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1. PROJE OZET

Proje Bash@
Sicanlarda Allogreft Rejeksiyonunun Y ag Doku Kdkenli Mezenkimal Kok Hiicre ile Immun
Modulasyonu

Arastirmacinin Adi, Fakiltes, Yazisma Adres

Dr. Bilge Anil Tosyalioglu

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi
Anabilim Dal1 Inciralty/izmir

Adres: Korutiirk Mah. Oykii sok. No:19 Daire:11 MAB apt. Balgovalizmir

Amagc ve Hipotez

Doku kayb ile olusan fonksiyonel ve estetik deformiteler igin ilk rekonstriiksiyon segenegi
otolog rekonstriksiyonlardir. Otolog rekonstriksiyon secenekleri tikendiginde, yiz ve
ekstremitelerde olusan defektlere yonelik protez ve epitez uygulamalarr kullamlmaktadir.
Insanlarda kompozit icerikli allogreft transplantasyonu fonksiyonel ve estetik rekonstrilksiyon
icin alternatif bir yontem olarak degerlendirilmektedir. Uygun endikasyonlar saglandiginda,
sinirl sayida ve secilmis vakalarda alternatif rekonstriksiyon secenegi olarak vaskilarize
kompozit doku nakli (VCA) insanlarda tim dinyada uygulanmaya baslamistir. Hayat boyu
idame immunsipresif tedavi gerektirmesi ve immunsiipresif ilaglarin yan etkileri nedeni ile
etkili bir rekonstriksiyon segenegi olarak kullanilamamaktadir. Split tolereans VCA'’ nin farkl
icerikte dokularimin farkli zamanlarda ve hizlarda rejekte edilmesidir. Deri VCA'nin en
antijenik yapisi olmakla beraber deriye yonelik yiksek antijenik alloimmun yanit mevcuttur.
VCA'’larda 6nemli bir bariyerdir. Deriye yonelik split tolerans kavram ile ilgili deneysel
calismalarinin bagladigi 1950'li yillardan bu yana ¢ok sayida galisma yapilmis olmasina
ragmen split tolerans kavramu halen asilamamustir. Gunimizde bu nedenle allogreft
rejeksiyonunu 6nlemeyi amaglayan, immunsiipresif ajanlarin dozunu minimize eden immun
modulasyon yontemleri ve tolerans indiksiyon stratgjileri Gzerinde deneysel calismalar
yapilmaktadir.

Bu calismada yag doku kokenli mezenkimal kok hicre (ADAS), immun modulatuar
Ozdlliklerinin etkin oldugu yoninde yayinlarin yapilmasi, kemik iligi kokenli MSC (BMSC)
ile ayni immun moddilatuar 6zelliklerinin oldugunun deneysel olarak gosterilmesi, daha kolay



ve gabuk elde edilebilmesi nedeni ile bir tolerans indiksiyon stratejisi ve immun moduilasyon
yontemi olarak kemik iligi kokenli MSC’ye alternatif olarak distnulmistir. Dondr kokenli
ADAS larin intraventz (1V), lokal subkutan (SC), IV ve SC uygulamasinin allogreft
rejeksiyon surecine ve allogreft yasam siresine olan in vivo immun modulatuar etkileri
arastirilmistir. Deriye yonelik split tolerans kavramina immun moduilatuar strateji olusturmak
amaclanmustir.

Gereg ve Yontem

Deney modelimizde n= 21 Lewis (inbred) sican ve n=14 Brown Norway (inbred) sican,
ortalama 8-12 haftalik, 300-350 gram (gr.), aic1 ve donér olarak kullanildi. Hayvanlar bes
gruba ayrild.

Kontrol gruplart:
Grup 1: Otogreft (negatif kontrol)
Grup 2: Allogreft (pozitif kontrol)

Tedavi gruplar:

Grup 3: Allogreft ve SC ADAS tedavisi

Grup 4: Allogreft ve IV ADAS tedavisi

Grup 5: Allogreft ve IV ve SC ADAS tedavisi

Grup II- IV-V'ten ADAS uretimi icin yag grefti alindi. ADAS eldesini takiben greft
cerrahisine gecildi. Grup I’ de otogreft uygulamasi, Grup 11-111-1V-V'te alogreft uygulamasi
yapildi. Tedavi gruplarinda aliciya, 1V ve allogreft yatagina lokal SC dondr kdkenli ADAS
tedavisi uygulandi. Grup Il1’'te sadece SC, Grup IV'te IV (intravendz) ve Grup V'te IV
(intravendz) ve SC ADAS tedavisi yapildi. TUm denekler greft cerrahisinin yapildigi ginden
itibaren gunluk takibe alindi. Greft rejeksiyonu gorsel takipleri gunlik yapildi. Tam
deneklerden yedinci glinde patolojik 6rnekler alindi. Patolojik 6rneklerde Banff skorlamasina
gore rejeksiyon patolojisi ve derecesi bakildi. Dil boyas: ile immunfluoresan altinda kok
hiicre gorunttlemesi icin patolojik kesitlerde inceleme yapildi.

Bulgular ve Sonug

Dontr kokenli ADAS tedavisi immun defisiti olmayan sicanlarda, immunsipresif gjan
kullanilmadan yapilan deri allogrefti uygulamasinda allogreft yasam siresini lokal SC
uygulama, 1V uygulama ve SC+IV uygulamayla anlamli olarak uzatrmis, tim gruplarda
rejeksiyon stiresini geciktirmistir. Tek basina donor kokenli SC ADAS tedavisi alan gruptaen



yuksek ortalama allogreft yasam siresi saptanmustir. Tek basina dondr kokenli IV ADAS
tedavisi erken donemde allogreft yasam siresini anlamli olarak uzatmustir. Fakat tek basina
IV dondr kdkenli ADAS tedavisi alan grupta geg donemde allogreft rejeksiyonu sadece SC ve
IV+ SC donér kokenli ADAS tedavisi alan gruplara gore anlamli olarak daha erken
gerceklesmistir. 1V ADAS tedavisi gec donemde allogreft yasam slresini sadece SC ve
IV+SC ADAS tedavisi alan gruplara gore anlamli sekilde azaltmustir.

Anahtar Kelimeler: Allogreft rejeksiyonu, yag doku kokenli mezenkimal kok hiicre, immun
modulasyon, sican.



2. INGIiLizZCE OZET

Project Title
Immun modulation of Allograft Rejection by Adipose Derivated Mesencymal Stem Cells in
Rats

Background and Hypothesis

The first reconstructive option for functional and aesthetic deformities that occur with tissue
loss is autologous reconstruction. When autologous reconstruction options limited, prostheses
and epitheses are used for the defects that occur in the face and extremities. Vascularized
composite tissue allotransplantation (VCA) in humans is considered to be an alternative
reconstruction method for functional and aesthetic deformities. VCA can be used in selected
cases despite lifelong immunosuppressive treatment and side effects. When appropriate
indications are provided, in a limited number of cases in humans, VCA is a new treatment
option and is performed by surgeons all over the world. VCA requires lifelong
immunosuppressive therapy and these immunosuppressive drugs have side effects. Therefore
VCA can not be used as an effective alternative reconstruction option. ‘ Split rejection’ suggests
that various tissues in VCA will rgect at different times and rates. Skin component of VCA is
highly antigenic. Antigenic response to skin is an important barrier for VCA. Experimental
studies about split tolerance to skin began in the 1950s. There are many experimental studies
in this regard. Nevertheless, split tolerance is ill not preventable. Therefore, immune
modulation and various tolerance induction strategies are performed to prevent allograft
rejection in experimental studies. The purpose of these studies is to prevent and modulate
alloimmune rejection, to minimize immune suppressive drugs and side effects with various
tolerance induction strategies.

