800
rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Ust faz atddi ve
pellet tizerine 10 ml SF (serum fizyolojik) eklenerek
tekrar 1800 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Ust faz
uzaklagtirildr ve pellet tizerine 1 ml SF konuldu ve
pipet yardimiyla karstirlan ¢6zelti homojen hale
getirildi.

Xenotransplantasyon protokolii

Calismada, dort adet erkek Sprague Dawley (400-
460 gr. 15 aylik) sican kullanildi. Sicanlar, deney
stresince, ayrt kafeslerde tutuldu. Opere edilen
hayvanlar, uygun sicaklik ve nem kosullarinda, 12
saat aydinlik, 12 saat karanlik déngtsi olacak sekilde
izlendi. Beslenmeleri ve su gereksinimleri ad libitum
olarak sagland.

Transplantasyon 6ncesi PTH ve Ca*? seviyeleri i
sican icin de Olcildi. Sonrasinda 1. grup olarak
adlandirilan  sicana, kuyruk veninden, (15x10¢
hiicre/mL) insan paratiroid hicresi verildi.

2. ve 3. gruplarda gergeklestirilen cerrahi prosediir,
transplantasyon isleminin uygulanma yeri disinda
birebir aymdir. 4. grup ise kontrol olarak
degerlendirildi. 4. gruba kuyruk veninden 1 ml
instlin enjektért  ile serum  fizyolojik  verildi.
Transplantasyon yaptlan sicanlara, 5 mg/kg ksilazin
hidrokloriit ve 35 mg/kg ketamin hidroklorir
kullanilarak intraperitoneal enjeksiyon ile anestezi
uygulandi. Xenotransplantasyon islemi 2. sicana
vena cava inferiora, 3. sigana ise vena portaya olacak
sekilde uygulandi. Onceden hazirlanan paratiroid
hucreleri (15x10° hticre/mL), 1 ml instlin enjektora
ile enjekte edildi. Transplantasyon sonrast l.ve 3.
grubun PTH ve Ca*? degetleri 45 glin siiresince
izleme tabi tutuldu.

BULGULAR

Deney sirasinda vena cavadan transplantasyon islemi
uygulanan sican, calismanin 12. glininde ex. oldu.
Yapilan otopside organlarda major patolojik bir
bulgu gézlenmedi. Ayrica, 12. gindeki veri
incelendiginde, PTH dizeyinin 0,2 pg/ml oldugu
tespit edildi. 1. grup olarak adlandirilan ve
transplantasyon isleminin periferik kuyruk veninden
gerceklestirildigi durumda pre-op PTH degeri 1,4
pg/ml iken deneyin sonlandirildigi 45. ginde bu
deger 6,2 olarak belitlendi. 3. grup olarak
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adlandirilan  ve transplantasyonun vena portaya
yapildigt durumda pre-op PTH degeri 4,2 iken deney
sonunda bu degetin 17,1’¢ ytkseldigi tespit edildi.
Kontrol grubu olarak degetlendirilen 4. gruba ait
PTH ve Ca*? degerleri biyokimyasal olarak referans
degerlerin  altinda  kaldigindan  tespit  edilemedi.
Deney 6ncesinde ve sirasinda gergeklestirilen PTH
ve serum Ca*? degerleri Tablo 1’de ayrintli olarak
verildi.

TARTISMA

KH; hastalarin giinlik yasam kalitesini etkileyen ve
yasam boyu ilag kullanimini gerektiren klinik
durumdur. Bu hastalarda ila¢ kullanimi, genellikle ilk
tercih edilen tedavi yaklasimidir. Ancak bu yaklasim
palyatiftit ve uzun dénemde ila¢ kullanimina bagl
pek cok yan etki ortaya ctkarabilir. Bu sorunu asmak
icin Onerilen alternatif yontemlerin en yaraths
paratiroid allotransplantasyonudur. PA, ilk olarak
1975 senesinde Wells ve arkadaslar1 tarafindan
basartyla uygulanmistir”. PA, KH’nin kesin tedavisini
saglayabilir. PA baslica iki sekilde uygulanabilir:
htcre tipi PA ve doku tipi PA uygulamast. Her iki
uygulamanin da  avantajlar1  ve dezavantajlar
bulunmaktadir. Hiicre tipi PA uygulamasi, dogrudan
htcre enjeksiyonu, kriyoprezervasyon ve kiltire
etme gibi degisik yontemler ile gerceklestirilebilir.
Paratiroid dokularinin hiicre haline getirilmesi ve
sonrasinda dogrudan kas icine enjekte edilmesi,
uygulanan ilk yontemdir®. Bu yontem, hizlt bir
sckilde uygulanabilmekte ve hasta icin en az
travmaya neden olmaktadir. Ancak  verilen
htcrelerin -~ alictin immiin ~ sistemi  tarafindan
reddedilmemesi i¢in yasam boyu immiinsupresan
kullanim1 gerekmektedit®.

