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MIKROENKAPSULE EDILEN PARATIROID HUCRELERININ
OMENTUMA NAKLINDE HIPERTERMININ ETKIiSI

OZET

Hipoparatiroidi, yiiksek fosfor ile diisiik kalsiyum ve parathormon seviyeleriyle
karakterize bir endokrin hastaliktir. Tiroit veya diger bas-boyun cerrahileri sirasinda
paratiroid bezlerinin hasar gérmesi veya ¢ikartilmasi (tiroidektomilerde yanliglikla
olurken, ozellikle sekonder ve tersiyer hiperparatiroidilerde uygulanmasi gereken
cerrahi yontemle iligkili olarak) hipoparatiroidinin en sik goriilen nedenidir.
Konvansiyonel tedavi olarak kalsiyum, D vitamini, fosfat ve magnezyum preparatlari
kullanilmaktadir. Bunun disinda piyasada rekombinant parathormon ilaglar1 da
bulunmaktadir. Ancak yapilan hayvan g¢alismalarinda uzun siireli tedavide kemik
timorlerinin gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica yiiksek maliyetlerinden
dolay1 her hasta erisememektedir.

Kalict hipoparatiroidi i¢in en fizyolojik ve potansiyel olan kesin tedavi kalsiyum
homeostasini yeniden olusturmak igin paratiroid dokusunun yeniden islev gérmesini
saglamaktir. Bu nedenle en etkin, kalici ve uygulanabilir tedavi yontemi paratiroid
hiicre transplantasyonudur. Literatiirde paratiroid transplantasyonu i¢in direkt nakil,
kiltiire edilmis hiicrelerin nakli ve mikroenkapsiile edilmis hiicrelerin nakli olmak
tizere li¢ temel teknik tanimlanmistir. Direkt nakil teknigi en eski teknik olup kalici
immiinsupresyon gerektirmesi, basar1 oraninin ve sag kalimin diisiik olmasi nedeniyle
glinlimiizde tercih edilmemektedir. Kiiltiire edilmis hiicrelerin naklinde ise hem basar1
orani siirlidir, hem de sag kalim ¢ok uzun degildir. Gerek basari oraninin artmamasi,
gerekse basarili nakillerde sag kalimin uzun olmamasi immun defans hiicrelerinin
varliiyla aciklanmaktadir. Kalict immiinsupresyon uygulamaksizin en yiiksek basari
orant mikroenkapsiilasyon teknikleriyle elde edilmektedir. Zaten en yiiksek basari
oran1 da mikroenkapsiilasyon uygulanmas1 sonrasinda goriilmektedir. Bu islem ile
paratiroid hiicreleri, immiin sistemden korunmalar1 amaciyla g¢esitli biyo-uyumlu
malzemeler ile mikroenkapsiile edilerek omentuma nakledilebilmektedir. BVU
Paratiroid Nakil Unitesi olarak mikroenkapsiilasyonla ilgili in vivo ve in vitro
caligmalar tamamlanarak 2016 yilindan itibaren hastalara mikroenkapsiilasyon nakli
yapilmaktadir. Mikroenkapsiilasyon yontemi ile sag kalim siiresi uzamaktadir. Ancak
tarafimizca gergeklestirilen ¢alismalarda gosterildigi gibi zamanla kapsiillerin
etrafinda  fibrozis goriilmekte ve kapsiiller bu nedenle verimliliklerini
kaybedebilmektedirler.

Bu c¢alismada; mikroenkapsiilasyon tekniginin verimliligini arttirilmasi ve nakil
isleminin optimize edilmesi amag¢lanmaktadir. Bu amagla kapsiillerin verimlilikleri in
vivo kosullarda ve farkli sicakliklarda test edilecek ve elde edilecek sonuglara gore
ilerleyen donemde insan paratiroid transplantasyonu i¢in veri saglanacaktir.

Anahtar Kelimeler: Paratiroid transplantasyonu,  Hipertermi, Piir aljinat,
Mikroenkapsiilasyon
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THE EFFECT OF HYPERTHERMIA ON THE TRANSPLANTATION OF
MICROENCAPSULATED PARATHYROID CELLS TO THE OMENTUM

SUMMARY

Hypoparathyroidism is an endocrine disorder characterized by high phosphorus and
low levels of calcium and parathormone. Injury of the parathyroid glands during
thyroid or other head and neck surgeries, or complete removal of the parathyroid
glands (associated with the surgical method that should be applied especially in
secondary and tertiary hyperparathyroidism, while accidentally occurring in
thyroidectomy) are the most common causes of hypoparathyroidism. As a
conventional treatment, calcium, vitamin D, phosphate and magnesium preparations
are used. There are also recombinant parathormone drugs. However, animal studies
have shown that long-term treatment is also associated with the development of bone
tumors. In addition, not every patient can access it due to its high costs.

The most physiological and potential definitive treatment for persistent
hypoparathyroidism is to restore parathyroid tissue to regenerate calcium homeostasis.
Therefore, the most effective, permanent and viable treatment method is parathyroid
cell transplantation. In the literature, three basic techniques for parathyroid
transplantation have been described: direct transplantation, transplantation of cultured
cells and transplantation of microencapsulated cells. Direct transplantation technique
is the oldest technique and is not preferred today due to the fact that it requires
permanent immunosuppression, and has low success rate and survival. In the
transplantation of cultured cells, the success rate is limited and the survival is not very
long. Both the failure to increase the success rate and the lack of long survival in
successful transplants are explained by the presence of immune defense cells. The
highest success rate without permanent immunosuppression is achieved by
microencapsulation techniques. Already the highest success rate is observed after the
application of microencapsulation.With this process, parathyroid cells can be
transferred to the omentum by microencapsulating with various bio-compatible
materials in order to protect them from the immune system. As BVU Parathyroid
Transport Unit, in vivo and in vitro studies related to microencapsulation have been
completed and microencapsulation transplantation has been carried out to patients
since 2016. With the microencapsulation method, the survival time is extended.
However, as shown in our studies, fibrosis is seen around the capsules over time, and
the capsules may therefore lose their efficiency.

In this study; it is aimed to increase the efficiency of the microencapsulation technique
and to optimize the transplantation process. For this purpose, the efficiencies of the
capsules will be tested by in vivo conditions and at different temperatures and data will
be provided for human parathyroid transplantation in the later period according to the
results to be obtained.

Keywords:Parathyroid transplantation, Hyperthermia, Pur Alginate,
Microencapsulation
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1. GIRIS VE AMAC

Gilintimiizde kalic1 hipoparatiroidili olgularin konvansiyonel terapisinde; kalsiyum, D
vitamini, magnezyum ve fosfor preparatlart kullamlmaktadir. Ilave olarak
rekombinant insan parathormon ilaglar1 da kullanilabilmektedir ancak hastalarin bu
ilaglara erisimi oldukg¢a sinirlidir. Genel olarak bu yaklagimlar kiiratiften ziyade
palyatiftir [1]. Giintimiizde kalic1 hipoparatiroidinin kesin tedavi se¢enegi paratiroid
hiicre allotransplantasyonudur. Bu yaklasimda dondr (doku/organ vericisi) olarak
paratiroid hiperplazisi olup subtotal paratiroidektomi endikasyonu olan olgulardan
eksize edilen dokular kullanilmaktadir [2].

Paratiroid allotransplantasyonunda literatiirde {i¢ temel teknik vardir; direkt nakil,
kiiltiire edilmis hiicrelerin nakli, mikroenkapsiile edilmis hiicrelerin nakli. Direkt nakil
teknigi en eski teknik olup kalict immiinsupresyon gerektirmesi, basar1 oraninin ve sag
kalimin diisiik olmast nedeniyle giiniimiizde tercih edilmemektedir. Kiiltlire edilmis
hiicrelerin naklinde ise hem basar1 oran1 sinirlidir, hem de sag kalim ¢ok uzun degildir
[3, 4]. Gerek basart oraninin artmamasi, gerekse basarili nakillerde sag kalimin uzun
olmamast immun defans hiicrelerinin varhigiyla agiklanmaktadir . Kalici
immiinsupresyon uygulamaksizin en yiiksek basar1 orant mikroenkapsiilasyon
teknikleriyle elde edilmektedir [5].

Ancak mikroenkapsiilasyon nakillerinde en biiyiilk dezavantaj immiinsupresyon
uygulanmamasina ragmen, kapsiile edilen yapinin por girisleri zamanla fibroz yapi ile
kaplanabilmektedir [5, 6].

Fibrdz yapinin olusmasi ile viicut ici sicakligi arasindaki iligki literatiirde bildirilmistir
. Buna gore febril nobet durumlarda por caplarimin genisledigi ve normotermik
kondisyonlarda bu gelismenin regrese oldugu gosterilmistir [7]. Aljinatin yapisinda
lineer ikili Kko-polimer PB-D-mannuronik asit (M) ve a-L-guluronik asit (G)
bulunmaktadir. iki uronik asit monomerinin polimer zinciri boyunca uzanmasi fakl
sekillerde meydana gelmektedir, bu olusum aljinatin kdkenine baghdir.
Polisakkaritlerin depolimerizasyonu, glizodik bagin yikimi ile olur [8]. Bahsedilen

depolimerizasyon islemi iizerinde en 6nemli etken sicakliktir. Aljinat kullanilarak



yapilan mikroenkapsiilasyon islemi sirasinda ve mikroenkaspsiilasyon iglemi
sonrasinda, kapsiillerin etkinliklerini verimli bir sekilde gdsterebilmeleri i¢in maruz
kaldiklar1 sicaklik 6nem arz etmektedir [7]. Mikroenkapsiillerin yapisindaki porlarin
genisligi elektrolitlerin kapsiillerin i¢ine girmesine ve kapsiile edilmis PTH’nin
kaspsiilden sorunsuz bir sekilde ¢ikmasina ve es zamanlt olarak immiin savunma
hiicrelerinin kaspiile girmemelerine neden olmaktadir. Mikroenkapsiiller tizerindeki
porlar da yine polimerizasyon islemi sonucunda olustuklarindan, bahsedilen porlarin
caplarinin genislemesi ve daralmasi sicaklikla dogrudan iligkilidir [7].

Bu bilgiler 1s1ginda ¢aligmamizin amact; kapsiillerin  formasyonuna, porlarin
genigligine ve immiin yanit hiicrelerinin kapsiillere saldirmalarina ve kapsiillerin
tizerinde fibrozis olusumuna sicakligin etkisini arastirmak istemekteyiz. Bunu
yaparken de ¢alisma sirasinda PTH ve Ca*? dlciimleri gerceklestirerek kapsiillerin
fonksiyonelligine bakacagiz. Kapsiiler yapiin farkli sicakliklarda farkli sekillerde
fibréz yap1 olusumuna olan etkisini incelemek istemekteyiz. Caligmay1 kurgularken
literatlir taramalar1 sirasinda en dikkatimizi c¢eken yaklagimlardan birisi; bazi
kanserlerde sicaklik degisimi saglanarak lokal kemoterapi uygulamasinin, ilaglarin
verimliligini arttirmasi oldu . Ayrica bagka bazi calismalarda da sicakligin hem ilag

verimi hem de tedavi etkinligi agisindan degerlendirildigi olgusuyla karsilastik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Paratiroid Tarihce

Paratiroid bezlerinin taninmasi ve biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi, tiroit bezinin
tanimlanmasindan sonra olmustur. Bundan dolay1 da bezin isimlendirilmesi tiroit
bezine dayanilarak yapilmistir. Paratiroid bezleri ilk olarak 1850 yilinda Sir Richard
Owen tarafindan bir hint gergedan1 otopsisinde tarif edilmis ve buna ‘’damarin ortaya
ciktig1 noktada tiroide bagl kiigiik kompakt sar1 glandiiler yap1‘’ olarak tanimlamistir.
Insanlarda paratiroid bezinin varlig1 ise 1880 yilinda Uppsala Universitesinde tip
ogrencisi Ivar Sanstérm tarafindan kesfedilmistir. Bu bezleri yerlesiminden dolay1
’paratiroid’’ olarak isimlendirmistir [9, 10]. Bu yapmin islevi o zamanlar
bilinmemektedir. Bezlerin fizyolojisi hakkinda genis bilgiler sonraki yillarda bilim ve
teknoloji alanindaki ilerlemeler sayesinde ortaya ¢ikarilmistir. 1906 yilinda William
Stewart Halsted, John Hopkins hastanesinde tiroidektomi ameliyatlar1 sonras1 goriilen
tetani komplikasyonlarimin sigir paratiroid dokusu kullanilarak azaldigini ortaya
koymustur. Bu bulgulara dayanarak paratiroid bezlerinin viicuttaki kalsiyum (Ca*?)
metabolizmasinda diizenleyici rolii olabilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmustir [11].

1925 yilinda Viyana Tip Fakiiltesinde Felix Mendel tarafindan hiperparatiroidi
nedeniyle gergeklestirilen ilk bagarili paratiroidektomi modern paratiroid cerrahisinin
baslangict olarak kabul edilmistir. Deneysel paratiroidektomi doksaninci ytlizyilin
baslarinda arastirmacilar tarafindan yapilirken ilk paratiroid nakli 1906 yilinda
Baltimore de WS Halsted tarafindan yapilmistir. Kopek paratiroidlerini tiroit
dokusuna ve cilt dokusuna naklederek ototransplantasyonu ger¢eklestirmistir ve nakil
basar1 orani ise % 61,5 tir. 1924 yilinda ise James Collip tarafindan parathormon
kesfedilmistir. Bundan birka¢ yil sonra Massachusetts Hastanesinde Dr. Joseph
Charles Aub tarafindan parathormon tedavi amaciyla kullanilmaya baglanmstir.
Kursun zehirlenmesine bagli kemik hastaliklarinin  tedavisinde parathormon
kullaniminin serum Ca*? diizeyini yiikselttigi, fosfat seviyesini azalttig1 ve idrarda Ca*?

atihmini hizlandirdig gézlenmistir [12, 13].



2.2 Paratiroid Anatomi

Paratiroid bezleri ortalama 5 x 3 x 1 mm biiyiikliikte olup, 12 x2x I mm-2x2x1
mm arasinda biiyiikliikte degisebilmektedir. Her bir paratiroid dokusunun agirlig1 10-
80 mg, ortalama 35-40 mg’dir [14].