Mesenchymal stem cells (MSCs) posses immunomodulatory properties demonstrated in vivo
and in vitro studies. On the basis of these studies MSCs therapy is used to prolong the
allograft survival as atolerance induction strategy in experimental animal studies. In vitro and
in vivo studies demonstrated that ADASs has immunomodulatory properties seems like bone
morrow derivated MSC (BMCS). It is easy and quick to obtain ADAS instead of BMSC.
ADAS can be an alternative immunmodulatory therapy.

In this study we evaluated in vivo immunomodulatory effects of donor derivated 1V and SC
ADAS therapy on allograft rejection episode and allograft survival. The purpose of the study
isto suggest an immunomodulatory strategy for split tolerance to skin allograft.



Materialsand M ethods
In this experiment; n = 21 Lewis (inbreed) and n = 14 Brown Norway rats, (inbreed) meanly
8-12 week, 300-350 gr, were used as recipients and donors. Animals divided into five groups.

Control Groups:

Group 1: Autograft (negative control)

Group 2: Allograft (positive control)
Treatment Groups.

Group 3: Allografts and SC ADAS therapy
Group 4: Allograft and 1V ADAS therapy
Group 5: Allograft 1V and SC ADAS therapy

Fat graft was obtained from Group I1-1V-V to derivate ADAS. After we started autograft and
alograft surgery. Autograft surgery was performed to Group |. Allograft surgery was
performed to Group I1-111-VI-V. We treated the recipient with 1V and locally administered SC
ADAS therapy. We treated Group Il with SC ADAS, Group IV with IV ADAS, Group V
with IV and SC ADAS. All the grafts were taken postoperative care and were daily observed.
We obtained pathology samples from all the groups at the day of seven. We evaluated grade
of rejection pathology (The Banff 2007). We observed ADAS under the immune fluorescent
dye with the labeled cell detection method on pathologic sections on the day of seven.

Resultsand Conclusion

According to the results, IV and locally SC administered donor derivated ADAS therapy
significantly prolonged allograft survival as a tolerance induction strategy without using
immunosuppressive therapy in immunocompetence rats. Group 111 that we only used locally
administered SC ADAS therapy alone for immune modulation has the longest graft survival
time. 1V (intravenous) administered ADAS therapy prolonged the allograft survival although
alorejection occurred significantly earlier in Group IV that we administered 1V ADAS
therapy when we compared to the Group I11-V that we administered SC and IV+SC ADAS
therapy. IV ADAS therapy significantly decreased the allograft survival in later phases of
alotransplantation when we compared to the Group I11-V that we administered SC and
IV+SC ADAS therapy.

Keywords: Allograft rejection, adipose derivated mesencymal stem cell, immun modulation,
rat



3. GIRIS VE AMAC

Travma, timor cerrahisi, konjenital hastaliklar, yanik gibi sebeplerle yasanan doku kaybi ile
beraber olusan fonksiyonel ve estetik deformiteler icin ilk rekonstriksiyon segenegi otolog
rekonstriksiyonlardir.  Otolog rekonstriksiyon  secenekleri  tukendiginde, yiz ve
ekstremitelerde olusan defektlere yonelik protez/epitez uygulamalart kullaniimaktadir (1).
Insanlarda aym tirden farkli genetik Ozellikteki bir donorden allogreft transplantasyonu
uygulamalart fonksiyonel ve estetik alternatif bir rekonstriksiyon segenegi olarak
degerlendirilmektedir (2, 3). Farkli turler arasindaki zenogreft transplantasyonlarina yonelik
deneysel calismalar halen devam etmektedir (4, 5).

Ektoderm ve mezodermden gelisen kompozit igerikteki dokularin tek bir fonksiyonel tnite
seklinde mikrovaskuler transferi vaskilarize kompozit doku nakli (VCA) olarak tanimlanir.
Kompozit doku damar, sinir, kemik, tendon, kas, deri igerebilir. Kompozit doku kavram ilk
defa Kleinert ve Peacock tarafindan tamimlanmustir (2). Vaskilerize kompozit doku
alotransplantasyonu (VCA) immunoloji alanindaki yeni gelismeler ile kompleks fonksiyonel
ve estetik dnitelerin rekonstriksiyonu igin tim dinyada fayda zarar degerlendirmeleri
yapildiktan sonra, uygun endikasyonlar saglamyorsa, sinirli sayida ve segilmis vakalarda
uygulanmaktadir. Plastik cerrahi alamnda el ve vyiz allotransplantasyonlart olarak
uygulanmaktadir (2, 6-8). Immun yanmt, kompozit dokularin antijenitesi ve immunsuipresif
ilaglar hakkindaki calismalar ve gelismelerle birlikte insanlarda ilk basarili el
transplantasyonu 1999 yilinda genis seri hayvan deneylerinde alinan olumlu sonuclar
sonrasinda uygulanmustr (9, 10). Takiben ilk basarili yiz transplantasyonu 2005 yilinda
yapilmistir (11). insanlarda ilk basarili €l transplantasyonu yapildigindan bugiine Turkiye de
dahil dunyada yuziin Uzerinde hastaya VCA yapilmistir (12). VCA hayat kurtarict bir islem
olmamakla birlikte fonksiyonel ve estetik sonuclar: ile hayat degistirici bir rekonstriksiyon

secenegidir.

Allogreft rejeksiyonunu 6nlemek icin immunslpresif tedavi indiksiyon, idame ve akut
rejeksiyon ataginda kurtarici tedavi seklinde uygulanarak yapilmaktadir. VCA uygulamasi
hayat boyu siren idame immunslpresif tedavi gerektirmektedir. VCA uygulamalarinda
immunsipresif tedavide poliklonal antilenfosit ganlar, monoklonal yapida antikorlar,
kalsinorin inhibitorleri (siklosporin, takrolimus), mMTOR (mammalian target of rapamycin)
inhibitorleri, antimetabolit ajanlar (mikofenolat mofetil (MMF)) ve kortikosteroidler



kullanilmaktadir. Firsatgt  enfeksiyonlar, metabolik komplikasyonlar, lenfoproliferatif
maligniteler dnemli risklerdir (9, 13). Konkomitan transplantasyonlarin beraberinde getirdigi
riskler daha fazladir (14). Akut reeksiyon atag: ilk bir yil icerisinde en sik gorulen
komplikasyondur. Siklikla allogreft kaybi onlenerek rejeksiyon ataklart immunsipresif
tedavilerle kontrol altina alinmaktadir (15, 16). Kullanilan immunsipresiflerin yan etkilerinin
olusturdugu mortalite, morbidite ve psikososyal nedenler ile VCA uygulama endikasyonlari
ileilgili etik tartismalar devam etmektedir. Her bir hasta icin klinik ve etik agidan titiz kazang
ve risk degerlendirmesi ve yonetimi yapilmast gerekmektedir (3, 17). Allojenik
transplantlarda transplante edilen kompozit dokunun igerigine gdre immun yamt
degismektedir. Deri en antijenik yap: olmakla beraber kas ilimli, kemik dusik, kartilaj ve
tendon en az antijenik icerikli yapidir (18). Split tolereans VCA’ min farkli icerikte dokularinin
farkli zamanlarda ve hizlarda rejekte edilmesidir. Deriye yuksek immun cevap ve antijenik
alloimmun yamit mevcuttur ve split tolerans VCA’larda dnemli bir bariyerdir. Deriye yonelik
split tolerans kavram tammlandigi ve deneysel calismalar basladigi 1950'li yillardan beri
asilamamistir. Tek basina uygulanan deri greftleri ve VCA'’larda mevcut deri icerigi uygun
immun modulasyon yapilmadiginda rejekte edilmektedir. Bu durum derinin yiksek antijenik
icerigine, deriye 6zel antijenlere baglanmaktadir.

