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oz

Amac: Hipotiroidi tiim yas gruplarinda gorilebilen, bireylerin sagliklarinin genel olarak bozulmasina
neden olan klinik bir tablodur. Tedavisi genellikle yasam boyu ila¢ kullanimidir. Bu tedaviye ragmen
hormon yetmezligine bagh semptomlar gériilmekte ve uzun dénem ilag kullanimina bagh yan etkiler
ortaya cikmaktadir. Hastalardaki yetersiz tiroidd hormon miktarimi optimum smurlara ¢ekmek ve
hastalarin yasam kalitesini ylkseltmek icin tiroid dokusu transplantasyonu alternatif bir yéntem olarak
6nem tagimaktadir. Sunulan ¢aliymada, transplantasyonda immun redden etkilenmemek i¢in hem
doku kiltiirit hem de biyouyumlu polimerle kapsiile edilmis tiroit dokusunun in vitro optimizasyonu
amagclanmugtir.

Gereg ve Yontemler: Mekanik yollarla kiiltiire edilen tiroid dokusu 2 grupta takip edilmistir; doku
kiilttri ve kapsiilasyon kiiltiri. In vitro ortamda 60 gtin boyunca takip edilen kapsiillerin morfolojileri
151k mikroskopu ile birlikte T3 ve T4 hormon degerleri ise biyokimyasal olarak degerlendirilmistir.

Bulgular: 3.,9., 12., 15, 30., 45., 60. ginlerde toplanan medyum 6rneklerinden T3 ve T4 seviyeleri
gozlemlendi. Kapstile edilen dokularda, kapsiile edilmeyenlere ve negatif kontrol dokularina gore 15.
gun itibariyle T3 degerleri daha yiiksek bulundu. Buna ragmen T4 seviyeleri 60 giin boyunca sabit
kald.

Sonug: Hipotiroidinin kalic1 tedavisi igin kapstile edilen tiroid dokularmin in vitro ortamda verimliligi
incelenmistir. Oncil sonuglarmiz umut vaat etmesine ragmen bu optimizasyonun in vivo hayvan
¢aliymalarinda da dogrulandiktan sonra insan ¢alismalarina gecilmesi distiniilmelidir.

Anahtar Sozciikler: Hipotiroidi, Aljinat tabanli kapsiilasyon, Tiroid hiperplazi, Hiirthle hiicreli

karsinom

ABSTRACT

Objective: Hypothyroidism is a clinical condition that affects all age groups. Generally, lifelong
medication is required for the treatment. Despite treatment, symptoms that are related to hormone
insufficiency and side effects due to long-term medication can be seen. As an alternative approach,
thyroid tissue transplantation may be useful, because of its potential to elevate the thyroid hormone
levels and thus increase daily quality of life for the patients. Our aim in this study was to detect the in
vitro optimal microencapsulation conditions for thyroid tissues with a biocompatible polymer to avoid
immune rejection following transplantation.

Material and Methods: Thyroid tissues were isolated mechanically, and followed-up in two groups;
tissue and capsulated tissue culture. In-vitro capsule formation and morphology were screened using
brightfield microscopy and T3 and T4 levels were evaluated biochemically throughout 60 days.

Results: T3 and T4 levels were screened from collected medium samples at day 3., 9., 12., 15., 30.,
45., 60.. In capsuled tissues T3 level was detected higher than the non-capsuled and negative control
tissues from day 15. However, T4 level was stable for 60 days.
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Conclusion: Efficacy of capsulated thyroid tissues for permanent treatment of hypothyroidism to avoid the immune system was
evaluated in vitro. Preliminary results were promising but this optimization requires in vivo confirmation and future human studies

should be considered.

Key Words: Hypothyroidism, Alginate based capsulation, Thyroid hyperplasia, Hurthle cell carcinoma

GIRIS

Tiroid hastalklarn tiim diinyada en yaygin gorilen
endokrin sistem hastaliklaridir (1).
iskelet-kas sistemi (2), dolagim sistemi (3), tireme sistemi (4),
merkezi sinir sistemi (5) ve sindirim sistemi (6) basta olmak
tizere diger birgok sistemi dogrudan ya da dolayl olarak
etkileyerek tiim metabolizma tzerinde etki gosterirler.