Paratiroid bezleri iist ve alt paratiroid bezleri olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.1).
Genellikle tiroid bezinin her bir kutbunun posterior ve lateral yiiziine yerlesik birer
adet olmak iizere toplam iki ¢ift olarak bulunmaktadir. Ancak say1 ve lokalizasyonlari
kisiden kisiye degisebilmektedir [15]. Yapilan bir ¢alismada 527 otopside iizerinde
calisilan vakalarda %80’inde dort paratiroid bezi, %23’linde {i¢ bez ve %6’sinda bes
bez tespit ettigini bildirmistir. Diger bir ¢calisma da ise 160 otopside %1,9 oraninda bes
paratiroid bezi ve 0,6 oraninda alt1 bez tespit etmistir. Bagka bir ¢alisma da 354 otopsi

sonucu %90,6 oraninda dort bez ve %3,7 oraninda bes bez bulmustur [16].

Sekil 2.1: Paratiroid bezlerinin normal anatomik yerlesimi [14]

Ust paratiroid bezleri 4. brankial postan, alt paratiroid bezleri ise 3. brankial postan
gelisir. Superior paratiroid bezleri krikotiroid eklemin posteriorunda tiroit bezinin

posterior sinirina dogru gog¢ ederler. Superior paratiroid bezleri olgularin %80’inde



inferior tiroit arteri ve rekiirren larengeal sinirinin kesisim noktasi ile bu noktanimn 1
cm yukarisi arasinda kalan alanda (krikotiroid eklem yakininda) yer alirlar. Rekiirren
larengeal sinir hemen superior paratiroid bezlerin medialindedir [17].

Inferior paratiroid bezlerin yerlesimi ise tiroidin alt lobu ve timus ile birlikte yaptiklari
migrasyon nedeni ile daha degigskendir. Olgularin %45-61’inde inferior paratiroid
bezleri tiroidin alt kutbunun inferior, lateral veya posteriorunda; inferior tiroit arterine
gbore daha asagida yer alirlar. Olgularin %28-35’inde tiroitin alt kutbunun hemen
altinda servikal timus ile iliskilidirler; %1 olguda ise 6n mediastende yer alirlar.
Rekiirren larengeal sinir boyunca ¢izilecek frontal bir diizleme gore inferior paratiroid
bezler, rekkiirren larengeal sinire gore daha ventralde yer alirlar [18].

Paratiroid dokusu ektopik yerlesim gosterebilir. Cerrahisi sirasinda {ist paratiroid
bezlerin bulunmaz ise aym taraftaki tiroit bezi i¢cinden oldugu kabul edilir. Alt
paratiroid bezleri isttekilere gore daha genis bir alanda bulunabilir. Bu sebepten
cerrahi eksplorasyonu da daha zor olabilir. Ust paratiroid bezler, kadavrada yapilan
disseksiyonlarda en sik olarak (%77) krikotiroid kdsenin arkasinda veya tiroit {ist
poliiniin arkasinda (%22) bulunmustur [19].

Paratiroid bezlerin kanlanmalar1 temel olarak inferior tiroit arter tarafindan
saglanmakla birlikte superior paratiroid bezlerin kanlanmasi superior tiroit arterinin
posterior dali tarafindan da saglanir [18].

Normal paratiroid bezleri oval veya sferik sekillerde ve kapsiillii olup, sari-kahverengi
sekildedir. ileri yas ile birlikte dokudaki yag miktarmin artmasi sonucu bezin rengi

koyulagsmakta ve normal yag dokusu ile kolay karistirilabilmektedir [20].

2.3 Paratiroid Histoloji

Paratiroid bezi ince bir bag dokusu kapsiille ¢evrilidir. Kapsiilden ayrilan septumlar
organi belirgin olmayan lobiillere ayirir. Bag dokusu yaslanmayla birlikte yag dokusu
hiicrelerin artmastyla genisler.

Parankima hiicre gruplart veya hiicre kordonlar1 seklinde organize olmus endokrin
hiicrelerden ve bunlar arasinda yer alan interstisyel bag dokusundan olusur. Interstisyel
bag dokusu i¢inde kan ve lenf kapsiilleri bulunur [21].

Paratiroid bezleri baslica esas hiicre, oksifil hiicre ve water-clear hiicrelerden

olusmaktadir [22] (Sekil 2.2) .
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Sekil 2.2: Paratiroid bezinin histolojik goriintiisii [21].

2.3.1 Esas Hiicreler

Paratiroid bezinin biiyiik bir kismi esas hiicrelerden olugmaktadir. Esas hiicreler
yaklasik olarak 6-8 mikrometre ¢apa sahiplerdir. Hematoksilen-eosin (H&E)
boyamasinda esas hiicreler, glikojen igeriklerine gore acik pembeden koyu pembeye
kadar degisen bir boyama ¢esitliligi gostermektedir. Ayrica PTH sekretuvar graniilleri
icerirler [22].

Esas hiicreler, hiicre dis1 kalsiyumdaki degisiklikleri algilayarak ve normal kan
kalsiyum seviyelerini diizeltmek veya korumak i¢in uygun miktarda PTH salgilayarak
kalsiyum homeostazinda merkezi rol oynarlar. Bu hiicreler geng ve saglikli bireylerin
paratiroid bezlerinin ana hiicre tipidir. PTH sentezi ve sekresyonu 6ncelikle hiicre disi
kalsiyum ve aktif D vitamini/Kalsitriol tarafindan diizenlenir. PTH’nin bu iki
faktorlinlin baskilanmas1 CaSR(Kalsiyum sensing reseptoril) ve VDR (Vitamin D
reseptoril) tarafindan yapilir [23].

2.3.2 Oksifil Hiicreler

Oksifil hiicreler yaklasik olarak 12-20 mikrometre ¢apindadir. Normal paratiroid
bezinde tek tek ya da kii¢iik kiimeler halinde bulunurlar. Asidofilik sitoplazmalari

mitokondrilerle doludur. Mitokondri yogunlugundan dolay1 hematoksilen-eosin ile



boyandiginda eosinofilik boyama gdsterirler. Fonksiyonu bilinmeyen paratiroid oksifil
hiicrelerin esas hiicrelerden tiiredigi diisiiniilmektedir [22].

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) hastaliginda oksifil hiicreleri belirgin olarak
artmaktadir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda tedavi edilemeyen sekonder
hiperparatiroidizmin kalsitriol ve/veya sinakalset kullaniminda paratiroidin daha
yiiksek oksifil hiicreye sahip oldugu gozlenmistir. Oksifil hiicrelerin bu hastalarda
PTH salgiladig1 gosterilmistir. Ancak ne kadar PTH salgiladiklar1 veya salginin
diizenlenmis olup olmadigi belirsizdir [24].

Oksifil hiicreler esas hiicreler gibi PTH, CaSR VDR ve GCM2 ( Paratiroid spesifik
transkiripsiyon faktorii) gibi paratiroid ile iligkili genleri eksprese ederler ve ¢ok sayida
mitokondri igermektedir. Bu hiicrelerin sitokrom C ve P450 orani esas hiicrelerden
fazladir. P450 aktif D vitamini olusumunu katalizler. Ancak oksifil hiicrelerin
mitokondrilerinin oldukca degisik, garip sekilli olarak tanimlanmalar1 bu hiicrelerin
cok saglikli hiicreler olmadiklar1 diisiindiirmektedir. Ayrica mitokondri disinda diger

organellerden de fakir hiicrelerdir. Az miktarda lipid ve glikojen igerirler [23].

2.3.3 Water Clear Hiicreler

Water Clear hiicre paratiroid bezinde goriilen tiglincii tip hiicredir. Son derece nadir
olarak goriiliir. Bu hiicrelerin varligi paratiroid hiperplazisi veya paratiroid adenom ile
iligkilidir. Water clear hiicre hiperplazisi veya adenomu ¢ok nadir olmasina ragmen
hiicre lezyonlar1 ayirici tanisinda klinik olarak diistiniilmelidir. Bu hiicreler hamster,
tavsan gibi hayvalarin paratiroid bezlerinde goriilmistiir. Water clear hiicreler hafif
cikintilart olan oval veya yuvarlak gekirdege sahiptir. Sitoplazma g¢ogunlukla
membranla cevrili vakuollerle doludur. Vakuollerin ¢ogu bos goriiniir ya da ince
partikiilli madde ve iplik benzeri yapilar mevcuttur. Water clear hiicreler
desmozomlarla esas hiicrelere baglanir. Serbest ribozom, mitokondri ve glikojen
parcaciklar1 vardir. Golgi aygitlar1 nispeten daha iyi geligmistir. Paratiroid bezinde
esas hiicre ile water clear hiicre arasinda gegis formlar1 gozlenir. Water clear hiicreler

yas ile beraber sayica artmaktadir [22].



2.4 Parathormon

Paratiroid hormonu, paratiroid bezinin baslica esas hiicrelerinden salgilanan ve PTH’1
kodlayan 11. kromozon lizerinde bulunur [25]. Paratiroid oncelikle 115 aminoasitlik
preproparatiroid hormon olarak sentezlenir Endoplazmik retikulumda once N
terminalinden 25 aminoasit ayrilir, 90 aminoasitli pro PTH’ye doniisiir; takiben golgi
organlinde ise N terminalinden 6 aminoasit dizisi daha triptik bir enzimle ayrilarak 84
aminoasitli PTH’ye doniisiir. Bu sekilde 1-84 aminoasit iceren biyolojik olarak aktif

hormona “intakt PTH” olarak isimlendirilir [26-28] (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3:1-84 amnoasitli parathormon (intakt PTH) [29].

Intakt haldeki parathormonun yar: émrii kisadir (2-5 dakika) ve hiicre icinde yikima
ugrayarak N terminal (1-34) ve C terminal (35-84) pargalara ayrilir. N-terminal ucuda
intakt hormon gibi biyolojik aktiviteye sahip ve 5 dakikadan kisa olan yarilanma
Oomriine sahiptir. Etkisini PTH reseptor tip 1(PTHRI1) araciligiyla gosterir. Buna
karsilik biyolojik olarak inaktif olan C-terminal kisim ise 25-30 dakika gibi daha uzun
slire dolagimda bulunur [27, 30].



2.5 Parathormonun Sentezi ve Salgilanmasinin Regiilasyonu

PTH salgilanmasini kontrol eden temel bir hormon yoktur. Serum kalsiyum
konsantrasyonu PTH salgilanmasin1 ve sentezini kontrol eder. Serum kalsiyum ve
PTH arasindaki ters bir iligki vardir. Serumdaki kalsiyum seviyesi diistiigiinde PTH
sentezi ve salgilanmasi artar. Serum kalsiyum seviyesindeki degisiklikler ile PTH
sentezi dakikalar icerisinde gerceklesir. Hipokalsemi devam ederse paratiroid bezi
hiperplazik olarak biiyiir. Kalsiyum PTH sentezi ve salgilanmasinmi regiile etmesi
disinda PTH’un bez igerisinde pargalanmasini da degistirir. Uzun siireli yiiksek
kalsiyum konsantrasyonu PTH sentezini azaltir ve PTH’un hiicre igerisinde
pargalanmasini artirir [31].

Serum magnezyum diizeyi de PTH 1n salgilanmasinda fizyolojik rol oynar. Bu etki
kalsiyum etkisine benzerdir. Magnezyumdaki ani diisme PTH salgilanmasin1 artirir.
Uzun siiren disiik magnezyum seviyeleri PTH salgilanmasint etkileyerek

hipokalsemiye neden olabilir [32] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Parathormonun sentezi ve regiilasyonu [33].




2.6 Parathormonun Etkileri

PTH kemik, bobrek ve bagirsak olmak tizere ti¢ hedef organda etki gosterir (Sekil 2.5).
PTH’1n birincil etkisi kemik ve bobrekleredir. Dolayli olarak bagirsaklara etki eder.
Her bir organda kalsiyum artiric1 yonde etkiler gostermektedir. Genel olarak PTH
kalsiyum ve fosfatt kemikten kana gecisini, bagirsaklardan kalsiyum emilimini
artirmay1 ve bobreklerden fosfat atilimini saglamaktadir. Bu sekilde yiiksek PTH
seviyeleri ile kanda kalsiyum seviyesini artirirken fosfatta bir azalma olusmaktadir
[34].

lCa®
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Osteoblast | Osteoclast
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¥

Sekil 2.5: PTH n etkileri [35].

2.6.1 Parathormon ve Kemik Uzerine Etkisi

PTH kemik tizerinde hem anabolik hem de katabolik etkiler gosterir. PTH kemik
tizerindeki etkisini osteoblastlar ve osteositler iizerinden dogrudan gosterirken,
osteoklastlar iizerinden dolayli etkileri araciligiyla diizenler [36]. PTH osteoklast

sayisini ve rezorpsiyonunu artirirken diger yandan da osteoblast aktivasyonu yoluyla
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kemik yapimini uyararak kemik dongiisiinii artirir. Bu sekilde kemik homeostazini

korurken kalsiyum fosfat metabolizmasini da dengeli tutmaktadir [37].

2.6.2 Parathormon ve Bobrekler Uzerine Etkisi

PTH’1n bobreklerde en 6nemli fizyolojik etkisi kalsiyum geri emilimini artirmaktir.
Glomerulden filtre olan kalsiyumun %98-99’u reabsorbe edilmektedir. Bu
reabsorbsiyonun yaklasik %90°1 proksimal tiiplerde ve Henle kulpunun inen kolunda,
geri kalan %1-2 kismi ise distal tiiplerde meydana gelmektedir. Distal tiiplerde
kalsiyum geri emilimi PTH tarafindan artirilmaktadir. Ancak proksimal tiiplerde ve
Henle kulpundaki reabsorbsiyon PTH bagli gerceklesmez. Kan PTH’sindeki
degisikliklere bobrekler hizlica cevap vererek kan kalsiyumunun ayarlanmasini
saglarlar [32, 38].