Immunstipresif tedaviye ragmen ilk bir yil icerisinde deri icerigi yiksek olan VCA'’larda akut
rejeksiyon ataklari gortlmektedir (2, 19). Yiksek antijenik karakterde ve antijenik yikin
fazla oldugu yuzey alam blyidk deri icerikli konkomitan allotransplantasyonlarda, donér
kokenli kemik iligi transplant1 yapilan vakalarda, kompozit dokunun kemik iligi hicreleri
icermesi halinde GVHD (Greft Versus Host Disease) gorulme riski artmaktadir (20, 21). TUm
bu sebeplerle VCA alternatif bir estetik ve rekonstruktif tedavi segenegi olarak sinirli olarak
kullanilabilmektedir.

‘Dondr spesifik tolerans’ alici kisinin kendisine ait olmayan hiicre serileri iceren bir dondrden
ahinmis allogreft ile uyumlu bir sekilde yasayabilmesi halidir. Gerek solid organ
transplantasyonlarinda, gerek VCA’da dondr spesifik tolerans allogreft vitalitesi icin gerekli
bir durumdur. Temel problem olan allogreft rejeksiyon sireci donér spesifik tolerans
saglayacak en az risk iceren immun modulasyon yontemleri ve tolerans indiksiyon stratejileri
Uzerinde deneysel arastirmalar yapilarak asilmaya calisiimaktadir (21). Deneysel calismalar
kemik iligi kokenli hematopoietik kok hiicre transplantasyonu yapilarak (22) ve vaskilarize
kemik iligi iceren doku transplantasyonu ile kimerizm olusturularak (23), T hiicre deplesyon
protokolleri kullanillarak, T hiicre proliferasyonunda mevcut kostimulatuar molekllere
yonelik blokaj yapan antikorlar uygulanarak (24), immun modilatuar hicreler olan T
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regulatuar hicre (Treg) (25, 26) ve dendritik hiicreler kullamlarak (27), kok hiicre tedavisi
uygulamalar: (20) ile devam etmektedir. Guncelligini korumaktadir. Calismalardaki temel
amag alicidaki immunsipresiflere ait komplikasyon ve risklerini en aza indiren tolerans
induksiyon stratgjisi ile immun modulasyon yapmak, dontr spesifik tolerans hali olusturmak
ve VCA'yi etkin bir rekonstriksiyon segenegi olarak ortaya koymaktir (28).

Eriskin mezenkimal kok hucreler (MSC) multipotent 6zellikte, kendi kendini yenileme ve
diferansiyasyon yetenegi olan, eriskinde cok cesitli dokulardan elde edilebilen bir koék hticre
tipidir (29). MSC'lerin en 6nemli genetik bariyer olan MHC bariyerini gectigi, in vitro ve in
vivo deneysel calismalarda gosterilmistir. MSC'lerin alloantijeni tamima 6zelligi olan,
aloantijen eliminasyonunda rol oynayan immun sistem hicreleri olan NK, B hicre, T
hicreleri, antijen sunan hticreler, PLMN (polimorfomononikleer hiicreler) Uzerinde immun
regulatuar ve immun modulatuar etkisi vardir (30). MSC’lerin salgiladigi ¢ozinir faktorler
(sitokinler, buyume faktorleri) ve hiicre-hiicre temasi ile ancak uygun mikrogevrede immun
modulatuar etkileri mevcuttur. MSC'lerin immunslpresif veya immun stimulan olmasi
mikrogevresi ile ilgilidir (31) ve plastisitesi yuksektir (32). MSC'ler immun modulatuar
ozellikleri ile deneysel calismalarda, otoimmun hastaliklarda (33), kronik inflamatuar
hastaliklarda (34), kemik iligi transplantasyonlarinda, GVHD tedavisine yonelik deneysel
calisgmalarda kullamimaktadir. Solid organ ve VCA allotransplantasyonunda tolerans
induksiyonu ve allogreft rejeksiyonunun geciktirilmesi ve 6nlenmesi amaciylatek basina veya
‘kombine immunsipresif ajanlarla’ deneysel calismalarda yeni bir stratgji  olarak
Onerilmektedir (35-39). Kemik iligi kokenli MSC calismalarda tercih edilmistir (20). Kemik
iligi kokenli MSC'lerin allojenik stimilasyonla uyarilan hiicresel immun yanit ve non spesifik
mitojene yanit olarak gelisen immun yant Gzerinde immunslpresif etkileri deneysel
calismalarda gosterilmistir (30). Kemik iligi kokenli MSC’lerin eldesinin zor olmasi, hiicre
Uretiminin daha uzun zaman amasi ve yeterli hiicre sayisina erisimde yasanan zorluklar
nedeni ile ADAS kemik iligi kokenli MSC’lere alternatif olusturmus, arastirma konusu
olmustur (40). in vitro calismalar kemik iligi kokenli MSC ve ADAS immun modulatuar
Ozelliklerinin benzer oldugunu gostermistir (41). Yakin donemde yapilan bir deneysel
calismada ADAS larin immun modulatuar etkileri daha potent olarak gosterilmistir (42). Bu
sonuglar ile beraber ADAS bir tolerans indiksiyon stratejisi ve immun modulasyon yontemi
olarak donér kokenli veya alici kokenli 5x10° -5x10” hiicre/kg olarak (37) beraberinde cesitli
tartismalarla gesitli protokollerle hayvan deneylerinde kullaniimaktadir (43).



Bir tolerans indiksiyon stratejisi olarak allojenik ADAS, SC ve IV olarak allotransplantasyon
Oncesinde, peroperatif ve postoperatif uyguladigimiz protokolde (doz, gin ve uygulama
bicimi) hentiz kullanilmamistir. Bu bilgilerden hareketle deneyimizde uyguladigimiz
protokollerle dondr kokenli ADAS 1V ve SC kullammu ile immun modilasyon,

immunsipresif ajan kullamlmadan allogreft yasam siiresinde uzama amaclanmustir.