Tiroid hormonlar

Bu nedenle tiroid hormonlarinin kanda belirli seviyeler
arasinda kalmasi olduk¢a oOnemlidir. Tiroid hormon
seviyesinin diigukliigt ile karakterize olan hipotiroidi en
sik gorulen hormon yetmezligi tablolarindan biridir (7, 8).
Etiyopatogenezinde, iyot yetmezligi, bazi ilaglarin kullanimi
(tirozin kinaz inhibitorleri, rifampin, glukokortikoidler gibi),
TSH-salimmim bozan hastaliklar, radyoterapi ve tiroit
cerrahisi sonucunda tiroid bezinin ¢ikartilmasi gibi bircok
etken rol almaktadir (9). Gliniimuzde hipotiroidi tedavisinde
en stk kullanilan yontem ilag tedavisidir (10). Uygulanan
tedavi gorece diigiik maliyetli ve kolay uygulanabilir olsa
da neticesinde gunliik iiretilen ve tim dokulara yetecek
miktarda tiroksin (T4) eldesi miimkin olmamaktadir (11).
Ayrica ilaca bagh bircok yan etki ortaya cikabilmektedir
(12). Tlag tedavisinin olasi yan etkileriyle kargilagmamak
ve fizyolojik etkinligi normale en yakin hale getirmek
icin tiroid hiicrelerinin transplantasyonu uygulanabilir,
ancak bu durumda da immiin red hem allo hem de
ototransplantasyon durumlarinda ciddi bir sorun olarak
ortaya ¢tkmaktadir (13, 14). Immiin yamttan kagmanm
yollarindan birisi de, nakledilecek dokularin hiicre haline
getirilip sonrasinda kapsiillerin icine yerlestirilmesidir. Bu
sayede lenfosit, immiinglobulin ve antikorlar gibi cesitli
immiin sistem yapilarindan sakinmak mimkiin olmaktadir
(15). Elde edilen kapsiiller hiicreyl sarip immiin sistem
hiicrelerinin iceriye girmesine engel olurlar ancak oksijen,
elektrolitler, hormonlar vb. gibi hiicrelerin sag kalimina
yardimecr olan molekil ve bilesenlerin kapsiillerin icine
girmesine izin verirler (16). Literatiirde, kapsiilasyon teknigi
kullanilarak gerceklestirilen ¢aliymalarin biyoteknoloji ve
tipta bircok alanda olumlu sonuglar1 oldugu bilinmektedir
(17). Bunlar arasinda gesitli hiicre nakilleri 6rnek olarak;
pankreas adacik hiicreleri (18), Leydig hiicreleri (19),
hepatositler (20), paratiroit hiicreleri (21) ve over hiicreleri
(22) verilebilir. Kapstilasyon igleminin tiroid hastaliklarinin
tedavisinde uygulanabilirliginin deneysel modeli olan
bu caliymada m vitro ortamda tiroid dokusunun kapsiile
edilebilme kosullar1 belirlenmig ve islevselligi 60 giin
boyunca takip edilmistir.

w2

YONTEMLER

Onceden Diinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesi’ne uygun
olarak Klinik Arastirmalar Etik Kurul Onayr alinan
galismamizda kullanilmak tzere,
hiicreli karsinom dokusu ve tiroid hiperplazi dokusu igin
hastalardan bilgilendirilmig génillii olur formu alindi ve
sonrasinda caliymaya baglandi. Elde edilen hiperplazik

incelenen Hurthle

dokular mekanik yéntemle pargalanarak ve sonrasinda elde
edilen dokularin tam yaris1 kapsiiller igine alarak, uygun
kogullar altinda izleme tabii tutuldu. Kapsil i¢ine alinan
hiperplazik tiroid dokusu, kapsiillerin morfolojisi agismdan
(Sekil 1) ve ayrica triiodotironin (1'3), T4 miktarlar: 6l¢iilerek
takip edildi. Hiperplazik dokularin kalan yarisi ve Hiirthle
hiicreli karsinom dokusu ise kapsiile edilmeyip sadece
mekanik izolasyona tabi tutuldu. Hiirthle hiicreli karsinom
dokusu caliymada pozitif kontrol olarak degerlendirildi ve
kapsiile edilmeyen hiperplazik dokularla birlikte T3 ve T4
degerleri acisindan 60 giin siiresince izlendi. Caliymada
negatif kontrol olarak hi¢hir islem uygulanmayan kultir
medyumu degerlendirildi.

Sekil 1: Kapsiile edilmis hiperplazik tiroit dokusu gériintimii.