Ayrica glomeriilden filtre olan inorganik fosforunda %85-90’ reabsorbe edilmektedir.
Bu geri emilimin biiylik kism1 proksimal tiiplerde aktif transport seklindedir ve PTH
trafindan inhibe edilir. Paratiroid bezlerinin fosfatiirik etkisi PTH yanit vermesinden
10-15 dakika icerisinde gergeklesmektedir. PTH fosfat geri emilimin yaninda sodyum,
potasyum ve bikarbonat geri emilimini inhibe eder; magnezyum ve hidrojen geri
emilimini artirir. Bu etkinin kalsiyum homeostazina direk etkileri mevcuttur.
Bikarbonatin yol agtig1 asidoz ( kalsiyumun kan alblimini ile baglanmasin1 azaltarak
ve kemik mineral ¢6ziinmesini artirarak) mevcut hiperkalsemi semptomlarini artirir.
PTH, dirikasitin renal klirensini azaltmasi sebebiyle hiperparatiroidi hastaliginda

hiperiirisemi ve dolayisiyla gut goriilebilir [39, 40].

2.6.3 Parathormonun Bagirsaklar Uzerine Etkisi

Saglikli bir insan bir giinde yaklagik 1000 mg kalsiyum alir ve 600 mg’1
gastrointestinal sistemden absorbe edilir. PTH dogrudan veya hipofosfatemik etkisi ile
renal tiibliler 25(OH)D3-1-alfa hidroksilaz enzimini uyararak renal kortikal hiicrelerde
aktif vitamin D metaboliti olan 1,25- dihidroksikolekalsiferol sentezini arttirir.
1,25(0OH)2D3 intestinal mukoza hiicresine girerek sitozolde yerlesen reseptoriine
baglanarak kalsiyum baglayic1 protein olusumunu bdylece kalsiyumun intestinal

liimenden mukoza hiicrelerine girisini ve kana tasinmasini kolaylastirir [32, 41, 42].
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2.7 Paratiroid Hastaliklari

Paratiroid bezlerinin az ¢alismasi ile ortaya ¢ikan tablo hipoparatiroidi olarak, bezlerin
fazla ¢alismasi ile ortaya ¢ikan tabloya da hiperparatiroidi olarak isimlendirilmektedir.
Hipoparatiroidi daha az rastalanan klinik bir tablo olmakla birlikte genellikle
iyatrojenik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Total tiroidektomi. paratiroidektomi ve bas
boyun cerrahisi sonrasi bezlerin tamamen ¢ikarilmasi ya da fonksiyon géremeyecek
sekilde hasar almasi ile meydana geldigi bilinmektedir [43].

Hiperparatiroidi en sik goriilen paratiroid hastaliklaridir. Primer, sekonder ve tersiyer
olmak tizere 3 sekilde goriiliir [44]. Vakalarin % 85 primer hiperparatiroidi hastaliklari
olusturmaktadir [45].

2.7.1 Primer Hiperparatiroidi

Primer hiperparatiroidi (PHPT), parathormonun asir1 salinimi ile karakterize olan,
kalsiyum metabolizmasinin regiilasyonunda bozukluk ile sonuglanan endokrin bir
hastaliktir [46]. PHPT ayaktan basvuran hastalar arasinda hiperkalseminin en sik
rastlanan nedenidir [47]. Yatan hastalarda ise hiperkalseminin en sik nedeni
malignitelerdir. PHPT’li hastalarin ¢ogu postmenopozal kadinlardir. Durum insidansi
yasla birlikte artar ve tanidaki ortalama yas 55'dir [48].

PHPT'li hastalarin biiylik ¢ogunlugunda tek, iyi huylu, paratiroid adenomu bulunur.
PHPT vakalarinin yaklasik% 80'ini olusturur. Dort gland paratiroid hiperplazisinin
baskin form oldugu multiglandiiler hastalik, vakalarin% 15-20'sinde goriiliir.
Multiglandiiler hastalik ayrica iki ve ¢ok nadiren ii¢ adenom olarak ortaya ¢ikabilir.
Paratiroid karsinomu tiim PHPT vakalarinin %]1'inden azim1 olusturur . Paratiroid
kanseri, 1y1 huylu muadillerinden ¢ok farkli bir sekilde ortaya ¢ikar. Paratiroid kanserli
hastalar tipik olarak ¢ok daha yiiksek serum kalsiyum ve PTH seviyelerine ve hedef
organ tutulumuna dair kanitlara sahiptir. Ayrica daha geng¢ hastalarda goriilmektedir.
Paratiroid kanserli hastalar ABD ve Cin'de daha fazla goriilmektedir [49].

PHPT iskelet sistemi, bobrek, gastrointestinal sistem bulgulari, néromuskuler
bulgular, psikiyatrik bulgular ile kendini goserebilir. Hastaligin basinda bir¢ok hasta
asemptomatiktir. Ulkemizde hastaligm ileri doneminde bdbrek taslari veya kemik
lezyonlar1 ile tani konulmaktadir. Ancak gelismis iilkelerde rutin biyokimya

kontrolleri ile ¢ok basinda hiperkalsemi tanisi1 konulmaktadir. Hiperkalseminin yol
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actig1 en belirgin semptom yorgunluktur. Bununla beraber kas gii¢siizliigli, istahsizlik,
bulant1, kabizlik, poliiiri ve polidipsi gibi yakinmalar nedeniyle yapilan incelemelerde
bu belirtilerin hiperparatiroidiye bagli oldugu anlasilir. PHPT nin tek kiiratif tedavi
yontemi cerrahidir [50-52].

2.7.2 Sekonder Hiperparatiroidi

Sekonder hiperparatiroidi (SHPT), paratiroit bezlerinin dis faktorler nedeniyle
uyarilarak, PTH iiretimini arttirmalar1 ve sonugta hiperplazi (%98) veya adenomatoz
(%2) olarak degisiklige ugramalaridir. Kanda azalmis iyonize kalsiyum, artmis fosfor
ve PTH diizeyi ile tan1 koydurur [40].

En sik Kronik Bobrek Yetmezligi hastalarinda goriilmektedir ve bu nedenle renal
hiperparatiroidi olarak da adlandirilir. Diyaliz hastalarinin  ¢ogunda sekonder
hiperparatiroidi goriilmektedir. Fosfatin renal tiibiiler absorbsiyonundaki anormallige
bagl olarak viicuttan fosfor atilimi azalir ve hiperfosfatemi gelisir. Bobrekte 25-
hidrokolekalsiferoliin ~ 1.25-  dihidroksikolekalsiferole  (aktif D  vitamini)
doniistimiindeki bozukluk da kalsiyumun bagirsaktan emilimini azaltir. Serumda
yiiksek fosfat diizeyi ve azalmis D vitamini tiretimi hipokalsemiye neden olur ve ayni
zamanda parathormon sentezinde artmaya yol agar. Sonucta paratiroid hiperplazisi
meydana gelir [53].

SHPT hastalarinin bazilar1 sadece laboratuvar ve radyolojik olarak ortaya konan,
asemptomatik hastalar olabildigi gibi ciddi semptomlarla da hastaneye basvurabilirler.
Tedavi edilmemis hastalarda kemik agrilar1 ve patolojik kiriklara yol agabilecek
progresif kemik hastalig1, osteitis fibroza sistika, nefrolitiazis, yumusak doku
kalsifikasyonlar1 (pankreatik, vaskiiler ve deri), pruritis, mental degisiklikler, anemi,
insiilin rezistansi ve hipertansiyon goriilebilir [54].

Sekonder hiperparatiroidi hastalarinda temelde medikal ve cerrahi olmak iizere 2
tedavi yaklasimi mevcuttur. Medikal tedavide; fosfor baglayici ajanlar, kalsimimetik
ilaglar ve D vitamini ve analoglar1 kullanimaktadir. Cerrahi tedavide ise subtotal
paratroidektomi, total paratroidektomi ve total paratroidektomi + ototransplantasyon

kabul goren yaklasimlardir [55].
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2.7.3 Tersiyer Hiperparatiroidi

Tersiyer hiperparatiroidi; sekonder hiperparatiroidi gelismesi sonucu hiperplazik
dokularin otonomi kazanmasi ile olusur. En sik kronik bobrek yetmezligi sonucu
bobrek nakli olan hastalarda goriilmektedir [53]. Bununla birlikte diyaliz hastalar1 ve
gastrointestinal malabsorpsiyon sonucu uzun dénem goriilen hipokalsemi sonucu da
gelisebilir. Bu hastalarda uzun siire devam eden hipokalsemi paratiroid esas
hiicrelerinde hiperplazisine ve PTH’in yiikselmesine neden olur. Ancak primer
bozukluk basarili bobrek nakli sonrasi da devam eder ve hiperplazik paratiroid dokusu
diizelmez, PTH’yi yiiksek miktarda salgilamaya devam eder. Sonug¢ olarak,
hiperplazik bezler kalsiyum ve kalsitriol tedavisinin kesilmesine ragmen otonom
olarak islev gordiigii icin hastalarda serum kalsiyum diizeyleri normal veya yiiksektir
[56]. Tersiyer hiperparatiroidi dort bezin de hiperplazisi neden olur. Hastalar kemik
agrilari, kasinti, bobrek taslar1 ,pankreatit, yumusak doku kalsifikasyonlar1 goriiliir
[57]. Tersiyer hiperparatiroidi de en etkili tedavi yontemi cerrahidir. Subtotal
paratiroidektomi veya total paratiroidektomi +ototransplantasyon yapilmaktadir.
Medikal tedavide; kalsimimetik ilaglar ve D vitamini ve analoglar1 kullanimaktadir
[58].

2.7.4 Hipoparatiroidi

Hipoparatiroidi; hipokalsemi, hiperfosfatemi ve idrarda yiiksek kalsiyum atilimina yol
acan, dolagimdaki PTH yoklugu veya diisiik olmasiyla karakterize edilen bir endokrin
hastaliktir. Hipoparatiroidinin en yaygin sebebi boyun cerrahisi sirasinda paratiroid
bezlerinin tamamen ¢ikarilmasi veya hasar verilmesidir. Bunun yaninda otoimmiinite,
genetik nedenler, radyasyon, metastaz ve agir metallerin depolanmasi gibi nedenlerle
paratiroid bezlerin harabiyetine bagli olarak da gelisebilmektedir (Tablo 2.1).
Hipoparatirodi de klinik tablo parestezi, karincalanma, kas kramplarindan
laringospazm ve nobetler gibi ciddi semptomlara kadar degisir. Ozellikle baz1 genetik

nedenlerle gelisen hipoparatiroidi de hipokalsemi asemptomatiktir [35, 59, 60].
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Tablo 2.1: Kalic1 hipoparatiroidi Nedenleri

Tiroidektomi, paratiroidektomi, bas ve
boyun cerrahisi

Otoimmiin nedenler Otoimmn poliglandular sendrom

Izole hipoparatiroidi ile seyreden
GCM2, PTH, CaSR, GNA1ll
mutasyonlar1

Digeorge Sendromu

HDR Sendromu

Sanjad —Sakati ve Kenney-Caffey tip
Isendromlari

Mitokondrial DNA, X-linked
Metastazlar, hemokromatozis, Wilson

Cerrahi sonrasi1 hipoparatiroidi

Genetik nedenler

Infiltrasyon

hastalig1
Radyasyon Radyoaktif iyot tedavisi
Elektrolit Bozukluklar Hipermagnezemi, hipomagnezemi
Enfeksiyon HIV enfeksiyonu
PTH’a direng¢ sendromlar1 Psddohipoparatiroidi

Cerrahi sonras1 hipoparatiroidi; yetiskinlerde hipoparatiroidinin en yaygin sebebidir.
Tiroit veya paratiroid cerrahisi, maligniteler veya boyun diseksiyonlar1 cerrahisi
sonrast akut veya kronik hipoparatiroidiye neden olabilir. Cerrahi sonrasi gegici
hipoparatiroidi daha yaygindir. Kronik hipoparatiroidi daha az goriiliir. Kronik
hipoparatiroidinin tanist konulmak i¢in hipoparatiroidinin ameliyattan sonra en az 6
ay devam etmesi gerekir. Cerrahi sonrasi hsipoparatiroidi oranlar1 merkezler arasinda
ve uzman cerrahlar arasinda degisebilmektedir [61].

Deneyimli endokrin cerrahin tiroid cerrahisi sonrasi kalici hipoparatiroidi hastas1 %
0,9 ile % 1,6 oraninda bildirilmistir. Birden fazla boyun ameliyat1 ge¢iren hastalarda
hipoparatiroidinin ¢ikma olasilig1 daha yiiksektir [59].

Otoimmiin hipoparatiroidi; cerrahi sonrasi hipoparatiroididen sonra en yaygin
hipoparatiroidi seklidir [62]. Otoimmiin hipoparatiroidi izole veya otoimmiin
poliglandiiler sendromun (APS) bir parcasi olabilir [63]. Yapilan bir ¢alismada
idiyopatik hipoparatiroidi 75 hastanin %38’inde, idiyopatik Addison hastalig1 olan 92
hastanin % 26’sinda, Hashimoto tiroidi olan 49 hastanin %12’sinde ve 245 normal
kontrol bireylerinin %6°‘sinda anti-paratiroid bezi antikorlarina rastlanmistir. Daha
sonra yapilan ¢alismalarda otoimmiin hipoparatiroidi, idiyopatik hipoparatiroidi veya
APS tip 1 (APS-1) bulunan 25 hastanin 5'inde (% 20) serumun da kalsiyum algilayict

reseptor (CaSR) ile immiinoreaktiviteye sahip oldugunu bildirilmistir.
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Genetik nedenlere dayali hipoparatiroidi vakalarin %10’undan azin1 olusturmaktadar.
Ancak g¢ocuklarda goriilen hipoparatiroidinin ana nedeni kromozal bozukluklardir.
Genetik kokenli olan bu olgular genellikle izole hipoparatiroidi veya otozomal
dominant hipokalsemidir. Di-George sendromu, Otoimmiin poliendokrin sendrom tip

1 gibi hastaliklar genetik nedenli hipoparatiroididir [64].

2.7.4.1 Hipoparatiroidi Tedavisi

Kronik hipoparatiroidi hastalar1 i¢in dmiir boyu kalsiyum ve aktif D vitamini
replasmani ve takibi gereklidir. Hipoparatiroidinin tedavisi, semptomlarin varligina,
derecesine ve etyolojiye gore diizenlenir. Asemptomatik ya da hafif sendromlu olan
hastalarda oral ilaclar genellikle yeterli olmaktadir. Ancak agir semptomlar1 olan
hastalar i¢in intravendz kalsiyum ile hipokalsemi durumu acil olarak tedavi edilmelidir
[35].