4. GENEL BIiLGiLER

4.1.Transplantasyon immunolgjisi
4.1.1. Transplantasyon Tarihges

Allotransplantasyon adina ilk bilinen cerrahi besinci ylzyilda ikiz azizler Cosmos ve Damian
tarafindan yapilmustir. Ikiz azizler bacagim kaybetmis bir hastaya yeni 6Imiis Etiyopyal: bir
koleden aldiklari bacagi transplante etmislerdir (44). M.O. ikinci yizyilda, Hint cerrah
Sushruta burun rekonstriksiyonu igin otolog deri grefti kullanmistir. Rénesans déneminde
Italya’ da Bologna sehrinde Gaspare Tagliacozzi (1547-1599) kéleden efendisine olmak lizere
burun allotransplantasyonu ve otolog burun rekonstriksiyonu yapmustir. Otolog burun
rekonstriksiyonu basarili olurken, allotransplantasyon basarisiz olmustur. Tagliacozzi bu
konuda bireyin 6zgunlGgtini ve bir bireyden digerine aktarimin bu nedenle olamayacagin 6n
goren fikirlerini 1596’ da ifade etmistir (9).

1800’14 yillarin sonunda T. Kochen tarafindan tiroid implantasyonu ile tiroid rezeksiyonu
yapilan hastalarda gorilen hipotiroidinin  kaybolmasi ile tiroid fonksiyonlar1 ortaya
konmustur. Bu yillarda transplantasyon yoluyla bir orgamin yerine baska bir orgamn
tranplante edilebilecegi diustincesi kabul edilmistir. A. Eisellberg hemen ardindan pankreas,
over, testis zenotransplantasyon ve allotransplantasyon denemeleri yaprmistir (45).

1900’ lu yillarin baglarinda A.Carrel kopeklerde basarili arka bacak nakilleri, C. Guthrie
kopeklerde kisa sireli basarili goz kapagr ve tukirik salimm elde edilen bas
alotransplantasyonu yapmustir. M. Jaboulay tarafindan domuzlardan insanlara bobrek
zenotransplantasyonu denemeleri yapilmistir (9, 45). Fakat zenotransplantasyonlarin bir hafta
icerisinde rejekte edilmesi ve mortalite nedeni ile zenotransplantasyon immunsipresif ilaclar
kesfedilene dek denenmemistir. A. Carrel yaptigi calismalarla allojenik rejeksiyonu
tammlamis, allotransplantasyon icgin sinir ve damar mikrocerrahi anastomozu gerekli
oldugunu ortaya koymustur (46). Allojenik rejeksiyon tamimlanmasi sonrasinda
transplantasyon immunolojisi kavrami G. Schéne tarafindan ortaya konulmustur (45).
Allojenik rejeksiyonu oOnlemek icin 1900'lu yillarin baglarinda tammlanan antikorlar,
radyoterapi, benzen, splenektomi ile retiklloendoteliyal sistem baskilanmaya calisilmustir.
Fakat bu tedaviler enfeksiyonlara, immun slipresyona yol agmasi ve sebep oldugu morbidite
ve mortalite nedeni ile klinik olarak uygulanabilir bir pratik olmaktan uzakta kalmustir.
1930’ lu yillara gelindiginde bobrek allotransplantasyonu denemeleri yapilmaya baslanmustir.
Fakat denemeler basarisizlikla sonuclanmustir. Bu donemde Traub transplasental embriyo
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enfeksiyonu sonrasi lenfatik bir virlisiin yasayabildigini, eriskindeki enfeksiyondan sonra
yasayamachgim gostermistir. Bu eriskindeki immun yanitin gostergesi olmustur (47).

1940’ |1 yillarda allojenik immunolojik bariyerlerin (MHC) hentiz tammlanmadig: 1. Dunya
Savas1 sirasinda yanik ile yaralans olan pilotlar icin ingiltere Tip Arastrmalar: Konseyi geng
bir plastik cerrah olan T. Gibson'u gorevlendirmistir. Yamk tedavisinde ilk allogreft
uygulamalar: bu donemde kullarnilmistir. T. Gibson bu hastalar: tedavi ederken ayni: dondrden
alinmig allogreftlerin ikinci deneme transplantasyonlarda daha hizli rejekte oldugunu
gbzlemlemistir. Bu konudaki gozlemleri icin P. Medavar ile birlikte hayvan deneyleri ve
alogreftler Uzerinde calismalar yapmistir. Bu deneylerde alici tarafindan yaratilan immun
cevap ile kisiye 6zel spesifik deri allogreft rejeksiyonu kavramim tammlamislardir (48, 49).
MHC (Buyuk doku uyumluluk kompleksi) kavram fark edilmistir (50).

1950’ lili yillarda Owen dizigotik ikizlerde fetal sirkilasyonda mevcut vaskiler anastomozlar
ile olusan dogal immun tolerans kavrami ortaya konmus, birbirlerinin hematopoietik
hicrelerini aldiklar1 ve birbirlerinin deri greftine kars1 immun tolerans olusturduklar: ve
kimeralar olduklar: gosterilmistir (51) (Sekil 1). Billingram, Brent ve Medavar immun defisiti
olmayan eriskin don¢r fareden fetal veya prenatal farelere inokile olan dalak hticrelerinin
alicida allotoleransa yol actigim gostermistir. Yenidoganda intraventz allojenik hicre
enjeksiyonu ile kazanilmis neonatal immun tolerans olusturulmus ve allogrefte yonelik dondr
spesifik tolerans gelistirilmistir. Bu deneyler ilk defa neonatal kazanilmis allojenik toleransin
olusabilecegini gostermistir (52, 53). Yine 1950'li yillarda plastik cerrah Joseph Murray
kopeklerde immun tolerans olusturmak amaciyla deri ve bobrek nakli calismalar: yapmustir. J.
Murray ve J. H. Harrison, 1954 yilinda, tek yumurta ikizleri arasinda ilk basarili bobrek
naklini gergeklesmistir (54).
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Sekil 1. Owen, dizigotik ikizlerde fetal sirkiilasyonla olusan dogal immun tolerans (55)
(Free Martin Cattle)

1950'li yillarda steroid bulunmus ve Radyoterapi (RT) ile sitoablasyon ve tolerans
indiksiyonu calismalar: baglamstir. Ilk denemelerde steroid ve RT kullanilarak deri allogreft
yasam siresi tavsanlarda sadece bir kag gin uzatilabilmistir. Canon ve Longmire steroid
kullaniminin sadece allogreft rejeksiyon sikligini azalttigini, engellemedigini ve kesildiginde
rejeksiyonun gergeklestigini ortaya koymustur. Daha sonra Main ve Prehn yaptiklar
calismalarda total myeloablasyon ve allojenik kemik iligi hicreleri inokilasyonu ile dondr
spesifik tolerans olusturma kavramini ortaya koymustur. Fakat bu donemde GVHD ve total
myeloablasyonun mortalitesi ve morbiditesi, MHC bariyeri 6nemli bir problemdi. Bu yillarda
bir miyeloablatif nitrojen mustard olan alkilleyici aan siklofosfomid allojenik greft
uygulamalarinda tolerans indiksiyon stratejisi olarak kullanilms, allogreft yasam siiresinde
bir G¢ gline kadar uzama kaydedilmistir (55-58).