Tiroid Dokularinin Hazirlanmasi ve Kiiltiire
Edilmesi

Yaklagtk 0,7-0,9 gram agirhgindaki dokular sivi azot ile
dondurularak histopatolojik olarak tamlar1 dogrulanana
kadar -80°C’de muhafaza edildi. Daha sonra dokular uygun
materyallerin iginde siv1 azot yardimiyla mekanik olarak
ezilip toz hale getirildi. Toz hale getirilen dokular McCoy’s
hiicre kiltir medyumu (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA), %20 FBS (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), %1
P/S (Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, Germany) ve %]l
NEAA (Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, Germany) iceren
25cm”lik flasklarda, dik konumda %5 CO, igeren ortamda
kiltire edildi. Doku siispansiyonu 3., 9., 12., 15., 30., 45.
ve 60. giinlerde medyumlari degistirilerek takip edildi. Bu
islem hem hiperplazik dokular hem de Hiirthle hicreli
karsinom dokular: i¢in ayr1 ayr gergeklestirildi.

Kapsiilasyon Prosediirii

Kapsiilasyon iglemi sadece hiperplazik tiroid dokusu icin
gergeklegtirildi.  Yukarida anlatildigr sekliyle toz haline
getirilen hiperplazi dokusunun vyarisi, ilk olarak %2’lik
ultrasaf’ aljinat (Pronova UP LVG; NovaMatrix, Oslo,
Norway) kullanilarak stispanse edildi. Aljinat doku karigimm
26 gauge girmga ile 300mOsm CaCl, igeren ¢ozeltiye
yaklagik 20 cm yiikseklikten yavasca damlatildi. Toplamda
50 adet kapsiil olusumu saglandi. Bagli olmayan kalsiyumun
ortamdan uzaklagtirlmasi icin kapsuller izotonik tuz
¢ozeltisi ile yikandi. Elde edilen kapstllerin ¢aplarimin
3,5-4,0 mm oldugu belirlendi. Kapsiile edilen doku, %5
CO, igeren ortamda McCoy’s hiicre kiiltiir medyumu ile
6-kuyulu plakada kiltire edildi ve 3., 9., 12., 15, 30., 45.
ve 60. giinlerde medyumlarn degistirilerek, 60 giine kadar
takip edildi.

Kapsiile Tiroid Dokusu

Tiroid Hormon Degerleri f)lgiimleri

3.,9.,12.,15.,30.,45. ve 60. giinlerde medyum degistirilerek
kiltiire edilen, tiroid dokularinm st fazdaki medyumlar:
60 giine kadar toplanarak -80°C’de saklandi. 60 giinden
sonra ise dokular rutin ¢ézdiirme protokolii uygulanarak
¢ozdurildi ve T3 ve T4 hormon degerleri dlgiildi.

BULGULAR

Kiilttre edilen dokular ve kapsiile edilen gruplar 60 gline
kadar T3 ve T4 degerleri agisindan takip edildi. Bu stire
zarfinda toplamda 50 adet kapsiil ile baglayan ¢aliymanin
60. gln itibariyle, kapstllerin yaklagik %50%sinin (n=26)
butiinciil yapilarint koruduklarini gézlendi, kalan kapstller
isc parcalandi (n=24). Istk mikroskobu yardimiyla
yapilan incelemelere gore kapsillerin ik olarak 15.
ginde parcalanmaya bagladiklart gézlendi (Sekil 2A,B).
Deney sonuna kadar 6 kuyulu plakalarda kiltiire edilen,
parcalanmig  kapsiller ile

par¢alanmamus

kapstiller
ayrilmadan, oldugu gibi birakilarak igleme devam edildi.

Deneyin tciinci giinid yapilan ik olgimlere goére T3
degerleri, kapstile edilmis hiperplazik tiroid dokusunda 14,84
pmol/L, kapstile edilmeyen tiroid hiperplazi dokusunda
31,4 pmol/L olarak tespit edildi. E§ zamanh olarak, ytuksek
T3 ve T4 salmmi gergeklegtireceginden pozitif kontrol
olarak degerlendirilen Hirthle htcreli karsinom doku
orneklerinde T3 degeri 200,01 pmol/L olarak tespit edildi.
Dokulari kiilttire edildigi kiiltir medyumundaki T3 degeri
1se 3,01 pmol/L olarak belirlendi. 12. giin gergeklestirilen
olgim sonuclaria gore sadece pozitif kontrol dokusunun
T3 diizeyinde belirgin bir artig gézlenirken (198 pmol/L),
kapsiile edilen ve edilmeyen hiperplazik tiroid dokularinin
(sirastyla 10,72 ve 10,45 pmol/L) hemen hemen aym
dizeyde seyrettigi ve kiltlir medyumuna gore (3,01