Asemptomatik olan hipokalsemi durumlarinda tedavi genellikle oral ilaglar ile
yapilirken, yasami tehdit eder semptomlarin varliginda hipokalsemi acil olarak
diizeltilmelidir [65]. Karpopedal spazm, tetani, konviilsiyon gibi belirtilerin varliginda
hemen miidahale edilmeli ve intravenéz kalsiyum infiizyonu ile hipokalsemi
diizeltilmelidir [35].

Semptomlar1 belirgin olmayan ve serum kalsiyum seviyesi hafif diigiik olan hastalarda
oral olarak tedavi baglanabilir. Uzun siireli hipokalsemisi olan hastalarda kalsiyum
seviyeleri diisiik olmasina (<7 mg/dl) ve hipokalsemi olmasina ragmen semptomlari
belirgin olmayabilir. Bu durumlarda da oral tedaviler ile takip yapilabilir ancak hasta
yakin izlem ile tetani riski degerlendirilmelidir [66].

Uzun siireli tedavi igin oral kalsiyum preperatlari kullanilir. Bu amacla kullanilan
kalsiyum preperatlarinin elemental kalsiyum igerikleri farklidir. Genel olarak giinliik
gereksinim 500-2000 mg elemental kalsiyum kadardir [67].

Serum kalsiyum seviyesini yiikseltmek icin oral kalsiyum preparatlari yaninda
gastrointestinal emilimi artiracak D vitamini tedavisi de vermek gerekir[68]. Bu
amagla ergokalsiferol (vitamin D2) veya kolekalsiferol (vitamin D3) kullanilabilir
[66].

Hastalarin kronik gereksinimlerine gore tedavi dozlari ayarlandiktan sonra belli
araliklarla kontrol onerilir. Bu kontrollerde serum kalsiyum seviyeleri takip edilerek,

serum kalsiyum seviyesinin riskli olmayan seviyelerde tutulmasi amaglanir. Hastanin
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tetani egilimi olmamasi1 gerekir. Genellikle serum kalsiyum seviyesinin 8§ mg/dl
tizerinde oldugunda bu risk goriilmez [69].

Uygulanan kronik hipoparatiroidi tedavisindeki amag¢ hipokalsemi semptomlarini
ortadan kaldirarak yasam kalitesini artirmak, hiperkalsitiri ve hiperfosfatemiden

kaginarak kronik komplikasyonlart 6nlemektir [1].

2.7.4.2 Hipoparatiroidi Alternatif Tedavi Yontemleri

Giliniimiizde uygulanan kalici hipoparatiroidinin tedavisi hastaligin sonucu olan
hipokalseminin ortadan kaldirilmasimna yonelik uygulanan bir tedavi seklidir.
Hastaligin asil nedeni olan hipoparatiroidi halen devam etmektedir [4].

Rekombinant insan PTH preparatlar1 son yillarda hipokalsemi tedavisinde
kullanilmaktadir.1-34 aminoasit teriparatid ve 1-84 aminoasit natpara seklinde ticari
kullanimlar1 mevcuttur. Ancak maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle ¢ogu hasta bu
ilaglara ulasamamaktadir [70-73].

Kalict hipoparatiroidinin tedavisinden son yillarda paratiroid allotransplantasyonu

basarili sekilde yapilmaktadir [3].

3. Paratiroid Nakli

Kalic1 hipoparatiroidinin gliniimiizde bilinen en etkin tedavi yontemi kalsiyum, D
vitamini, fosfat ve magnezyum preparatlaridir [60]. Bu yaklasimda tedavi edilen
hipoparatiroidinin kendisi degil, bunun sonucu olan hipokalsemidir. Bunun yaninda
bircok alternatif tedavi yontemleri de denenmistir [4]. Kalici hipoparatiroidinin
tedavisinde  paratiroid  ototransplantasyonu  ve allotransplantasyonu  da
hipoparatiroidinin hem tedavisinde hem de hastaligin tamamen ortada kaldirilmasinda
gliniimiizde kullanilan en etkin tedavi yontemlerindendir.
Paratiroit transplantasyonunda literatiir de {i¢ temel teknik vardir;
I.  Kalic1 hipoparatiroidi riskini azaltmak icin tiroidektomi sirasinda paratiroid
dokusunun ototransplantasyonu
Il.  Kalict hipoparatiroidi hastalarinda kiiltiire edilmis hiicrelerin kas dokusuna
ototransplantasyonu veya allotransplantasyonu
I1l.  Kalic1 hipoparatiroidi hastalarinda mikrokapsiillenmis paratiroid hiicrelerinin

ototransplantasyonu veya allotransplantasyonu [3].
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3.1 Paratiroid Doku Ototransplantasyonu

1975 yilinda yapilan bir ¢caligmada genis bir hasta grubunda paratiroidektomi olan
hastalara yapilan ototransplantasyonlar %93 oraninda basarili olmustur. Bu calisma
ile sadece paratiroid cerrahisinde degil ayni zamana tiroid cerrahisi uygulanan
hastalara da paratiroid bezlerinin fonksiyonlarin1 korumasinda etkili bir yontem
olmustur [74]. Paratiroid ototransplantasyonu kisa siire sonra bas ve boyun
cerrahisinde de kalic1 hipokalsemi riskini azaltmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir
teknik haline gelmistir [75, 76].

Tiroit cerrahisi sirasinda paratiroid ototransplanstasyonun endikasyonlari; paratiroid
bezinin yanliglikla ¢ikarilmasi, tiroit eksizyonundan sonra cerrahi numunede paratiroid
bulunmasi gibi durumlardir. Bu gibi durumlarda paratiroid bezi sternokleidomastoid

kas i¢ine yeniden yerlestirilmelidir [75, 77].

3.2 Kiiltiire Edilmis Paratiroid Hiicrelerinin Ototransplantasyonu

Cerrahi sirasinda hasar gérmiis ya da yanlislikla c¢ikarilmis paratiroid dokusunun
yeniden implantasyonu greftin yasamayacagini ve iglevsel olma riskini aza indirebilir
[78]. Ameliyattan sonra hipokalsemi yasayan ¢ogu olguda acil transplantasyon gerekli
olmayabilir. Bu durumda paratiroid ototransplantasyonu kalic1 hipoparatiroidi tanisi
konulduktan sonra transplantasyon yapilir. Cerrahi sirasinda cikarilan paratiroid

dokusu dondurulup kiiltiire edildikten sonra kalic1 hipoparatiroidi nakil edilir [79-81].

3.3 Paratiroid Allotransplantasyonu

Glinlimiizde, kiiltiirlii paratiroid hiicrelerinin immiinosupresyon kullanilmadan
allotransplantasyonu kalict hipoparatiroidi hastalarinin tedavisinde kalsiyum ve D3
vitamini takviyesine bir alternatiftir. Ancak, kiiltiir edilmis paratiroid hiicrelerinin
allotransplantasyon protokoliiniin  olusturulmast uzun yillar almistir [3].
Immiinosupresyon kullanilmadan yapilacak allotransplantasyonlar i¢in paratiroid
hiicre kiiltiirii protokolii Wozniewicz tarafindan gelistirilmistir [82].

Diinyada basarili bir sekilde kiiltiire edilmis paratiroid hiicrelerinin kalici
hipoparatiroidi i¢in immiinosupresyon kullanilmadan insanlarda allotransplantasyonu

ile ilgili ilk ¢alisma 1990 yilinda yapilmistir. Sekonder hiperparatiroidili 2 hastadan
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alinan paratiroid dokular: kiiltlire edilip tiroid cerrahisi sonras1 kalici hipoparatiroidi
olan 18 hastaya nakil edilmistir. Nakilden sonra hastalarin 14 aya kadar greftin
hormonal aktivitesi devam etmistir [83]. 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada ise yine
tiroid cerrahisi sonrasi kalic1 hipoparatiroidi tanis1 konulan 85 hastaya kiiltiire edilmis
paratiroid hiicreleri allotransplantasyonu yapilmistir. Hazirlanan paratiroid hiicreleri 6
haftalik kiiltiirleme isleminin sonunda 60 hastaya bir defa, 25 hastaya da tekrarli
sekilde nakil edilmistir. Nakillerde sagkalim 6,35 +13,08 ay boyunca islevsel kalmigtir
[84].

Paratiroid dokusunun neredeyse yarist endokrin olmayan ve yiiksek derecede
immiinojenik hiicrelerden olusur. Insan 16kosit antijeni (HLA) smuf I antijenleri
paratiroid hiicreleri iizerinde zayif bir sekilde eksprese edilir ve konakei ile greft
reddinin prosesinin indiiklenmesinde rol oynamaz. Bu nedenle, nakil, HLA smif II
antijenlerini gli¢lii bir sekilde eksprese eden antijen sunan hiicreler igermediginde
basarili ve uzun siireli isleyen paratiroid allogreft miimkiindiir. Bu nedenle,
kiiltiirlenmis paratiroid hiicrelerinin allotransplantasyonu, ancak paratiroid dokusu
degil, lenfositlerin, makrofajlarin, graniilositlerin, greft reddinden biiyiik Ol¢iide
sorumlu olan HLA smif II antijenlerini sunan hiicreleri ve endotelyal hiicreleri temsil
eder [3]. 2007 yilindaki 6 haftalik dondurma ve kiiltiirleme islemi ile hazirlanan
protokolde basar1 saglanmis ancak nakillerde istenilen uzun siire sagkalimlar elde

edilememistir [84].

3.4 Paratiroid Allotransplantasyonunda Mikroenkapsiilasyon Teknigi

Paratiroid allotransplantasyonunda sag kalim ile ilgili yapilan ¢aligmalar en fazla 18
aydir [3]. Transplantasyondaki ana sorun nakledilen dokunun alicinin immiin hiicreleri
tarafindan red edilmesidir. Red etmeyi 6nlemek ve nakledilen paratiroid dokusunun
uzun siireli fonksiyon gostermesine iliskin bir siirii calisma yapilmaktadir. En son doku
reddini 6nlemek i¢in aljinat jelleri ile mikrokapsiilleme kullanmigtir. Bu teknik
immiin-korunma alanma sahip olmasi, dokunun beslenmesi igin gerekli besinlerin

gecisinin saglanmasi ile canlilik ve fonksiyonel devamlilik saglandigi gosterilmistir
[85].
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4. Mikroenkapsiilasyon

Enkapsiilasyon; bir maddenin veya bir karisimin baska bir malzeme veya sistem ile
kaplanmasi ya da ¢evrelenmesi ile tanimlanmaktadir [86]. Mikroenkapsiilasyon ise
kati, sivi ve gaz formundaki aktif bir maddenin g¢evresinin yararli 6zelliklerinin
korunarak bir kaplama maddesi i¢ine sarilip kapsiiller haline doniistiiriilmesi ve uygun
kosullarda salinim yapmasina denir [87]. Mikroenkapsiilasyon islemi sonucunda elde
edilen mikrokapsiiller, yar1 gecirgen, kiireye yakin bir sekilde, hafif ve kaplanan
materyali giiglii bir sekilde cevreleyen, caplar1 birka¢ yiiz nanometreden birkag
milimetreye kadar degisen boyutlarda bir yapiya sahiptir [88]. Mikrokapsiil igerisinde
yer alan madde veya karisim cekirdek, i¢ faz veya dolgu olarak ifade edilirken dis
kisimda yer alan duvar ise kabuk, kaplama, duvar materyali veya membran olarak
isimlendirilmektedir [89]. Mikrokapsiillerin goriiniisleri ¢ekirdek materyalinin fiziksel
kimyasal ozelliklerine, kaplama materyalinin kompozisyonuna  ve
mikroenkapsiilasyon teknigine gore degisim gostermektedir [87].

Mikroenkapsiilasyon tekniginin kullanilmasindaki amag, kaplanan materyali stabilize
etmek, fiziksel oOzelliklerini korumak, maddenin taginmasini ve depolanmasini
kolaylastirmak, kaplanacak maddenin bagska maddelerle reaksiyona girmesini dénlemek
amactyla yapilmaktadir [90]. Giinlimiizde mikroenkapsiilasyon teknigi gida,

kozmetik, farmakoloji, tip gibi ¢ok genis alanlarda kullanilmaktadir [87, 91].

4.1 Hiicre Mikroenkapsiilasyonu

Hiicre kapsiilleme teknolojisi canli ve fonksiyonel hiicrelerin yar1 gecirgen bir matris
i¢cinde tutulmasini amaglamaktadir. Kullanilan matris biyolojik olarak uyumlu olmali
ve hiicre sagkalimini saglamalidir. Bu nedenle gelen besin maddelerine ve giden toksik
metabolitlara gegirgen olmalidir [92]. Mikroenkapsiilasyonunda diger ozellikler
amaca yonelik olarak degisiklik gosterebilir. Ornegin diyabet, anemi, hiicre
implantasyonu gibi hastaliklari tedavi etmek i¢in kapsiilleme teknikleri arastirilmustir.
Nakil yapilan hiicreler istemeyen yan etkilere yol acan immiinsresyon ilaglarinin
kullanilmasini 6nlemek igin konakg1 bagisiklik sisteminden korumalidir. Bu nedenle,
matris, gelen sinyal molekiiliiniin gecisine ve giden yanita izin verirken, antikorlar1 ve
T hiicrelerini bloke etmek i¢in ince ayarlanmig bir polara sahip olmalidir [8, 93,

94]. Ayrica, minimal bir konak¢i reaksiyonu ortaya ¢ikarmali ve hiicrelerin
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korunmasini siirdiirmek i¢in diisiik bir bozulma kinetigine sahip olmalidir. Ancak doku
onarimi veya yenilenmesine yonelik uygulamalar igin, matrisin biyolojik olarak
bozunabilirligi istenebilir. Matris bozuldugunda, i¢indeki hiicreler ¢ogalir ve onlari
tutmak i¢in kullanilan yapay olanin yerine kendi hiicre dis1 matrisini olusturabilir [8].
Bu teknolojinin farkli uygulamalart g6z oniine alindiginda, 6zel gereksinimleri
kargilamak i¢in birgok biyomalzeme Onerilmistir. Hiicre kapsiillenmesi i¢in uygun
malzemeler, hiicre dis1 kapsiilii taklit etmeli ve hiicrelerin varligiyla uyumlu olmalidir.
Bu malzemelerin  ¢ogu, hidrojel olusturan dogal olarak iiretilmis
polimerlerdir. Hidrojeller, {i¢ boyutlu aglar olusturmak i¢in ¢apraz baglanan hidrofilik
polimerlerden olusan malzemelerdir. Bunlar, implante edildiginde, ¢evre sivilarla
daha az ara yiizey baskisi nedeniyle diisiik protein adsorpsiyonuna neden olan
yumusak, yiiksek gozenekli yapilardir. Dogal malzemelerden iiretilen hidrojeller,
bir¢ok insan dokusunun hiicre dig1 matrisine benzer bir yapiya sahiptir [92].