Owen tarafindan ortaya konan dizigotik ikizlerde fetal sirkilasyonla olusan dogal immun
tolerans kavram, Bilingham, Medavar ve Brent tarafindan deri allogreftlerine kars1 neonatal
maruziyetle kazanmlmis immun tolerans saglanabilecegi gosterilmesi (59), immunoterapi ve
organ allogreft transferleri ile immunsipresif ilaglarca indiklenen dondr spesifik immun
tolerans olusturdugunun gosterilmesi (60), allogreftin antijenik degil immunojenik oldugu
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fark edilmesi (53), MHC bariyerinin fark edilmesi modern transplantasyon immunolojisinin
baglangic1 sayilmistir. Daha sonra bu deneylerden yola cikilarak Burnet ve Fenner tarafindan
alotransplant yapilan canlilar arasinda yakin genetik iliski olmadiginda antijenik yamt kapali
dongu bir reaksiyon haline dontsttgi fark edilmis ve GVHD tanimlanmistir (55) (Sekil 2).
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Sekil 2: Kapal1 dongl antijenik yant

1960’ 11 yillarin basinda azatiyopirin, 6-merkaptopirin bulundu ve hayvan deneylerinde solid
organ allotransplantasyonlarinda allogreft yasayabilirligini uzattiklar: ortaya konuldu (61).
1963'te Ekvator’'da azatiyopurin ve hidrokortizon kullamlarak ilk el allotransplantasyonu
yapildi. Ug hafta sonra immun rejeksiyon gelismesi (izerine transplante edilen el geri
alinmsstir (62). 1967 yilinda Peacock tarafindan ilk basarili allojenik en-bloc dijital tendon
mekanizmasi transferi uygulamasi yapildi. Kompozit doku allotransplantasyonu tanmimlamasi
olarak literatire girdi (63). Ilerleyen yillarda silikon kullamm: ile yapilan otogreft
uygulamalarindaki basar1 nedeni ile Onemini kaybetti. 1970°'li yillara gelindiginde RT
tedavisi, kemik iligi transplantasyonu ve kimerizm dustincesi myeloproliferatif hastaliklarda
ve allotransplantasyonlarda tolerans indiksiyonu amagli kullanilmaya basland: (64) (Sekil 3).
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Sekil 3: Kimerizm dustincesi

Bu yillarda allojenik deriye yonelik tolerans 6nemli bir bariyerdi. Ilk defa Billingham (65)
tarafindan ortaya atilan split tolerans kavram ile Boys ve Old tarafindan ortaya atilan deri
antijenleri kavram ile bir dokuya tolerans gelistiren alicimin ayni: dondrden bir baska dokuya
kars1 gelistiremeyebilecegi disunilmustir (66). Split tolerans allotransplante edilen dokunun
farkli yapilarina kars1 farkli rejeksiyon yamitinin gelismesi halidir (19). Dolayisiyla bu
dénemde en antijenik yap1 olan deri icerikli allogreft transplantasyonlarinda deri rejeksiyonu
onemli bir bariyerdi.

1976 da siklosporinin bulunmas ile solid organ allotransplantasyonlarinda bir devrim olustu.
1981 yilinda ilk basarili kalp-akciger nakli gergeklesti. Allojenik bobrek transplantasyonu
yapilan hastalarda akut rejeksiyon ataklar1 %70’ den %50’ lere duserken, ilk bir yil igerisinde
greft yasayabilirligi %50 den %80’ lere cikti (67). Kalp, bobrek, karaciger ve pankreas
alotransplantasyonlarinda alinan olumlu sonuclar Gzerine akut rejeksiyon hizini azaltmak ve
alogreft yasam siresini uzatmak amaci ile kiglk hayvan deneylerinde arka bacak ve
mandibula allotransplantasyon denemeleri yapilmaya basland: (68).

1970’ lerin sonu, 1980’ lerin basinda Ust ekstremite transplantasyonlari Uzerinde siklosporinin
efikasitesi test edildi. ik defa 1984 yilinda sicanlarda siklosporin kullanilarak ekstremite
transplantasyonu yapilabilecegi gosterildi. Fakat siklosporinin toksik etkileri nedeni ile deri
icerigi fazla olan Ust ekstremite allogreftleri yiksek oranda transplantasyon sonrasindaki bir

kag ay icerisinde split tolerans kavramina uygun bir sekilde rejekte oldu (2, 69).
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1990’1 yillarin baslarinda takrolimus, ortalarinda mikofenolat mofetil (MMF) (70),
sonlarinda rapamisinin  kullamlmaya baslamasiyla, monoklonal antikor teknolojisindeki
gelismelerle (71), MHC gen kompleksi ve immun yanittaki rolu ile ilgili kesiflerle (72), kok
hicrelerin immun modulatuar ve immunsipresif etkilerinin (73), plastisitesi yuksek
telerojenik hicrelerin (74) ve immun regulatuar huicrelerin kesfi (75) ile kompozit doku nakli
alaninda yeni deneysel calismalar yapilmaya basladi (Sekil 4). Ekstremite, vaskilarize diz,
larinks, allotransplantasyonu siklosporin ile basarili olarak uygulandi. Takibinde sinir, tendon,
vakularize iskelet kasi, ylz, penis, dil allotransplantasyonlar: yapildi (2). Deneysel hayvanlar
Uzerinde yapilan calismalarda elde edilen olumlu sonuclar ile I. Uluslararast Kompozit Doku
Sempozyumu dizenlendi. Immunolojik ve etik bariyerler tartisilarak mevcut hayvan
deneylerinin insanlarda kompozit doku nakillerinin uygulanabilmesi agisindan yeterli oldugu
ve insanlarda kompozit doku nakline Kklinik olarak gegilmesi gerektigi fikrinde uzlasma
saglandi. Temel olarak kompozit doku naklinde mevcut deri yiukinin fazlaligi nedeni ile
tedavi prensibi maksimum immunsipresyon, minimum immunsipresif kullanim ve
minimum yan etki seklinde karar alindi. Altin standart takrolimus, MMF, steroid
kombinasyonu olarak belirlenerek el transplantasyonlarinin insanlarda denenmesinin uygun
olduguna karar verildi (76). Fransa’'da 1998'de, ilk unilateral el transplantasyonu yapild.
Postoperatif degerlendirmelerin olumlu olmasi Gzerine bilateral el transplantasyonlar: yapildi
(9, 77). Takibinde 2005'te Fransa da ilk yuz allotransplantasyonu yapildi (11). Halen VCA
sinirl1 sayida ve secilmis vakalarda, uygun endikasyonlar mevcut ise tek basina veya
konkomitan, ekstremite ve ylz olmak Uzere uygulanmaktadir. 2016 yilina dek yapilmis VCA
hastalar: takip edilmekte, fonksiyonel ve estetik sonuclar, immunsipresif uygulamalarla ilgili
tartismalar yapilmaktadir. Fakat VCA'larda 6nemli problem immunsipresif tedavilerle
kontrol altina alinsa bile kompozit icerik nedeni ile mevcut antijenik yike bagli yasanan akut
rejeksiyon ataklari ve en yiksek antijenik Ozellikteki deriye yonelik gelisen split tolerans
kavramidir. Bu sebeplerle gesitli immun modulatuar yontemlerle alojenik deriye yonelik
tolerans indiksiyon calismalari devam etmektedir. T Gibson, P. Medavar, Owen, Bilingham,
Brent’in deri greftine yonelik tolerans indiksiyonu calismalarimin Gzerinden 70 sene gecmis
olmasina, HLA doku uyumluluk antijenleri ve immun sistem ve immun modilasyon
yontemleri ile ilgili kesiflere ragmen hala deri allogreft rejeksiyon mekanizmas: ortaya
konamamustir, bu konudaki deneysel ¢calismalar devam etmektedir (78).
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immineloji Alanindaki Geligmeler