Immiinsupresif ilaclarin, yararlarinin yant sira uzun
streli kullanimda viicudun immiin sistemini olumsuz
yonde etkilemeleri, kullanimlarini
stnirlandirmaktadir!®. Bir diger hiicre tipi PA olan
kriyoprezervasyon ve kiltire etme isleminin, ila¢
kullanimindan daha verimli oldugu gésterilmistir!'112,
Literatirde, 6zellikle kiltiire etme sayesinde, alict
tarafindan  gelistirilmesi  olast immiin yanittan
kaciuldigy  bildirilmis ancak bu durumda da
dondurup ¢6zme prosediri sonucunda hucre
canlihfinin devamliligini saglamanin glclestiginden
bahsedilmistir. Bu yo6ntemdeki basart oraninin
oldukeca degiskenlik géstermesi de ayri bir handikap
olusturmaktadir!3.
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Sekil 1. Insan dokusundan izole edilen paratiroid hiicrelerinin popiilasyon profili ve canlilik sonuglari

Tablo 1. Insan paratiroid nakli yapilan siganlarin, giinlere gére total PTH ve serum Ca*? sonuglari. PTH:

Parathormon, NA: Veri yok.

Gin 1.grup 2.grup 3.grup
PTH Ca+2 PTH Ca+2 PTH Ca+2
(pg/ml) (mg/dl) (pg/ml) (mg/dl) (pg/ml) (mg/dl)
Pre-op 14 99 14 10,4 42 10,4
Post-op 2 16,1 103 0,7 8, 33 10,0
Post-op 5 1,7 10,4 85 0.8 71 10,4
Post-op 10 162 10,4 0,2 9.9 153 10,6
Post-op 15 22 10,4 NA NA 76 10,2
Post-op 20 0,9 10,5 NA NA 3,7 10,9
Post-op 30 18 10,4 NA NA 8,6 10,3
Post-op 35 53 10,4 NA NA 25 10,0
Postop 45 6.2 10,8 NA NA 7.1 10,7
Bir diger PA tipi olan dogrudan doku = seklinde ikiye ayrilir. Dondurulmus paratiroid
transplantasyonu, htcre tipi PA ile  dokulartnin  kullanilmasimnin  en  biyik avantajs,
karsilastirildiginda daha az ckipman gerektirit ve  istenildigi takdirde dokulara erisim imkaninin

uygulamast gorece kolaydir, ancak burada da yine
yasam boyu immiinsupresyon uygulanmast sonucu
yukarida bahsedilen olast yan etkiler karsimiza
¢tkmaktadir*. 2007 yilinda, Nawrot ve arkadaglar
yaptiklart bir dizi paratiroid allotransplantasyonu
sonrasinda da elde ettikleri verilerde, nakilden bir yil
sonra  (18-20 ay), mnakil basatsinin  immin
sebeplerden dolayr distiginin ve bu sonucunda
klinige yansidigt rapor edilmistir®. Bu sorunu asmak
icin doku kiltiri teknikleri ile transplante edilecek
dokunun immiinojenesitenin zayiflatilmas: tGzerinde
calistimaktadir!®>. Doku nakli, dondurulmus dokudan
veya kadavradan gerceklestirilen transplantasyon
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olmasidir ancak bu yoéntemin dezavantaji dokulart
dondurup ¢ézme islemi sirasinda, hiicre sayisinda ve
canliliginda  kayip  olmasidir®!l.  Bu  nedenle
dondurulmusg dokularla gerceklestirilen
transplantasyon basaris, taze paratiroid doku nakline
gore daha digiktir!s. Ayrica doku transplantasyon
sonuglarina gore bagart orani oldukea heterojendir®.

1979 ile 2014 yillart arasinda yapilan caligmalar,
dondurulmus dokularla gerceklestirilen paratiroid
ototransplantasyonunun, basarisinin ortalama %70
oldugunu gostermistir!”. Bununla bitlikte, klinik
calismalarda elde edilen diger verilerin analizi
sonucunda, dondurulmus doku kullanilarak yapilan
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ototransplantasyonda, 24 aydan uzun sire
dondurulan dokularda, nakil basarisinin olumsuz

yonde etkilendigi de belirtilmistir!!. Dondurulmus

htcrelerin -~ kullanilmasini  gerektiren  paratiroid
ototransplantasyonu her zaman
gerceklestirilememektedir, bu da arastirmacilari

alternatif yontemlere yoneltmistir®. Bu yontemlerin
en radikal uygulamasi, xenotransplantasyondur.
Xenotransplantasyon uygulamalart  basta domuz
kullanilarak  gerceklestirilen kalp  kapakeigt
pankreas adactk hiicre nakilleri olmak tzere!$,
kombine agir immiin yetmezligi (SCID) olan farelere
insan myositlerinin nakli', insan enterik sinir
sistemini ¢alismak amactyla farelerin abdomenlerine
uygulanan nakil islemi®® ya da insan kemik iligi
htcrelerinin = fonksiyonlarint — arastirmak amaciyla
kullandlan fare modelleri?! gibi pek ¢ok alanda
uygulama imkani bulmustur. Ancak bu uygulama
alanlart arasinda literatirde paratiroid hicrelerine
spesifik olan ¢aligmalar oldukea sinurlt sayidadir.