Aljinat bazli hidrojeller, hiicre mikrokapsiilasyonu i¢in en sik bildirilen malzemelerdir.
Kapsiillenmis allojenik veya ksenojenik hiicreleri korumak i¢in ¢ok sayida polimer
tanimlanmis olmasina ragmen aljinat en ¢ok kullanilan polimer olmustur. Tek basina
veya diger polimerlerle kombinasyon halinde kullanilmistir. Aljinat miikemmel

biyouyumluluk ile alglerden saflastirilmis dogal bir polisakkarittir [8].

4.2 Aljinat

Aljinat; B-D(1-4)-Mannuronik Asit ( M) ile a-L(1-4)- Guluronik Asit (G)
monomerlerinden olusan biobozunabilen lineer bir polisakkarit kopolimeridir [95].
Bir¢ok farkli kahverengi deniz yosunu, Pseudomonas ve Azotobacter tarafindan
tiretilir.

Aljinat, terapotik ajanlarin  kapsiillenmesi i¢in yaygmn olarak kullanilan bir
polimerdir ve pankreatik adaciklarin ilk basarili mikrokapsiilasyonu bir ¢alima ile
rapor edildiginden beri, canli hiicrelerin kapsiillenmesi i¢in en ¢ok caligilan materyal
haline gelmistir. Su bazli bir aljinat ¢ozeltisine gok degerli katyonlar (6rn. Ca *?)
eklendiginde, iyonik zincirler arasi kopriiler olusturan bitisik aljinat zincirlerini
baglarlar. Bu sekilde hiicrelerin hayatta kalmasiyla uyumlu hizli bir sol-jel gegcisine
neden olur. Genellikle katyonlarin G bloklarina baglandig1 varsayilir, ancak yeni
caligmalar M blogunun polimer zincirlerinin ¢apraz baglanmasinda aktif bir rol

oynadigini diisiindlirmektedir. Dogal olarak olusan bir biyomateryal olan aljinatta, G
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ve M bloklar1 arasindaki nispi oran sabit degildir ve ¢ikarildig1 deniz yosununa
baglidir. Aljinatlarin mekanik 6zellikleri G ve M bloklarinin oranindan etkilenir ve
beklendigi gibi yiiksek G aljinatlar1 sikistirmada ve gerilme testlerinde daha giiglii
jeller olusmasina neden olur [92, 96, 97].

Aljinat, yiiksek G igerigine sahip aljinatlarda bulunan en agik yapiya sahip genis bir
gozenek boyutu dagilimi (5-200 nm) ile karakterizedir. Aljinatin gecirgenligi
sertlesme iyonlarmin konsantrasyonu ve dogasindan biiyiik 6l¢iide etkilenir; daha
yuksek iyon konsantrasyonlar1 daha siki yapilar olusturur ve bunun sonucunda jel
disindaki biiyiik molekiillerin difiizyon hizini azaltir [98].

Aljinat jelinin vivo ¢oziinmesi, G / M bilesimine baglidir ve ¢apraz baglanan
iyonlarin, ¢evredeki sivilarin tek degerli katyonlar1 ile degistirilmesiyle meydana
gelir. Bir kez baglandiktan sonra polimer zinciri, konak¢inin biyolojik aktivitesi ile
parcalanmaz. Aljinat alginaz enzimi tarafindan parcalanabilir, ancak bu enzim
memelilerde mevcut degildir. Bununla birlikte, aljinatin bozulmasi zincirin kimyasal
modifikasyonlar1 ile manipiile edilebilir. Sodyum peroksit kullanarak hafif bir aljinat
oksidasyonu, jel olusturma kabiliyetine 6nemli Olglide miidahale etmeden sulu
ortamda bozulan bir polimere yol agar [98].

Aljinat, hiicre kapsiillenmesi i¢in acik arayla en ¢ok calisilan malzemedir ve birgok

biyomedikal uygulama igin benimsenmistir [98].

5. Hipertermi

Insanlar tim yasamsal faaliyetlerini ancak belirli viicut sicakhiginda
stirdlirebilmektedir. Normal viicut sicakligi 36,5-37,2°C olarak kabul edilmistir. Bir
kisinin viicudunda deri ve ekstremitelerin sicakliklar1 birbirinden farklidir. Rahat bir
dis ortam sicakliginda bulunan bir Kisinin ortalama sicakligi 33-34 °C arasindadir.
Viicut i¢ 1s1s1n1 rektal 1s1 olusturur ve 37°C’dir. A8z igi 1s1 ise 36,5-37°C arasindadir.
Viicutta yer alan dokularin 1silari, kisinin hareket etmesine, yeme-igme durumuna,
giinlin degisik saatlerine, kadinlarin menstriiasyon dénemine ve atesli bir hastalik
olmadik¢a 37°C’de sabit tutulmaya calisilir. Viicut sicakligi giin i¢cinde +£0,6°C’lik
sapmalar gosterebilir [99].

Viicuttaki ana 1s1 kaynagi, i¢ organlarda ve dokularda, zorunlu termogenez olarak da
bilinen metabolik siireclerle iiretilen termal enerjidir. Fakiiltatif termogenez olarak

adlandirilan ek 1s1 tiretimi, goniillii kas ve davranis aktivitesi yoluyla veya istemsiz
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olarak otonom sinir ve endokrin sistemleri tarafindan gergeklestirilir. Is1, ortam
sicaklig viicut sicakligini astiginda ortamdan iletim ve konveksiyon ve giinesten veya
diger kaynaklardan yayilan radyasyon yoluyla da pasif olarak elde edilebilir [100].

Is1 viicuttan dort yolla dagilabilir. Dinlenme sirasinda , %60°1 radyasyon ile 1s1 kaybu,
%?20’si terleme yoluyla ve %20’si konveksiyon ile 1s1 kaybidir. Bunun yaninda,
egzersiz sirasinda terleme ile 1s1 kaybi, 1s1 kaybinin %80°’ni olusturan baskin bir
mekanizma haline gelir, 1sinin %15°1 konveksiyon ile kaybedilir ve %5 1s1 kayb1 da
radyasyondur. Sicaklik, nem ve ¢evredeki havanin hizi bu oranlar1 degistirebilir [101].
Organizmada viicut 1s1s1n1 sabit tutan ve diizenlenmesini saglayan merkez, santral sinir
sistemidir. Is1 dlizenlemesinde, santral sinir sistemi; hipotalamus ve limbik sistem ile
asag1 beyin sap1, medulla spinalis ve sempatik ganglionlara kadar bir¢cok yap1 gorev
alir. Bu yapilar arasinda 6n hipotalamus esas merkez islevi yapar. Burasi deri ve i¢
organlardan gelen 1s1 ile ilgili uyarilar1 degerlendirir. Viicuttan 1s1 kaybin1 artirarak ya
da azaltarak, viicut 1sis1 sabit tutmaya caligir [102].

Hipertermi; kullanilan referansa baglh olarak viicudun sicakliginin 37,5-38,3°C*den
daha yiiksek bir sicaklik iizerine ¢ikmasi olarak tanimlanir. Hipertemi kontrollii ve
kontrolstiz olarak siiflandirilabilir.

Kontrolsiiz hipertermi de, termoregiilator 1s1 kaybr mekanizmalar1 kullanilir, ancak
sicakligr normal fizyolojik sicaklik noktasina diisiiremez. Siddetli fiziksel egzersiz
veya efor, dehidrasyon, sicak ¢arpmasi drnekler arasindadir. Asiri pireksi olarak da
adlandirilan 41°C’den daha yiiksek sicakliklara sahip siddetli hipertermi vakalari,
hipotalamik lezyonlara( fel¢ ve tiimorler) , endokrin bozukluklari (tiroit veya
feokromositoma krizi), malign hipertermi ile noroleptik maligniteler de goriilebilir.
Kontrollii hipertermi, hipotalamik sicaklik ayar noktasmin yukari dogru kaymasi
olarak adlandirilir. Cekirdek sicakligindaki konak savunmasi i¢in optimum seviye de
bir artis ile iliskilidir. Genellikle enfeksiyonlarla iligkili ve konak¢i sagkalimim
tyilestirmeyi amaglayan bir mekanizmadir. Bununla birlikte sicaklik neredeyse hic
42°C tizerine ¢ikmaz [99].

Hipertermi tedavisi 6zellikle kanser olmak iizere birgok hastaligin tedavisinde uzun
yillardir kullanilmakta ve birgok terapotik faydasi bulunmaktadir. Ayrica damar
gozeneklerinin boyutunda artisa neden olarak enkapsiile edilmis ilaglar ve monoklonal
antikorlar ve ilag tagityan polimerler gibi makromolekiiler tedavi ajanlariin doku i¢ine

penetrasyonunu artirirlar [103].
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Tedavi sirasinda optimum hipertermik sicaklik ilag dagitimimin anahtaridir. Ilk olarak
etkin ilag salinimi i¢in uygun sicaklik belirlenmelidir. Yiiksek sicakligin ilag kan
akisin etkiledigine dikkat edilmelidir. Hafif hipertermik sicakliklar kan akigini ve
vaskiiler gecirgenligi artirmaktadir (Sekil 2.6). Ancak hafif hiperterminin altindaki
sicakliklarda ilag kan akisi gozlenmeyebilir. Bu nedenle kapsiillenmis ilaglarin

etkinligi artirmak i¢in en uygun hipertermik sicakligi hedeflemek 6nemlidir [103].

Normal Viicut Sicakhigi (37°C) | | Hafif Hipertermi(39-43°C) Hipertermi (<43°C)

Sekil 2.6: Hiperterminin vaskiilariteye etkisi [103]
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3.GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg

3.1.1 Kimyasallar

Tablo 3.1:Tez asamasinda kullanilan kimyasallar asagidaki tabloda yer almaktadir.

Kimyasallar Marka

PBS Panbiotech
Kollejenaz Thermo Fisher
Dnaz Applichem
HEPES-Ham’s F10 Gibco
McCoy’s 5A Gibco

%?2’lik ultra saf aljinat Pronova UP MVG; Nova Matrix
CaCl2 Merck

RPMI 1640 Gibco

FBS Panbiotech
DMSO Santacruz
Penisilin/Streptomisin Gibco

BSA Merck

NEAA Gibco
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3.1.2 Sarf Malzeme

Tablo 3.2:Tez asamasinda kullanilan sarf malzeme asagidaki tabloda yer almaktadir.

Kimyasallar Marka

Mikropipetler Eppendorf

15 ve 50 mI’lik tiipler Capp

2 mI’lik kriyotiipler Corning

Serolojik pipet uglart Capp

70 um’lik cell-strainer BD Biosciences

Siringa Genject

Petri SantaCruz

Flask SantaCruz

Bistiiri Braun

5 ml’lik sar1 kapakl jelli tiipler BD Vacutainer
3.1.3 Kitler

Tablo 3.3:Tez agamasinda kullanilan kitler asagidaki tabloda yer almaktadir.

Kitler Marka

Human Parathyroid hormone (PTH) Abbkine KTE62624
ELISA Kit

Rat Parathyroid hormone (PTH) .
ELISA Kit Abbkine KTE100390

3.1.4 Cihazlar
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Tablo 3.4:Tez agsamasinda kullanilan cihazlar agagidaki tabloda yer almaktadir.

Cihaz Adx

Cihazin Firmasi

Santrifiij

Laminar Kabin
Etiiv

Distile Su Cihazi
Vorteks

Floresan Mikroskop
Su Banyosu

Derin Dondurucu -80
Buz Makinesi
Hassas Tart1
Otoklav

Muse Hiicre Sayim Cihaz1

Buzdolab1

Hettick

Fisher Scientific
Niive

Sartarius Stedim Biotech
Stuart

Zeiss

Niive

Haier

Scotsman
Precisa

Niive

Merck
Beko

3.2 Yontem
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3.2.1 In Vitro Deneyler

3.2.1.1 Paratiroid Dokusu

Bezmialem Vakif Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay aliarak (
54022451-050.05.04) tez ¢alismasi1 kapsaminda kullanilacak paratiroid dokusu temin
edildi.

Bu calismada kullanilan paratiroid dokusu; sekonder hiperparatiroidi tanis1 almis ve
medikal tedaviden fayda gormemis, son tedavi segenegi olarak cerrahi planlanan,
Nefroloji Klinigi, Genel Cerrahi Klinigi tarafindan degerlendirilerek hiperplazi 6n
tanis1 almig ve operasyon endikasyonu konmus hastalardan alinan dokulardan
kullanilmistir. Cerrahi sirasinda ¢ikartilan hiperplazik paratiroid dokusunun bir kismi
patoloji incelemesi icin ayrilmis diger kismi da Bezmialem Vakif Universitesi
tarafindan gelistirilen BAVU tasima soliisyonu(Patent No: 2016/15172) igerisinde ve

buz lizerinde laboratuvara ulastirilmistir.