1900 — Kan grubu antijenlerinin bulunmas:

1938 —~ Antijen antikor birlesme hipotezinin ortaya konmasi

1954 = jzogenetik ikizler arasindaki ilk bbrek transplantasyonu

1953 = pedavar tarafindan kazanilmig immiin tolerans

kavraminin ortaya konmasi
1958 — HLA min tamimlanmasi

1966 - pozitif cross match'in akut rejeksiyona yol
actipinin gosterilmesi

1973 — Dentritik hiicrelerin kesfi
1978 Siklosproinin klinik olarak kullamma girmesi

1978 = gibrek transplantasyonlarinda HLA
uyumlulugunun kullanima girmesi
1981 —~  IL-2 reseptbrlerinin kesfi

1983 = T hiicre reseptorlerinin kesfi

1986 = Th1- Th2 hiicrelerinin fonksiyonlaninin ortaya
konmasi

1987  Takrolimus gibi yeni imminsupressif
ilaglarin kullamima girmesi

Sekil 4: Immunoloji alanindaki Gnemli gelismeler (79)

4.1.2. Transplantasyon

Cerrahi olarak transplantasyon yasayan hiicre, doku ve organlarin bulundugu bdlgeden ayrilip
baska bir bolgeye yerlestiriimesidir. Greft deri veya kemik doku gibi yasayan bir canl
dokunun aym canlida bulundugu bdlgeden baska bir bolgeye yerlestirilmesi veya farkl
canlilar arasinda aktarilarak farkli bdlgelere yerlestirilmesidir (80). Transplantasyonlar
transplantasyonun icerdigi  organ, fonksiyonel Unite, doku, hicre yapisi bilesimine
(kompleksite), transplante icerigin alindigi donore (genetik orijin), gore siniflandirilir. Ahici
ve dondrin aym canli oldugu transplantasyonlara ‘ ototransplantasyon’, aym tir icerisinde
izogenetik canlilar arasindaki transplantasyonlara ‘izotransplantasyon’, aym tir icerisinde
farkli genetik yapidaki canlilar arasindaki transplantasyona ‘allotransplantasyon’, farkli tirde
canlilar arasindaki transplantasyonlara ‘ zenotransplantasyon’ denir (81).

4.1.2.1. Deri Grefti

Epidermis ve dermisin kismi ya da totalini igeren dondrden tamamen devaskilarize sekilde
ayrilmis, yerlestirilecegi bolgeden plazmatik imbibisyon ve kapiller neovaskilarizasyon,
revaskilarizasyon ile iyilesmesi hedeflenen dokudur (Tablo 1). Otolog, zenotransplantasyon
veya allotranplantasyon seklinde deri grefti uygulamalar1 yapilmaktadir (Tablo 2). Greft
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yatagina yerlestirildikten sonraki ilk 48 saat serum inhibisyonu donemidir. Greft yataginda
olusan fibrin doku greftin yatagina yerlesmesini saglar. Bu donemde beslenme diflizyon
yarchmt ile olur. Takiben kapiller neovaskilarizasyon, revaskilarizasyon asamasiyla deri
grefti yerlestirildigi yatakta vitalite kazanir. Kismi kalinlikta deri greftleri epidermisin bir
kismini igerirken, tam kat deri greftleri tim dermisi igeren deri greftleridir (82, 83) (Tablo 1).

Tablo 1: Deri greftleri kalinligina gore (83)

Deri Grefti Isim K alinhk (mm)
Kismi kalhinhkta deri grefti Ince (Thiersch-Ollier) 0,15- 0,30
Orta (Blair-Brown) 0,30- 0,45
Kalin (Padget) 0,45- 0,60
Tam kat deri grefti Wolfe-Krause >12,60

Tablo 2: Deri greftleri alindigi1 bdlgenin genetik orijinine gore (81, 83)

Isim Orijin
Otogreft Donoér ve alic1 ayni Kisi ise
Homogreft
Allogreft Ayni tur igerisinde; farkli genetik 6zellikte canlilar arasinda
Izogreft Ayni tUr igerisinde izogenetik canlilar arasinda (ikizler)
Zenogreft Farkl: tirler arasinda

4.1.2.2. Otolog Deri Grefti

Kisinin kendisinden yapilan otolog deri grefti transferleri plastik cerrahide bir cok
rekonstriksiyon uygulamasinda primer ya da ana cerrahiye yardimci olacak sekilde siklikla
kullanilmaktadir. Sekonder vyara iyilesmesine bagli kontraktirleri onler. Hizli bir
rekonstrilksiyon secenegi olarak bir ¢cok endikasyonda olumlu sonuglariyla basit ve etkili bir
yontemdir (83). Kultir kosullarinda kisinin kendisinden alinmis otolog deri greftleri
olusturulmasinin zaman almasi, otogreftin ince, nazik olmas: ve zedelenmeye meyilli olmasi

yanik hastalarinda akut doinemde dezavantajdir.

4.1.2.3. Allojenik Deri Grefti

Kronik yaralarin ve yanik hastalarinin tedavisinde kiltir kosullarinda olusturulmus allojenik
hiicre igerikli biyosentetik deri allogreftleri kullammdadir. Kronik yaralarda, yara iyilesmesi
icin erken donemde yara iyilesmesi baslayana kadar yerlestirilerek, uygun yara yatagi
saglama ve iyilesme siirecini hizlandirmak icin kullamimaktadir. Tam kat olusmus yaniklarda
otolog kaynaklar sinirli oldugunda allogreftler kullanilabilir. Erken donemde hizli

rekonstriksiyon igin debridman sonrasinda dehidratasyonu, enfeksiyonu onlemek, yanik
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yarasim korumak icin gliserol ile muamele edilerek devitalize edilmis ve antijenitesi
azaltilmis olarak allojenik yapay deriyi taklit eden kultir kosullarinda olusturulmus
biyosentetik materyaller pahali olmast bir dezavantaj olmakla beraber kullaniimaktadir. (84,
85). Gliserol ile muamelenin antiimmunojenik, antibakteriyal ve antiviral etkileri vardir.
Islem gérmemis canli allogreft immunojeniktir. Saglikli ve immun defisiti olmayan bir aliciya
alogreft transplante edildiginde rejekte edilir. Insan kadavrasindan elde edilmis allojenik
hiicreler ile Uretilen doku muhendisligi Grtinleri allojenik deri greftleri kronik Ulser ve yanik
tedavisinde kullanilmasina ragmen allorejeksiyon oOnlenememistir. Bu nedenle tedavide
alojenik deri grefti kullanimim takiben otojenik greft kullammu zorunludur (18, 86, 87).
Immunoloji alaminda yeni gelismeler ve kesiflerle allojenik deri rejeksiyonunu énlemeye
yonelik deneysel calismalar iz kazanmistir (88, 89).