ve

Bahsedilen calismalarda xenotransplantasyon
isleminin uygulanabilir oldugu belirtilmistir ancak
sundugumuz c¢alismadan farkli olarak incelenen
model organizmalar sirastyla, tavsan ve faredir?’
Calismamiz bu haliyle orijinaldir ve literatiirde bir
ilktir. Calismamizda izlem sitresinin 45 gin ile
stnirlandirilmig olmast, literatiirde bildirildigi haliyle
insanda bir yila kargilik gelen siirenin siganlarda 17,4
gtine karsilik geliyor olmast ve bu haliyle 45 giinlik
sirenin yaklastk iki bucuk yila karsilik geliyor
olmasindandit?. 1. ve 3. grup hayvanlardan 45 gin
boyunca 2. grup hayvandan ise ilk 12 giinde elde
edilen PTH degerlerindeki dalgalanmalar
hormonlarda gérilen ve pulsatif salinima bagl
olan?* degisimler nedeniyle meydana gelmis olabilir
ancak bu durum genel profil ortalamasint
etkilememektedir. ~ Hormonlarda  gérilen  ve
sirkadiyen ritimle de iligskili olan bu farkliklan
asabilmek icin hayvanlarin  timinden 6gleden
(12:00) 6nce 6lcim amactyla kan alinmistir, ancak
saatler arasinda meydana gelen ufak sapmalar
sonuglarimizdaki dalgalanmayt agciklayabilir. Tlave
olarak literatirde, Ca*? seviyesinin de gece ve
giundiz saatlerinde farklilk g&sterdigi; stirekli
karanhkta tutulan deneklerde Ca*? seviyesinin sabit
kaldig1, aydinlikta tutulan deneklerde bu sabitligin
gozlenmedigi tespit edilmistit®. Aym ¢alismada
gundiiz ve gece Ca*? degerlerinin de farklt olacag
bildirildiginden,  c¢alismamizda  veriler arasinda
tutarlilik olmast acisindan Ca*? degetlerinin l¢imil
de PTH 6lciimi gibi 6gleden 6nce ve ayni zamanda
alinan materyal ile ger¢eklestirilmistir?>. Ancak, 1. ve
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3. gruplarda gorilen yaklasik dort kat artig bunlardan
bagimsiz  olarak  yadsinamayacak  dizeydedir.
Calismamiz kullanilan model organizma acisindan
ilktir, ayrica nakil sonrast rejeksiyonun en stk
gorilmesinin  beklendigi xenotransplantasyon gibi
bir islemde bile anlaml sonuclarin elde edilebilmis
olmast 6nemlidir. Model olarak kullandigimiz
organizma ile gerceklestirilmis benzer arastirmalarin
cok smirlt sayida olmast  calismamizin  kisithligt
olarak degerlendirilebilir. Tlerleyen dénemde hayvan

sayist arttirtlarak calismanin tekrarlanmast
bulgularimizt kuvvetlendirecektir.
45 gunlik izlem  sonuglarmin  yer  aldig

calismamizdan elde edilen ilk bulgulara goére,
xenotransplantasyon gibi nakil basarisinin  yiiksek
olmasinin beklenmedigi ve tstelik immiinsupresyon
uygulanmayan  hayvanlarda, nakil  isleminin
uygulanan bolgeye goére basart sanstnin degisken
oldugu ve denenen bélgelerden en verimli sonucun
once periferik venden sonra ise vena porta’dan
yapilan uygulamadan elde edildigi g6sterilmistir.
Sonraki calismalarda hayvan sayist ve gruplarinin
genisletilmesiyle elde ettigimiz
dogrulanmasi gerekmektedir.

bulgularin

Yazar Katkilart: Calisma konsepti/Tasarimt: EA, EY, EK, BG, BO,
Oi, FA, YEE; Veri toplama: EY, EK, BO; Veri analizi ve yorumlama:
EK, EY; Yaz taslagrEK, EY; 1gerigin elestirel incelenmesi: EK, EY,
EA; Son onay ve sorumluluk: EK, EY, BG, BO, OI, YEE, FA, EA;
Teknik ve malzeme destegi: EA, YEE; Stpervizyon:-; Fon saglama
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