3.2.1.2 Paratiroid Dokusunun izolasyonu ve Kiiltiirii

Laboratuvara ulastirilan doku steril bir sekilde laminar kabine alind1 ve izolayon islemi
burada gerceklestirildi. izolasyon islemi sirasinda yaklasik 0,8-1,0 gr. hiperplazik
paratiroid dokular1 bir petri kabina alinarak iki defa 1X PBS ile yikandi (Sekil 3.1).
Doku petri kab1 iizerindeyken, bistiiri yardimiyla kiiciik pargalara ayristirildi.
Devaminda steril bir petri kabina aktarilan dokunun {izerine 1 ml Kollajenaz
(215pmol), 300 pl Dnaz (0,32 uM), 200 pul BSA (100 pg/ml) ve 500 ul HEPES-Ham’s
F10 eklenerek ve 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatérde 18 saat boyunca inkiibe edildi
(Sekil 3.2). inkiibatorden ¢ikarilan doku parcalar iizerine McCoy’s SA hiicre kiiltiir
medyumu (%10 FBS, %1 P/S ve %1 NEAA igeren) eklenerek enzim inaktive edildi.
Sonrasinda pipetaj yapilarak homojenize doku parcalar1 70um’lik cell-strainer’dan
(Falcon, BD Biosciences, NJ, USA) gecirilerek ve 1400 rpm’de oda sicakliginda 12
dakika santrifiij edildi. Islem sonrasinda iist faz dokiilerek altta kalan pellet kismi
McCoy’s 5A kiiltiir medyumu ile homojen hale getirildi. Bu hiicre slispansiyonundan
Muse Hiicre analiz cihazi (Merck Millipore, Germany) yardimiyla sayimi yapildi ve

hiicre sayis1 180 milyon olarak tespit edildi.
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Sekil 3.1: Paratiroid dokusunun bistiiri yardimiyla pargalara ayrildiktan sonraki

gorunimi

Sekil 3.2: Paratiroid dokusunun enzim ile muamele edilmesi

3.2.1.3 Paratiroid Hiicrelerinin Mikroenkapsiile Edilmesi

Paratiroid dokularindan elde edilen hiicreler McCoy’s 5A medyumunda 24 saat
boyunca kiiltiire edildi. Sonrasinda hiicreler izotonik tuz ¢ozeltisinde, 1400 rpm’de 12
dakika santrifiij edilerek kiiltiir medyumu yikandi. %2’lik ultra saf aljinat (Pronova UP
MVG; Nova Matrix, Oslo, Norway) hazirlanarak sterilize edildi. Aljinat i¢erisindeki

29



izotonik tuz c¢ozeltisi+hiicre sayisi oran1 %30 olacak sekilde ayarlandi. Aljinat hiicre
karisimi 30G siringa ile 300mOsm CaCl2 i¢eren ¢ozeltiye yaklasik 20 cm yiikseklikten
yavag¢a damlatildi (Sekil 3.3). Damlatilan kapsiil sayilar1 tiim gruplar igin kaydedildi
(Tablo 3.5 ). Bagh olmayan kalsiyumun ortamdan uzaklastirilmasi igin

mikroenkapsiiller izotonik tuz ¢ozeltisi ile yikandi.

l P Basing saglayan pompa

Alginat hiicre
stispansiyonu

—

|l Hicreleri igeren
(a(lll ~ mikrokapsuller
soliisyonu

Sekil 3.3:Mikroenkapsiile Hiicre yapimi.

Sekil 3.4: Paratiroid dokusunun mikroenkapsiile edildikten sonraki goriiniimii

30



Tablo 3.5: Hayvanlara verilem mikrokapsiillerin sayisi

Hayvan Numarasi

Kapsiil Sayis1

#1 Sican
#2 Sican
#3 Sigan
#4 Sican
#5 Sican

#6 Sican

14 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
13 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
13 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
13 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
11 adet kapsiil (10 milyon hiicre)

13 adet kapsiil (10 milyon hiicre)

39 °C Hayvan Grubu kapsiil sayisi

Hayvan Numarasi

Kapsiil Sayis1

#1 Sican
#2 Sican
#3 Sican
#4 Sigan
#5 Sigan
#6 Sigan

15 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
14 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
14 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
15 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
12 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
14 adet kapsiil (10 milyon hiicre)

40 °C Hayvan Grubu kapsiil sayisi

Hayvan Numarasi

Kapsiil Sayisi

#1 Sican
#2 Sigan
#3 Sigan
#4 Sican
#5 Sican

#6 Sigan

13 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
11 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
13 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
12 adet kapsiil (10 milyon hiicre)
16 adet kapsiil (10 milyon hiicre)

13 adet kapsiil (10 milyon hiicre)

Sham Grubu ( Normal Viicut sicakhg (37 °C)Kapsiil sayisi
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3.2.2 In Vivo Deneyler

3.2.2.1 Hayvan Deneyi

Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulundan
(2019/130)sayil1 onay alinarak ve deney hayvanlarinin bakim ve kullanimu ile ilgili
rehber ¢alisma siiresince (NIH publication No. 85-23, revised 1996) takip edilerek
uygulamalar yapildi.

Calismada incelenen hayvan sayisi; standart sapmasi en genis degere sahip olan fosfat
(mg/dL) dikkate alinip standart sapma 0,5 olarak kabul edilerek %95 giiven araligi ve
%80 gii¢ icin calismadaki dort grup dikkate alinarak her bir gruba altisar hayvan dahil
edilecek sekilde planlandi.

Deney oncesinde, ¢alismaya dahil edilecek tiim siganlardan Ca*?//PTH seviyelerinin
takibi i¢in periferik kan 6rnegi alinmistir. Alinan kan 6rnekleri 3000rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek serum kismi ayrilmis ve ayrilan serum 6rnekleri ELISA deneyleri
yapilacagi zamana kadar -80°C’de saklanmustir.

24 adet erkek Sprague Dawley sigan (250 —330 gr) rastgele bir sekilde dort deney
grubuna ayrildi. Sicanlar Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Hayvanlari
Unitesi'ndeki sicaklik ve 151k kontrollii bir odada (21 + 2 °C vel2 saat aydinlik/ 12 saat
karanlik dongiisii) sican yemi ve musluk suyu ile serbest olarak beslendi. Hayvan
gruplar1 asagidaki sekilde belirlenmistir:

Grup 1 (n=6): Kontrol Grubu

Grup 2 (n=6): Normal Viicut Sicakligi 37 °C (Sham Grubu)

Grup 3 (n=6): Viicut Sicaklig1 39 °C’ye yiikseltilen

Grup 4 (n=6): Viicut Sicakligi 40 °C’ye yiikseltilen

Daha sonra kontrol grubu hari¢ diger sicanlara paratiroidektomi uygulanmis (Sekil

3.5) ve bir hafta sonrasinda Ca*?/PTH seviyelerinin takibi icin kan alindu.
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Sekil 3.5: Paratiroidektomi yapilmis sican goriiniimii

Bir haftanin sonunda hazirlanan mikroenkapsiiller genel anestezi altinda

intraperitoneal olarak siganlara nakil yapild1 (Sekil 3.6).

Sekil 3.6: Mikroenkapsiile edilen paratiroid dokusunun omentuma nakledilmesi
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3.2.2.2 Hipertermi Uygulamasi

Mikroenkapiislasyon isleminden sonra sicanlar diizenli olarak kontrol edildi ve yara
bolgelerinin tamamen iyilestigi gdzlendi. Tiim siganlarin cerrahi yara yeri iyilestikten
sonra hipertermi islemine baslandi.

Hipeetermi dncesi siganlardan Ca*2, PTH ve fosfor seviyelerinin takibi i¢in kan alind.
Siganlar viicut i¢ sicakliklar1 39 °C ve 40 °C’ye gelene kadar (0,5 °C) indirekt laminar
hava akimina maruz birakildi ve viicut sicakliklariin 15 dakika boyunca bu sicaklikta
kalmasi saglandi. Viicut i¢ sicakliklarinin Sl¢iimii rektal probla licer dakika arayla
kontrol edildi. 15 dakika sonunda laminar hava akimi oda sicakligina (22-24 °C)
indirildi. Uygulama sonrasi hayvanlardan tekrardan kan alindi. Islem sonunda
hayvanlarin viicut sicakliginin normal degerlere donmesi saglandi. Alinan kan
ornekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum kismi1 ayrilmis ve ELISA
deneyleri yapilacagi zamana kadar -80 °C’de saklanmistir. Dort hafta boyunca haftada

bir defa islem tekrarlanip ve kan 6rnekleri alinarak deney sonlandirildi.

3.2.3 Parathormon ELISA Deneyi

3.2.3.1 insan Parathormon ELISA Protokolii

Calismaya baslamadan once drnekler ve kit oda sicakligina getirildi.( Analizden bir
gece once -20 °C’ye, sabahinda da +4 °C’ye ¢ikarilan serum 6rnekleri kademeli olarak
¢Ozdiiriilmiistiir). Analiz dncesi ise tiim drnekler oda sicakliginda kisa bir vorteks ve
spin ardindan Human Parathormon ELISA test (Abbkine KTE100390) kitinin 6nerdigi
protokol sirasiyla uygulanmistir.

Parathormon kars1 spesifik antikor kaplanmis 96 kuyucuk plak oncelikle 400 pl
yikama soliisyonu ile iki kez yikanmistir. Kitin i¢inde hazir bulunan konsantre standart
soliisyonu 1:1 seyreltme faktorii ile hesaplanarak standart seyreltme soliisyonuyla seri
seyreltmeler yapilarak 150 pl olacak sekilde kuyucuklara yiiklenmistir. Daha sonra
ornek kuyularinda serumlardan 10 pl 6rnek ve 40 pl 6rnek seyreltme soliisyonu
kanigtirilarak ¢alkalayici tlizerinde 37 °C sicaklikta 45 dakika inkiibe edilmistir.
Bekleme siiresi sonunda tiim kuyular 250 pl yikama soliisyonu ile bes kez yikanmustir.
Son yikamada tamamiyla yikama soliisyonunun uzaklastirilmasindan sonra tiim

kuyular 50 ul HR konjuge deteksiyon antikor soliisyonu ile ¢alkalayici iizerinde 37 °C
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sicaklikta 30 dakika daha bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda tiim kuyular
tekrardan 250 pl yikama soliisyonu ile bes kez yikanmistir. Daha sonra kuyucuklara
kromojen soliisyonlar1 (kromojen A+B) 50’ ser ul olacak sekilde yiiklenerek 15 dakika
37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir. Kuyulardaki renk degisiminin belirginlesmesinin
ardindan reaksiyon 50 pl/kuyucuk olacak sekilde durdurma soliisyonu eklenip
bekletmeden spektrofotometri (Allshang AMR-100 Microplate Reader) cihazinda 450
nm’de tiim kuyucuklar kolorimetrik okutulmus, standart kuyularimin absorbans
degerlerinde gore cizilen standart egrisine gore serum Orneklerindeki parathormon

konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

3.2.3.2 Sicanlardan Parathormon ELISA Protokolii

Calismaya baslamadan 6nce 6rnekler ve kit oda sicakligia getirildi.( Analizden bir
gece once -20 °C’ye, sabahinda da +4 °C’ye ¢ikarilan serum 6rnekleri kademeli olarak
¢cOzdiiriilmiistiir). Analiz dncesi ise tiim drnekler oda sicakliginda kisa bir vorteks ve
spin ardindan Rat Parathormon ELISA test (Abbkine KTE100390) kitinin 6nerdigi
protokol sirastyla uygulanmistir.

Parathormon kars1 spesifik antikor kaplanmis 96 kuyucuk plak oncelikle 400 pl
yikama soliisyonu ile iki kez yikanmistir. Kitin i¢inde hazir bulunan konsantre standart
soliisyonu 1:1 seyreltme faktorii ile hesaplanarak standart seyreltme soliisyonuyla seri
seyreltmeler yapilarak 150 pl olacak sekilde kuyucuklara yiiklenmistir. Daha sonra
ornek kuyularinda serumlardan 10 pl 6rnek ve 40 pl 6rnek seyreltme soliisyonu
karistirllarak calkalayici tizerinde 37 °C sicaklikta 45 dakika inkiibe edilmistir.
Bekleme siiresi sonunda tiim kuyular 250 pl yikama soliisyonu ile bes kez yikanmuistir.
Son yikamada tamamiyla yikama soliisyonunun uzaklastirilmasindan sonra tiim
kuyular 50 ul HR konjuge deteksiyon antikor soliisyonu ile ¢alkalayici tizerinde 37 °C
sicaklikta 30 dakika daha bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda tiim kuyular
tekrardan 250 pl yikama soliisyonu ile bes kez yikanmistir. Daha sonra kuyucuklara
kromojen soliisyonlari (kromojen A+B) 50° ser pl olacak sekilde yiiklenerek 15 dakika
37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir. Kuyulardaki renk degisiminin belirginlesmesinin
ardindan reaksiyon 50 pl/kuyucuk olacak sekilde durdurma soliisyonu eklenip
bekletmeden spektrofotometri (Allshang AMR-100 Microplate Reader) cihazinda 450

nm’de tim kuyucuklar kolorimetrik okutulmus, standart kuyularinin absorbans
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degerlerinde gore cizilen standart egrisine gore serum Orneklerindeki parathormon

konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

3.2.3.3 Kalsiyum ve Fosfor Ol¢iimii

Sicanlardan alinan kanlar serum igerisinde kalsiyum, fosfor degerleri Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarimizda bulunan IDEXX VetTest (IDEXX, Maine, USA)
cihazinda, her bir degisken ic¢in uygun kalsiyum ve fosfor test kartusu kullanilarak

Ol¢timleri yapildi.

3.2.4 istatiksel Analiz

Bu calismada PTH, kalsiyum ve fosfor serum 6rnekleri SSPS Version 17.0 programi
kullanilarak istatiksel olarak incelenmistir. Paratiroidektomi Oncesi ve sonrasi drnek
degerlendirmesinde Student-t test kullanilmistir. Calisma gruplarinin haftalar arasinda
serum diizeylerinin karsilastirilmasinda One Way Anova testi kullanilmistir. Calisma
gruplariin islem Oncesi ve sonrasi verilerinin incelenmesinde Two Way Anova testi

kullanilmustir. Istatiksel olarak anlamlilik smir p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4 BULGULAR
4.1 Paratiroidektomi Sonrasi Pre-op ve Post-op Degerlerinin Karsilastirilmasi

Calismamizda Bezmialem Vakif Universitesi Arastirma Merkezi Deney Hayvanlari
Laboratuvari biinyesinde 24 adet sprague erkek sican kullanilmis ve 4 gruba
ayrilmistir. Kontrol grubu hari¢ 18 sican paratiroidektomi islemi uygulanmis ve
sonrasinda randomize olarak gruplara ayrilmistir. Paratiroidektomi 6ncesi ve sonrast

18 sigana serum PTH, kalsiyum ve fosfor degerleri bakilmistir.