4.1.2.4. Zenojenik Deri Grefti

Transplantasyon icin aym ttrden dondr bulunmasinda olusan zorluklar nedeni ile alternatif
olarak hiicre, doku ve organlarin baska bir tirden elde edilmesi konusu bir arastirma
konusudur. Yakin iliskili tirler arasinda, maymun (primat)-insan ve uzak iliskili turler
arasinda, domuz (non primat)-insan yapilabilir. Zenogreftlere saglanacak immun tolerans
sayesinde hizli, kolay ve ¢ok sayida organ donasyonu saglanabilir (4).

Yara iyilesmesine zenogreft etkileri ile ilgili ilk calismalar Davies ve Silvetti tarafindan
yapilmus, ilk uygulamalar sigir embriyo derisi ile yapilmistir. Giniimiizde domuz sigir ve
koyun zenogreftleri kullanilabilmektedir. Domuzdan elde edilen zenogreftler ucuz olmasi ve
histolojik yapisinin insan derisine benzemesi nedeni ile tercih edilmektedir. Domuz zenogrefti
taze veya gliserol ile kimyasal dehidratasyon uygulanarak veya lipofilizasyon yontemi ile
devitalize edilerek kullamlabilir. Domuz zenogrefti deri grefti alinmig donér alanlarda, genis
yaniklarda, Stevens-Johnson Sendromu gibi eksfolyatif hastaliklarda, enfekte veya kabuklu
yaralar ve yaniklarda, sandvic greft teknigi seklinde uygulanarak tedavi amagli kullanilabilir.
Isi, sivi ve elektrolit kaybim azaltir. Agriy1 ve bakteriyel cogalmay: azaltir. Reepitelize olan
yaraya fiziksel koruma yapar. Demarke olmasi beklenen yarada, greft alacak yeterli otolog
saha bulunmadiginda ve total deri grefti icin hazirlik uygun olmadigi durumlarda
kullanilabilir (90).

Mevcut immunsipresif tedaviler ile zenogreftlere yonelik immun tolerans olusturma ve
zenogreft yasam siresinde artis hedeflenerek deneysel calismalar yapilmaya devam
etmektedir (4, 5, 91).
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4.2. Allogreft Rejeksiyon M ekanizmasu

4.2.1. Transplantasyon immunolojisi Antijenleri

Organizmada immun yanit olusturan ve immun yamt sonucunda ortaya ¢ikan antikor ve hiicre
yuzey molekilleri ile birlesme 0Ozelligi gOsteren, organizmamn yapisina yabanci olan
maddelere ‘antijen’ denir (81, 92).

Transplantasyon Antijenleri:

1-Major MHC antijenleri

2- Mindr MHC antijenleri

3-ABO kan grubu antijenleri

4-Dokuya 6zel antijenler ve split tolerans

4.2.1.1. Mgor MHC ( Buyuk Doku Uyumluluk Gen Kompleksi) Proteinleri

MHC gen kompleksi altinct kromozomun kisa kolu Uzerinde lokalize olan gen toplulugudur.
MHC gen bolgesi immun sistem fonksiyonunun %401 ile iliskili tammmlanmis 200’ den fazla
gen icermektedir. HLA (insan I0kosit antijen) simfi proteinlerin yapimindan sorumlu
bolgedir. MHC antijenleri HLA olarak tamimlamir. Bu ismin verilmesinin sebebi ilk defa
|6kosit yiizeyinde bulunmus olmasidir (93). Immun sistem kendi MHC gen kompleksi ile
uyumsuz MHC ekpresyonu protein (HLA molekdlleri) iceren allojenik hiicreyi immun yanit
olusturarak rejekte eder (94, 95).

MHC Sinif | Bolges

HLA sinif | doku uyumluluk molekillerini kodlar. Vicuttaki tim nikleus bulunduran
hiicrelerde bulunan proteinleri kodlar (94).

Sinif I: HLA- A,B,C

MHC Sinif |1 Bolges

HLA sinif Il doku uyumluluk molekillerini kodlar. Kazamilmis immuniteyi aktive eden T
lenfositleri uyaran antijen sunan hticre ylzeylerinde, B hiicreler, makrofaj, monosit, folikiler
dendritik hicre yizeylerinde bulunan protein grubunu kodlar. Y tksek polimorfizmi vardir.
Alloantijen cevabinda MHC |1 molekdlleri cok 6nemlidir (94).

Sinif 11: HLA- DR, DQ, DP

MHC Sinif 111 Bélges
Kompleman faktorleri (C2-C4), 1s1 sok proteinleri ve TNF ileilgili proteinleri kodlar (93, 96).
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Farkl: tipteki T hicrelerinin olgunlasma ve proliferasyon siireci TCR peptid-MHC kompleksi
birlesmesi ile olur. Efektér (CD4+)Th hiicreler hiicre dis1 patojenleri temizlerken, efektor
(CD8+)Ts hicreler hicre ici organizmalarla enfekte hicreleri dogrudan yok eder. Bir
antijenik peptidin (CD4+)Th veya (CD8+)Tc hiicresinden hangisini uyaracagina peptidi sunan
MHC proteinleri belirler. T hicreleri yalmz protein yapida antijenleri tamr ve kazanmlmis
immun yanitta rol oynar. MHC simif [ molekdlleri ile birlikte sunulan antijenleri, (CD4+)Th
hiicreler tamir. MHC sinif | molekdilt ile birlikte sunulan antijenleri ise (CD8+)Tc lenfositleri
tanir (97, 98) (Sekil 5).

MHC Klas 1 CDS§ MHC Klas I &= CD4

Hedef hiicre APC

Sekil 5: MHC T hicre etkilesimi

MHC ekspresyonu proteinler allogreft rejeksiyonunda dogal ve kazanilmis immunite araciligi
ile rol oynar. Major MHC ekspresyonu proteinlerde (HLA) uyumsuzluk olmasi doku
uyumsuzlugu anlamina gelir ve allotransplantasyonun postoperatif seyrini olumsuz etkiler.
1970'li yillarda Paul Terasaki tarafindan bulunan ve allotransplantasyon dncesinde negatif
cikmas: ile allorejeksiyon riskini distren doku uyumluluk testlerinin allotransplantasyon
alaninda uygulanmaya baslamasiyla ¢igir acilmistir. Bu testler dondr HLA tiplendirilmesi,
HLA’ya yonelik olusan antikorlarin sensitif, spesifik testler ile belirlenmesi ve alic1 ve verici
arasinda doku uyumlulugu oldugunu gosteren ‘cross matching’ yontemlerini igerir.
Preoperatif ve postoperatif alloreaktif T hicreleri, alloantikorlar cesitli yontemlerle tespit
edilebilmektedir (94, 99).

4.2.1.2. Minér MHC antijenleri

MHC major doku uyumlulugu olsa bile mindr MHC proteinleri allotransplantasyon
sonrasinda  rejeksiyonu  tetikleyebilir.  Bu nedenle  MHC  uyumlulugu mevcut
transplantasyonlarda rejeksiyon gorulebilir (79, 81).
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4.2.1.3. ABO antijenleri

ABO kan grubu antijenleri transplantasyon icin 6nemli bir bariyerdir. Fakat bu bariyer ABO
uyumlu allotransplantasyon uygulamasi ile asilabilir. Rh antijenleri allogreft rejeksiyonunda
rol oynamaz. Anti A ve anti B antikorlari dogumda mevcut degildir. Bagirsak florasinda
mevcut capraz antijenlere kars1 dogumdan sonra bir kag gin icerisinde gelisir. ABO uyumsuz
nakillerde hizli hiperakut rejeksiyon riski vardir. Kalp ve karaciger allotransplantasyonlar:
akut ABO antijenlerine bagli gelismis rejeksiyona daha az duyarlidir (81). Daha 6nce kan
transfizyonu almis kisilerde, gebelik esnasinda veya gecirilmis bir allotransplantasyon
Oykusunde bu antikorlar pozitif olabilir. Hiperakut rejeksiyona sebep olabilir (100, 101).