Sekil 2: Kiltirtin 15. giintinde 151k mikroskobundaki hiperplazik tiroit dokusu kapsiillerinin; parcalanan (A) ve morfolojik yapilar:
bozulmamug (B) gériiniimleri.
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pmol/L) diger doku tiplerinin saldig1 'T'3 miktarinin yiiksek
oldugu belirlendi. Deneyin 15. glin sonuglarinda kapstile
edilen ve edilmeyen hiperplazik tiroid dokular: birbirine
yakin cikarken (sirasiyla 29,9 ve 21,5 pmol/L), pozitif
kontrolde radikal bir diisiis meydana geldigi tespit edildi
(11,95 pmol/L) ancak bu durum istatistiksel olarak anlamh
bulunmad: (p=0.11). Calhymanin sonlandirldigi 60. gin
sonuclarinda, kapsiile edilen hiperplazik tiroid dokularinin
T3 salmmindaki artign devam ettigi (124,65 pmol/L)
gozlendi (Sekil 3).

T4 degerlerindeki degisimler incelendiginde ik 15 gin
sonuglarmm T3 salmimm ile uyumlu oldugu belirlendi.
T3’ten farkh olarak 15. giinden, deneyin sonlandirildig: 60.
giine kadar kapstile hiperplazik dokular, kapsiile olmayan
hiperplazik dokular ve pozitif kontrol dokular1 arasinda
istatistiksel olarak herhangi bir fark tespit edilemedi
(p=0,07) (Sekil 4).

TARTISMA

Tiroid bezinden salman tiroit hormonlarinin yetersizli-
giyle karakterize bir klintk durum olan hipotiroidizm en
sik gorilen hormon yetmezligi tablolarindan biridir (16).
Hipotiroidizm; konjenital hipotiroidizm gibi ¢ocukluk
caginda ortaya cikabildigi gibi (23), ilerleyen yaslarda da
tiroid cerrahisi sonucu tiroid bezlerinin ¢ikartilmasi, boyun
bélgesine uygulanan radyoterapi neticesinde bezlerin harap-
lanmas1 ve sonug olarak hormon salimmindaki yetersizlikler
gibi birgok farkh nedenle ortaya ¢ikabilir (16). Tave olarak,
Hashimoto tiroiditi en sik goriilen otoimmiin hastaliktir
ve hem c¢ocuklarda hem de eriskinlerde hipotiroidizmin
en sik nedenidir (24). Ayrica yash poptilasyonda da ortaya
gikabilme o6zelligiyle hipotiroidizm, tim vyas gruplarini
kapsayan ciddi bir halk saghg sorunudur (23).

Hipotiroidizm tedavisinde gesitli yaklagimlar uygulan-
maktadir. Bu yaklagimlardan en sik uygulanani, 6zellikle
levotiroksin’in (T'4) kullamldig ilag tedavisidir. Monote-
rapi uygulanan levotiroksin bir replasman segenegi olarak
kullanilmaktadir ancak tek bagina uygulandiginda etkinli-
ginin az oldugu (25), kombine tedavilerin de (13 ve T4’tin
farkll oranlarda ve birlikte kullanmildig1 secenekler) yetersiz
kaldig bir¢ok calismada gésterilmigtir (11, 26, 27). Ayrica
lla¢ kullamimi 6mir boyu sirmekte ve ilag kullanimina
bagh gelisen yan etkiler de bir diger sorun olarak goriilmek-
tedir (28). Hipotiroidi tedavisi i¢in uygulanmasi olast bir
diger segenck ise kok hiicre tedavisidir. 2003 yilinda yayin-
lanan bir caliymada, fare embriyonik kok hiicreleri (EKH)
kullanilarak tiroid-benzeri hiicrelerin #-vitro ortamda elde
edilebildigi gosterilmigtir (29). 2006 senesindeki bir diger
yayinda ise yine fare EKH’leri kullanilarak tiroid folikiiler
hiicrelerinin elde edildigi bildirilmistir (30). 2012 senesinde
1ise yine fareden, dogrudan EKH kaynakl tiroid hiicreleri
elde edilmig ve deneysel olarak indiklenmis hipotiroidisi
olan farenin tedavisinde kullamilmig ve anlamli derece
hipotiroidiyi diizeltebilmistir (31). Tum bu EKH caliyma-
larindaki bagarilara ragmen, kok hiicrelerin olas: onkojenik
potansiyelinin bulunmasi, bu uygulamalan kisitlamakta ve
insan ¢aligmalarini zorlagtirmaktadir (32, 33).