4.1.1 Parathormon
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Sekil 4.1: Paratiroidektomi 6ncesi ve sonras1 serum PTH verileri

Paratiroidektomi oncesi ve sonrast alinan serum PTH Orneklerinde Student-t test
verilerine gore (p<0,003) anlaml1 bir azalma bulunmustur (p<0,05). Islem sonrasinda
PTH degerlerinin anlamli sekilde diismesi paratiroidektominin basarili bir sekilde

yapildigini gostermektedir.
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4.1.2 Kalsiyum
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Sekil 4.2: Paratiroidektomi dncesi ve sonrasi serum kalsiyum verileri

Paratiroidektomi oncesi ve sonrasi alian serum kalsiyum orneklerinde Student-t test
verilerine gore (p<0,003) anlamli bir azalma bulunmustur. Paratiroidektomi sonrasi
PTH diizeylerindeki anlamli diisiis, postoperatif donemde kalsiyum diizeylerinin de

anlamli diismesi ile sonu¢lanmustir.

4.1.3 Fosfor
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Sekil 4.3: Paratiroidektomi 6ncesi ve sonrasi serum fosfor verileri

Paratiroidektomi oncesi ve sonrasi alinan serum fosfor orneklerinde Student-t test

verilerine gore (p=0,061) anlamli bir artig bulunmamustir.
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4.2 Sican PTH Hipertermi Sonrasi Haftalar Aras1 Karsilastirma

Paratiroidektomi isleminden sonra kontrol grubu hari¢ tiim sicanlarin omentumuna
insan paratiroid dokusundan izole edile paratiroid hiicrelerini piir aljinat kullanilarak
elde edilen mikroenkapsiiller nakil edilmistir. Nakil isleminden sonraki dort hafta
boyunca 39°C (Grup 3) ve 40°C (Grup 4) sigan grubuna hipertermi uygulamasi
yapilmistir. Hipertermi Oncesi ve sonrasi siganlardan kan almmarak serum PTH

ornekleri toplanmistir.
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Sekil 4.4: Tiim sicanlardan post-op sonrasi haftalarda alinan PTH 6rnekler
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Tablo 4.1: Tiim siganlardan post-op sonrasi haftalarda alinan PTH 6rneklerin
istatiksel P Degerleri

P Value
1.Hafta Kontrol Sham 0,057
Kontrol 39 0,848
Kontrol 40 0,01
Sham 39 0,083
Sham 40 0,0001
39 40 0,007
2.Hafta Kontrol Sham 0,299
Kontrol 39 0,0001
Kontrol 40 0,0003
Sham 39 0,0003
Sham 40 0,0001
39 40 0,0004
3.Hafta Kontrol Sham 0,083
Kontrol 39 0,294
Kontrol 40 0,025
Sham 39 0,009
Sham 40 0,552
39 40 0,002
4.Hafta Kontrol Sham 0,463
Kontrol 39 0,00002
Kontrol 40 0,003
Sham 39 0,0001
Sham 40 0,016
39 40 0,036

l.haftada alinan serum PTH oOrneklerinde kontrol ve 40°C hipertermi
ornekleri(p<0,010), sham ve 40°C hipertermi 6rnekleri (p<0,0001) ve 39°C ve 40°C
ornekleri (p<0,007) arasinda yapilan one way anova verilerine gére anlamli bir artig
bulunmustur.

2.haftada aliman serum PTH orneklerinde kontrol ve 39°C hipertermi 6rnekleri
(p<0,000000000001), kontrol ve 40°C hipertermi 6rnekleri (p<0,0000000003), sham
ve 39°C hipertermi ornekleri (p<0,0000000000003), sham ve 40°C hipertermi
ornekleri (p<0,0000000001) ve 39°C ve 40°C hipertermi 6rnekleri (p<0,0004)

arasinda yapilan one way anova verilerine gére anlamli bir artig bulunmustur.
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3.haftada alman serum PTH o&rneklerinde kontrol ve 40°C hipertermi Ornekleri
(p<0,025), sham ve 39°C hipertermi 6rnekleri (p<0,009) ve 39°C ve 40°C hipertermi
ornekleri (p<0,002) arasinda yapilan one way anova verilerine gére anlamli bir artis
bulunmustur.

4 haftada almman serum PTH orneklerinde kontrol ve 39°C hipertermi 6rnekleri
(p<0,00002), kontrol ve 40°C hipertermi ornekleri (p<0,003), sham ve 39°C
hipertermi ornekleri (p<0,0001), sham ve 40°C hipertermi 6rnekleri (p<0,016) ve
39°C ve 40°C hipertermi Ornekleri (p<0,036) arasinda yapilan one way anova

verilerine gore anlamli bir artig bulunmustur.

4.3 Gruplarin Haftalar icinde Kendi Arasinda Sican Serum PTH Orneklerinin

Karsilastirilmasi
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Sekil 4.5: Gruplarin Haftalar i¢inde Kendi Arasinda Sican Serum PTH Orneklerinin

Karsilagtirilmasi

41



Tablo 4.2: Gruplarin Haftalar i¢inde Kendi Arasinda Sican Serum PTH Orneklerinin
P Degerleri

P Value
Kontrol 1.Hafta 2.Hafta 0,0003
1.Hafta 3.Hafta 0,587
1.Hafta 4.Hafta 0,673
2.Hafta 3.Hafta 0,001
2.hafta 4.Hafta 0,0001
3.Hafta 4.Hafta 0,339
Sham 1.Hafta 2.Hafta 0,033
1.Hafta 3.Hafta 0,0001
1.Hafta 4.Hafta 0,0001
2.Hafta 3.Hafta 0,0002
2.hafta 4.Hafta 0,0002
3.Hafta 4.Hafta 0,363
39 1.Hafta 2.Hafta 0,01
1.Hafta 3.Hafta 0,401
1.Hafta 4.Hafta 0,028
2.Hafta 3.Hafta 0,001
2.hafta 4.Hafta 0,744
3.Hafta 4.Hafta 0,005

40 1.Hafta 2.Hafta 0,014
1.Hafta 3.Hafta 0,018
1.Hafta 4 Hafta 0,05

2.Hafta 3.Hafta 0,918
2.hafta 4 Hafta 0,632
3.Hafta 4 Hafta 0,704

Kontrol grubunda; hafta 1 ve hafta 2 arasinda (p<0,0003), hafta 2 ve hafta 3 arasinda
(p<0,001), hafta 2 ve hafta 4 arasinda (p<0,0001) alinan serum PTH o6rneklerinde
anlaml bir artig bulunmustur.

Sham grubunda; hafta 1 ve hafta 2 arasinda (p<0,033), hafta 1 ve hafta 3 arasinda
(p=0,0000001), hafta 1 ve hafta 4 arasinda (p=0,000001), hafta 2 ve hafta 3 arasinda
(p=0,000000002), hafta 2 ve hafta 4 arasinda (p=0,00000002) alinan serum PTH
orneklerinde anlamli bir artig bulunmustur.

39°C grubunda; hafta 1 ve hafta 2 arasinda (p<0,010), hafta 1 ve hafta 4 arasinda
(p<0,028), hafta 2 ve hafta 3 arasinda (p<0,001) ve hafta 3 ve hafta 4 arasinda

(p<0,005) alinan serum PTH 6rneklerinde anlamli bir artis bulunmustur.
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40°C grubunda ise; hafta 1 ve hafta 2 arasinda (p<0,014) ve hafta 1 ve hafta 3 arasinda

(p<0,018) alinan serum PTH 6rneklerinde anlamli bir artig bulunmustur.

4.4 insan PTH Hipertermi Sonrasi Haftalar Arasi1 Karsilastirma
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Sekil 4.6: Insan PTH Hipertermi Sonras1 Haftalar Aras1 Karsilastirma
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Tablo 4.3: insan PTH Hipertermi Sonrasi Haftalar Aras1 Karsilatirilmasinin

Istatiksel P Degeri

P Value

1.Hafta Sham 39 0,599
Sham 40 0,085

39 40 0,212

2.Hafta Sham 39 0,007
Sham 40 0,0001

39 40 0,029

3.Hafta Sham 39 0,005
Sham 40 0,786

39 40 0,003

4.Hafta Sham 39 0,0001
Sham 40 0,001

39 40 0,251

2. haftada alinan serum PTH 6rneklerinde sham ve 39°C hipertermi 6rnekleri arasinda
(p<0,007), sham ve 40°C hipertermi 6rnekleri arasinda (p<0,0001) ve 39°C ve 40°C
hipertermi 6rnekleri arasinda (p<0,029) yapilan one way anova verilerine gore anlaml
bir artis bulunmustur.

3. haftada alinan serum PTH 6rneklerinde sham ve 39°C hipertermi 6rnekleri arasinda
(p<0,005) ve 39°C ve 40°C hipertermi 6rnekleri arasinda (p<0,003) yapilan one way
anova verilerine gore anlamli bir artis bulunmustur.

4. haftada alinan serum PTH 6rneklerinde sham ve 39°C hipertermi 6rnekleri arasinda
(p<0,0001) ve sham ve 40°C hipertermi 6rnekleri arasinda (p<0,001) yapilan one way

anova verilerine gore anlamli bir artig bulunmustur.
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4.5 Gruplarin Haftalar icinde Kendi Arasinda insan Serum PTH Orneklerinin

Karsilastirilmasi
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Sekil 4.7: Gruplarin Haftalar i¢inde Kendi Arasinda insan Serum PTH Orneklerinin

Karsilastirilmasi
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Tablo 4.4: Gruplarin Haftalar i¢inde Kendi Arasinda Insan Serum PTH Orneklerinin

Karsilastirilmasinin Istatiksel P Degeri

P Value
Sham 1.Hafta 2.Hafta 0,081
1.Hafta 3.Hafta 0,04
1.Hafta 4 Hafta 0,001
2.Hafta 3.Hafta 0,001
2.hafta 4 Hafta 0,00001
3.Hafta 4.Hafta 0,075
39 1.Hafta 2.Hafta 0,334
1.Hafta 3.Hafta 0,075
1.Hafta 4.Hafta 0,329
2.Hafta 3.Hafta 0,01
2.hafta 4.Hafta 0,992
3.Hafta 4.Hafta 0,009
40 1.Hafta 2.Hafta 0,007
1.Hafta 3.Hafta 0,149
1.Hafta 4.Hafta 0,566
2.Hafta 3.Hafta 0,144
2.hafta 4 Hafta 0,024
3.Hafta 4.Hafta 0,369

Sham grubunda alinan serum PTH 6rneklerinde hafta 1 ve hafta 3 arasinda (p<0,040),
hafta 1 ve hafta 4 arasinda (p<0,001), hafta 2 ve hafta 3 arasinda (p<0,001) ve hafta
2 ve hafta 4 arasinda (p<0,00001) anlaml1 bir artis bulunmustur.

39°C grubunda alinan serum PTH 6rneklerinde hafta 2 ve hafta 3 arasinda (p<0,010)

ve hafta 3 ve hafta 4 arasinda (p<0,009) anlamli bir artis bulunmustur.

40°C grubunda alinan serum PTH orneklerinde hafta 1 ve hafta 2 arasinda (p<0,007)

ve hafta 2 ve hafta 4 arasinda (p<0,024) anlamli bir artis bulunmustur.
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4.6 39°C ve 40°C Gruplarin Kendi I¢inde Hipertermi Oncesi Sonrasi Rat Pth

Orneklerinin Karsilastirilmasi
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Sekil 4.8: Hipertermi dncesi ve sonrasi sigan serum PTH 6rneklerinin

karsilastirilmasi
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Tablo 4.5: 39°C Hipertermi uygulanan siganlarin hipertermi dncesi ve sonrasi sigan

serum PTH &rneklerinin karsilastirilmasinin Istatiksel P Degeri

39°C Hipertermi uygulanan siganlar P Value

1.Hafta Hipertermi Oncesi 0,156
Hipertermi Sonrasi

2.Hafta Hipertermi Oncesi 0,432
Hipertermi Sonrasi

3.Hafta Hipertermi Oncesi 0,798
Hipertermi Sonrasi

4.Hafta Hipertermi Oncesi 0,845

Hipertermi Sonrasi

Tablo 4.6: 40°C Hipertermi uygulanan siganlarin hipertermi dncesi ve sonrasi sigan

serum PTH &rneklerinin karsilastirilmasinin Istatiksel P Degeri

40°C Hipertermi uygulanan si¢anlar P Value

1.Hafta Hipertermi Oncesi 0,51
Hipertermi Sonrasi

2.Hafta Hipertermi Oncesi 0,761
Hipertermi Sonrasi

3.Hafta Hipertermi Oncesi 0,123
Hipertermi Sonrasi

4 Hafta Hipertermi Oncesi 0,06

Hipertermi Sonrasi
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39°C hipertermi uygulanan si¢anlarda, hipertermi dncesi ve hipertermi sonrasi alinan
sigan PTH orneklerinde, 1. haftada (p=0,156), 2. haftada (p=0,432), 3. haftada

(p=0,798) ve 4. haftada(p=0,845) two way anova verilerine gore anlamli bir artis

bulunmamustir.

40°C Hipertermi uygulanan siganlarda, hipertermi dncesi ve hipertermi sonrasi alinan

PTH o6rneklerinde, 1. haftada (p=0,510), 2. haftada (p=0,761), 3. haftada (p=0,123) ve

4. haftada(p=0,060)

bulunmamustir.

alinan two way anova verilerine gore anlamli bir artis

4.7 39°C ve 40°C Gruplarin Kendi icinde Hipertermi Oncesi Sonrasi Insan Pth

Orneklerinin Karsilastiriimasi
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Sekil 4.9 : Hipertermi 6ncesi ve sonrasi insan serum PTH 6rneklerinin

karsilastirilmasi
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Tablo 4.7: 39°C Hipertermi uygulanan siganlarin hipertermi 6ncesi ve sonrasi insan

serum PTH &rneklerinin karsilastirilmasinin Istatiksel P Degeri

39°C Hipertermi uygulanan siganlar P Value

1.Hafta Hipertermi Oncesi 0,302
Hipertermi Sonrasi

2.Hafta Hipertermi Oncesi 0,237
Hipertermi Sonrasi

3.Hafta Hipertermi Oncesi 0,710
Hipertermi Sonrasi

4.Hafta Hipertermi Oncesi 0,104

Hipertermi Sonrasi

Tablo 4.8: 40°C Hipertermi uygulanan siganlarin hipertermi 6ncesi ve sonrasi insan

serum PTH &rneklerinin karsilastirilmasinin Istatiksel P Degeri

40°C Hipertermi uygulanan sicanlar P Value
1.Hafta Hipertermi Oncesi 0,761
Hipertermi Sonrasi
2.Hafta Hipertermi Oncesi 0,467
Hipertermi Sonrasi
3.Hafta Hipertermi Oncesi 0,035
Hipertermi Sonrasi
4. Hafta 0,139

Hipertermi Oncesi

Hipertermi Sonrasi

39°C hipertermi uygulanan siganlarda hipertermi 6ncesi ve hipertermi sonrasi alinan
insan PTH orneklerinde, 1. haftada (p=0,302), 2. haftada (p=0,237), 3. haftada
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(p=0,710) ve 4. haftada (p=0,104) two way anova verilerine gére anlamli bir artis
bulunmamastir.

40°C hipertermi uygulanan siganlarda hipertermi dncesi ve hipertermi sonrasi alinan
insan PTH orneklerinde, 1. haftada (p=0,761), 2. haftada (p=0,761), 3. haftada
(p=0,035) ve 4. haftada (p=0,139) two way anova verilerine gére anlamli bir artis

bulunmamastir.

51



4. TARTISMA

Tiroidektomi, paratiroidektomi ve bas boyun cerrahisi diinya ¢apinda kabul goren ve
operasyon gerektiren hastalarda en sik kullanilan tedavi seklidir. Tiroit, paratiroid veya
bas-boyun cerrahisi sonrasi paratiroid bezlerinin hasar gormesi veya paratiroid
bezlerinin tamamen ¢ikartilmasi (tiroidektomilerde yanlislikla olurken, ozellikle
sekonder ve tersiyer hiperparatiroidilerde uygulanmasi gereken cerrahi yontemle
iligkili olarak) hipoparatiroidinin en sik goriilen nedenidir. Cogu durumda ortaya ¢ikan
hipokalsemi ve hipokalsemik sendromlar oral kalsiyum ve D vitamini takviyesi ile
kolayca kontrol edilir. Daha sonrasinda hipoparatiroidi tamamen ortadan kalkar.
Bununla birlikte, daha az siklikta (% 0,4 - 33) olmakla birlikte genellikle cerrahi
sonrast hipoparatiroidi alt1 aydan fazla devam edebilir ve uzun siireli multiorgan
kalsinoz ve bobrek yetmezligi riski olan ciddi metabolik bozukluklara neden olur.
Bunun yaninda serum kalsiyum seviyelerindeki akut diistisler yasami tehdit eden
semptomlara neden olmaktadir. Bu belirtiler gdsteren hastalar, yiiksek dozlarda oral
kalsiyum ve D vitamini yaninda siklikla i.v kalsiyum tedavisi almaktadirlar.
Hipokalsemik semptomlar ve siirekli tekrarlayan hastaneye yatiglar bu hastalarda
yasam kalitesini Oonemli derecede etkilemekte ve azaltmakta olup, maliyeti de
arttirmaktadir [62].

Son zamanlarda sentetik PTH replasman tedavileri, kalsiyum ve D vitamini
takviyesine yanit vermeyen hastalara umut verici bir tedavi secenegi haline gelmistir.
PTH (1-84 ) ve PTH (1-34) enjekte dilebilir formdaki PTH replasmanlaridir [71, 104].
Ancak yapilan hayvan caligmalarinda uzun siireli tedavi de kemik tiimdrlerinin
gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu yanit insanlarda goriilmese de uzun siireli
tedavilerde siire smirli olabilir. Ayrica Gida ve Ilag Dairesi tarafindan sadece
osteoporoz tedavisi i¢in onaylanmistir [105]. Bu nedenle hipoparatiroidi tedavisi igin
onay verilmemistir. Ayrica yliksek maliyetleri nedeniyle hastalar tarafindan tercih
edilmemektedir [106].

Kalict hipoparatiroidi ig¢in en fizyolojik ve potansiyel olan kesin tedavi kalsiyum
homeostasini yeniden olusturmak i¢in paratiroid dokusunun yeniden islev gérmesini

saglamaktir [4]. Bu nedenle paratiroid nakli ideal bir tedavi olarak goriilmektedir.
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Kadavra ya da yasayan donorlerden alinan paratiroid dokusunun transplantasyonu en
etkili tedavi olmaktadir [3].

1973 yilinda Groth ve arkadaslar1 tarafindan ilk basarili paratiroid dokusunun
allotransplantasyonu gerceklestirilmistir. Kronik bobrek yetmezligi (KBY') bulinan 46
yasindaki erkek hastaya kadavradan alinan bobrek nakli sonrasi subtotal
paratiroidektomi operasyonu yapilmistir. Operasyon sonrasi hastada ciddi hipokalsemi
ve tetani semptomlar1 gériilmiistiir. Paratiroid hiperplazi tanisi ile ameliyat olan baska
bir hastadan alinan dokular hastaya basarili sekilde nakil edilmistir. Hasta bobrek nakli
olan bir hasta oldugundan immiinspresyon kullanmaktadir. Ilk basta kalsiyum fosfor
ve D vitamini degerleri sinir degerlerin altinda kalmistir. Ancak nakilden iki ay sonra
normal degerlere ulagilmis ve tiim kalsiyum ve D vitamini replasmanlari kesilmistir.
Yapilan nakil sonrasi paratiroid dokusunun sagkalimi 12 ay boyunca devam etmistir
[107].

1975 yilinda Wells ve ark. 29 hastaya bobrek nakli alicisi ve bdbrek yetmezligi
nedeniyle paratiroid hiperplazisi bulunan hastalardan alinan paratiroid dokusunu
nakletmistir. Nakil sirasinda alinan dokular bir kez nakil yapilmak suretiyle 6n kol
kasina 1 mm paratiroid dokusu pargalari ekilmistir. Nakil yapilan 11 hastanin bir yillik
takiplerinde hastalarin on tanesi normokalsemiktir. Daha sonra 29 hastanin on tanesine
biyopsi yapilmis ve c¢ikarilan paratiroid dokularinin hepsi 151k ve elektron
mikroskobunda incelenmistir. Cikarilan dokularin hepsinde saglam paratiroid
mimarisi ve hiicre i¢i salgi graniilleri goriilmistiir [74].

Paratiroid doku allotransplantasyonundaki en 6nemli sorun dokunun reddedilmesidir.
Alict insan 16kosit antijen ( HLA) sinif II antijenlerinden yoksun oldugu zaman
nakledilen dokunun ve organin uzun siire sagkalimi mevcuttur. Endokrin dokunun
immiinolojik olarak ayricalikli bolgelere ( bobrek kapsiilii, géz, serebral ventrikiil)
dahil olmak tiizere bir¢ok yontem denenmistir. Bunun yaninda kisa siireli siklosporin
gibi immiinspresyonlar kullanilmasi diisiiniilmiis ancak yan etkilerinden dolay1
vazgecilmistir [3].

Paratiroid dokusunun yaklasik %60’1 endokrin hiicrelerden ,%3’1i kilcal hiicrelerden
ve %10’u da fibroz dokulardan olusur. Paratiroid endokrin hiicreleri HLA simif I zay1f
eksprese olurken, HLA smif II antijenleri asir1 ekspresyon gosterir. Paratiroid bezinde
%30 HLA smf II antijenleri ekspresyonu gozlenmistir. Bu deger hiperplastik
hiicrelerde %50°den fazladir. Yapilan arastirmlarda paratiroid hiicrelerinin kiiltiire

edilmesiyle HLA sinif II antijenlerinin azaldig1 bildirilmistir [84].
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Immiinspresyon kullanilmadan paratiroid allotransplantasyonu i¢in paratiroid hiicre
kiiltiiri hazirlama prosediiri Wozniewicz ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir.
Diinyada ilk basarili kiiltiire edilmis paratiroid hiicrelerinin allotransplantasyonu ise
1995 yilinda Tolloczko ve ark. tarafindan Polonya’da yapilmistir. Sekonder
hiperparatiroidisi bulunan iki hastadan alinan paratiroid dokular kiiltiire edilerek 18
tiroit cerrahisi sonrasi kalic1 hipoparatiroidisi olan hastalara nakil edilmistir. On kasa
akil yapilan paratiroid hiiclerininin hormonal aktivitesi klinik ve biyokimyasal testler
ile dogrulanmustir. Nakil yapildiktan sonra dokunun sagkalimi 14 ay kadar stirmiistiir
[83].

2007 yilinda Nawrot ve ark. tarafindan kiiltiire edilmis paratiroid hiicrelerinin
allotransplantasyonu {izerine, vaka sayisinin fazlaligi ve izlem siiresinin uzunlugu
dikkate alindiginda, oldukca detayli bir makale yayimlanmistir. Bahsedilen ¢calismada
kalict hipoparatiroidisi olan 85 hastaya nakil yapilmistir. Vericiler sekonder ve tersiyer
hiperparatiroidisi bulunan ve paratiroidektomi uygulanan 20 hasta arasindan
sec¢ilmistir. Hastalardan alinan paratiroid dokusu alt1 hafta kiiltiire edilerek HLA sinif
IT antijenlerinin azaldigi gozlemlenerek nakil yapilmistir. 85 hastaya lokal anestezi
altinda 6n kol deri altina kiigiik kesilerek yapilarak nakil islemi gerceklestirilmistir. Bu
hastalardan 25 hastaya tekrar nakil islemi gergeklestirilmis; alt1 kisiye ayni verici, 19
hastaya da farkli vericilerden hiicreler nakledilmistir. Daha sonrasinda alt1 hastaya
tekrar iiclincii bir nakil yapilmistir. Toplamda 85 hastaya 116 allotransplantasyon
1slemi gergeklestirilmistir. Tiim hastalar i¢in ortalama paratiroid hiicre sagkalimi 6,35
+ 13,08 ay kadar stirmiistiir [84].

Paratiroid allotransplantasyonunda doku reddini 6nlemek ve dokunun uzun siire sag
kalimimi saglamak i¢in paratiroid doku kapsiilleme fikri ilk olarak 1983’te ortaya
¢1kt1[108]. Bu kavram ile nakil edilen hiicrelerin veya dokularin jel igeren maddelerden
olusan mikrokiirelerinin i¢ine gémiilmesini gerektirmistir. Bu teknik ile immiin-
korunma alanina sahip olacak, dokunun beslenmesi i¢in gerekli besinlerin gecisinin
saglanmasi ile canlilik ve fonksiyonel devamlilik olusturulacak 6zellige sahip olacaktir
[109].

1997 yilinda Hasse ve ark. tarafindan iki hastaya mikrokapsiillenmis paratiroid
hiicrelerinin nakli ger¢eklesmistir. 55 ve 52 yasinda total tiroidektomi sonrasi kalici
hipoparatiroidisi olan iki kadin hastaya nakil yapilmistir. Her iki hasta icin ABO
uyumlu hiperplazik paratiroid dokusu kullanilmistir. Paratiroidektomiden sonra doku

1 mm3 pargalara kesilmis ve natrium kloriir ile jellestirilen saflastirilmis sodyum
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aljinat ile mikrokapsiillenmistir. Hastanin 6n kola kesi yapilarak nakil iglemi
gerceklestirilmistir. Her iki hasta iginde 12 hafta boyunca PTH ve serum kalsiyum
artig1 saglanmistir [110].2009 yilinda Cabane ve ark. tarafindan 44 yasinda bir kadin
hastaya aljinat jelli ile hazirlanmis paratiroid doku mikrokapsiilleri nakil yapilmistir.
Nakilden sonra hasta 20 ay boyunca paratiroid dokusunun sag kalimi saglanmistir [85].
Mikroenkapsiilasyon teknigi kullanilarak yapilan nakillerdeki en biiylik dezavantaj
belli bir siire sonra kapsiillerinin fibr6z doku ile kaplanmasidir. Bununla birlikte
kapstillerin porlarindan besin gecisi ve hormon salgilanmasint etkileyerek
azaltmaktadir. Kapsiillenmis paraticoid hiicrelerinin islevini artirmak ve fibroz
dokudan korunmasini saglamak i¢in yeni yontemler arastirmaya baslanmistir [105].

Bu c¢alismada  mikrokapsiillenmis  paratiroid  hiicrelerinin  paratiroid
allotransplantasyonunda kalic1 hipoparatiroidi tedavisi i¢in kalic1 tedavi olduguna
inaniyoruz. Bu tedaviye gelistirmek amaciyla mikrokapsiillerin uzun dénemde
sagkalimi i¢in birgok calismalar yapilmaktadir. Kapsiillerin miikemmellestirilmesi
icin malzeme gozenekligi, biyouyumluluk ve uzun dénemde direng gdsterebilmesi
gibi birgok oOzellik kriter olarak alimmaktadir. Daha once yapilan g¢alismalarda
mikrokapsiillerde uzun donemde karsilasilan en biiylik problem kapsiillerin etrafinin
fibroblastlar tarafindan kapatilmasidir. Bunun sonucu olarak por girisleri kapatilmakta
ve hormon salinimi engellenmektedir. Calismamizda sicakligin hormon salinimina
etkisini inceledik. Alinan serum o6rneklerine gore gruplarin kendi iginde anlamli bir
sekilde hormon salgiladig1 goriilmektedir. Ancak ayni giin i¢cinde alinan hipertermi

oncesi ve sonrasi serum kan drneklerinde anlamli bir degisiklik goriilmemistir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak; hiperterminin paratiroid naklinde hormon diizeylerinin artisinda olumlu
etkisi oldugu goriilmekle birlikte, bu etki anlamli degildir. Daha fazla sayida denek ile
ve farkli derece ve siirelerler yapilacak c¢aligmalarla bu etki daha net ortaya
konulabilirse, yapilacak naklin sagkaliminin artirilmasi yoniinde bize faydali olacaktir.
Ayrica, kapsiiller etrafinda fibrosis olsumunun zaman ve sicaklik ile alakasini arastiran

caligmalar da yapilabilir.
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