Hipotiroidinin tedavisinde uygulanabilecek bir diger
yaklagim ise tiroid allo ya da ksenotransplantasyonudur.
Tiroid dokularinin ti¢ boyutlu yapisal 6zelliginin korun-
mast ve bu sayede islevselliginin saglanmasinin izlendigi
bir i vitro galiymada (34) tiroid folikillogenezinin ve doku
formasyonu olusumunun saglandigi bildirilmigtir. Bahse-
dilen galiymada tiroid dokusunun islevsel olabilmesi icin
mutlaka ekstraselliler matriks icermesi ve hiicrelerin uygun

bir sekilde yan yana gelerek dizilmeleri ve polarize olma-
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Sekil 3: Tiroit hiperplazi kapsiil, tiroit hiperplazi doku, tiroit
kontrol doku (Hiirthle htcreli karsinom dokusu) ve negatif
kontrol ait T8 hormon salimim degerleri.

m 4

Sekil 4: Tiroit hiperplazi kapsil, tiroit hiperplazi doku, tiroit
kontrol doku (Hiirthle hiicreli karsinom dokusu) ve negatif
kontrol ait T4 hormon salimim degerleri.



lar1 (apikal-bazal ekseninde) gerektigi bildirilmigtir. Aksi
takdirde tirositler, tiroid hormonlarimin salinimim gergek-
lestirememektedir (34). Bu da tiroid dokusunun hiicresel
dizeyde degil de doku formasyonu saglandiktan sonra aktif
olabilecegini géstermektedir.

Tiroid dokusunun transplantasyonu ile ilgili ¢aliymalar
uzun vyillar Oncesinden baglamis ve halen de devam
etmektedir (35-37). Ancak doku transplantasyonundaki
en blyik engel, bilindigi tzere alict ile verici arasindaki
doku uyumsuzlugu sonucu, bazen dakikalar icinde bazen
de aylar sonra goriilen doku reddidir. Alicinin immin
sistem elemanlarinin saldinsindan  korumak icin verici
hiicrelerinin  bir kapsiil ile kaplanmasi ve sonrasinda
transplantasyon isleminin gerceklestirilmesi giinimiizde
etkin olarak uygulanan bir yontemdir (38, 39). Kapsiilasyon
olarak adlandirilan yontem birgok farkh disiplin tarafindan
(40-42).
dogal (aljinat tabanl, jelatin tabanli, seliloz tabanh ve
kitosan tabanl) ve sentetik (Poli (L-laktikasit) (PLA)- poli
(laktik-koglikolikasit) (PLGA), Poli (vinilalkol) (PVA), Poli
(e-kaprolakton) (PCL), Poli (metil metakrilat) (PMAA))
olarak iki farkli gruba ayrihr (43). Bunlardan o6zellikle

kullanilmaktadir Kapsiilasyon kendi i¢inde

aljinat tabanh kapsiilasyon teknigi insan galiymalarinda
givenli olusu nedeniyle tercih edilmektedir (44, 45).
Aljinat tabanli kapsiilasyon teknigi, Diabetes Mellitus
basta olmak tizere farkh hastaliklarda (46, 47) eksik olan
molekiliin kapsile edilerek insan viicuduna verilmesinde
kullamlan bir yontemdir. Kapsiilasyon prosediiriintin farkh
hastaliklarda ve farkli yontemlerle uygulanmasiyla optimum
verimliligin elde edilmesine galislmaktadir. Ornegin,
tim kapsillasyon bilesenlerinden tek bagina aljinat, ele
alindiginda bahsedilen durum net olarak gortlmektedir.
Aljinat tek bagina uygulanabildigi gibi aljinat-polilizin-
aljinat (APA) veya aljinat-poli-L-ornitin-aljinat formunun
kullanildigr caliymalar da (16, 48) mevcuttur. Ayrica aljinat
yuzdesinin %1,5 veya %2 olmasmna gore (49) ya da temas
sonucunda kapsiil olusmasina neden olan CaCl, ve/veya
BaCl, kullanimina gore de (50) kapsiilasyon islemi farklilik
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