4.2.1.4. Dokuya Ozel Antijenler ve Split tolerans

Cilt allojenik transplante edilen dokular igerisinde en antijenik yapichr (18). Ilk defa
Billingham (65) tarafindan ortaya atilan split tolerans kavrami ve Boys ve Old tarafindan
ortaya atilan deri antijenleri kavramu ile bir dokuya tolerans gelistiren alicimin ayni donérden
bir baska dokuya karsi gelistiremeyebilecegi dusunulmistir (66). Split tolerans
alotransplante edilen dokunun farkli yapilarina karsi farkli rejeksiyon yanitimin gelismesi

halidir. Split tolerans ile uyumlu deri rejeksiyonunda deriye spesifik antijenler rol oynar (78).

4.2.2. immunolojik Allogreft Rejeksiyonu
Transplantasyon yapilan hastalarda allogreft immunstipresif tedavi uygulanmazsa humoral ve
hiicresel immun sistem tarafindan rejekte edilmektedir.

4.2.2.1. Humoral immun Yanit / Antikor Aracl Yanit

Humoral allogreft rejeksiyonunda rejeksiyon mekanizmas: antikorlar araciligir ile olur.
Antikorlar hiperakut, akut ve kronik allogreft rejeksiyonunda rol alir. Dogal immun sistem
hem erken dogal bagisiklik yanit1 olarak antikor Uretimine baglayarak, hem de gebelik, kan
transflizyonu veya gecirilmis transplantasyon 6ykisi nedeni ile énceden mevcut antikorlar
yolu ile allojenik rejeksiyon mekanizmasini tetikler. Endotel Gzerindeki ABO ve HLA
antijenlerine baglanan antikorlar ‘antikor bagimli hiicre hasart’ yapar. Kompleman bagimli
yollar olan membran saldiri kompleksi (MAC) yolagi, kompleman aracili reseptor bagimli
fagositoz, inflamatuar siregler, koagllasyon kaskad: allorejeksiyonda rol oynar. Hiicresel
veya humoral yol ile olusmus antikor antijen kompleksleri direkt organ veya doku hasari
yapar ve akut rejeksiyonu tetikler. Akut rejeksiyonu onlemek icin doku uyumlulugu ve alicida
mevcut antikorlara yonelik testler uygulanarak allotransplantasyon yapilir. Antikor Greten
hicreler Gzerinde deplesyon yapan immunsipresif protokoller, antikorlari elimine etme
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yontemleri (plazmaferez, IV 1g), seroid ve antikoagilan tedavi ile allogreft hasarim ve
sekonder organ hasarini 6nlemeye yonelik tedaviler uygulanmaktadir (100, 102, 103).

Deri Allogreft Rejeksiyonu

Allogreftin yerlesmesini takiben ilk dogal immun sistem aktive olur. Dogal immun sistemin
etkili olan hicreleri dendritik hicreler, makrofajlar ve NK hicreler allotransplant
rejeksiyonunda ilk olarak harekete gegerler ve kazamlmis immun sistemi uyararak allogreft
rejeksiyonuna sebep olurlar (104-106). Dogal immun sistemi aktive eden konakciya ait veya
donotre ait ligandlar DAMPs (Danger or damage molecular patterns) adi verilen molekillerdir.
Bu molekuller TLRs (Toll-like receptors) reseptorlerini aktive etmektedirler (107) (Sekil 6).
Dendritik hticrelerde eksprese edilen TLRs reseptorleri, PRRs (Patern Recognition Receptors)
reseptorlerinin bir alt grubu olup alojenik antijenlerin tamnmasinda rol oynamaktadir (108).
Deneysel calismalar dendritik hiicrelerce eksprese edilen TLRs reseptorlerinin deri allojenik
rejeksiyonunda dogal immunite Gizerinden humoral immun rejeksiyon mekanizmasinda etkili
oldugunu gostermistir. TLRs resepttr sinyal adaptor proteini bloke edildiginde lenf nodlarina
drene olan matlr dendritik hiicre drengji1 azalir, reaktif T hiicreleri azalir ve Thl cevabi
bozulur. Bu cevap erken dogal allojenik yamitin hiicresel yanit ile baglantisint gostermektedir
(109) (Sekil 6). Allojenik deri rejeksiyonunda T hticre yaniti1 dermis ve epidermis ayrilmasina
ve deri rejeksiyonuna yol agmaktadir. Bu dogal immun yanitta rol oynayan adhezyon
molekulleri, sitokin ve kemokinler vardir (110). Bu molekdillerden ICAM-1 ve selektin bloke
edildiginde allogreft rejeksiyonun geciktigi deneysel ¢calismalarda gosterilmistir (111).

Lenf Nodu :
Afferent Lenfatik Efferent Lenfatik
Greft reaktif T
DC. Antijenle har;lla;-ma hiicreleri
DC Maturasyo:
Thi
slt\ulclnle ri
Dentritik hiicre naif T |
hiicreye antijen surnumiw
- T hiicre alrtlvaﬂurtu \
L /=1 o
ARL yssee et Allogreft Hasarn
TRL sinyali

(Doror ya da alici)
Current Opinion in Immmunology

Sekil  6: Dendritik  hicre  alojenik  doga  immun  aktivasyonu  (104)
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Allojenik deri rejeksiyonu sirasinda epidermiste bulunan Langerhans hicreleri, dermiste
bulunan dermal dendritik hiicreler ve makrofgjlar aktive olarak kan dolasimina ve lenfatik
dolasima gegmekte, lenf nodlarina giderek alloreaktif T hiicrelerine antijen sunarak hticresel
immuniteyi ve alloreaktif T hticre proliferasyonunu aktive etmektedir. Bu siiregte en etkili
hiicre antijen sunan dendritik hicrelerdir. Langerhans hicreleri mezenkimal orijinlidir.
Epidermisin tim tabakalarinda olmakla beraber, ©zellikle stratum spinosum’un Ust
boluminde bulunmaktadir. Alloimmun dermal yanitta basat uyarici huicredir (112) (Sekil 7).
Deride yerlesik bellek T htcreleri ve Treg hiucreler vardir. Langerhans hicreleri antijen
stimilasyonu varliginda bellek T hlcre proliferasyonunu, antijen stimilasyonu yoklugunda
ise kutandz Treg hucrelerin proliferasyonunu uyarir (113).

Efferent Lenfatik

Immunotherapy & Future Science Group (2011)

Sekil 7: Deri allogreft rejeksiyonu dendritik hticre yaniti (112)

Zaman ilerledikge dogal immun sistem ve antijen sunan hicreler tarafindan uyarilan
kazamlmis immunite/hiicresel immun yanit allorejeksiyon sirecine katilir. Hiicresel immun
yanitin da katilimiyla kuvvetlenen humoral/antikor aracili immun allogreft hasar1 devam eder
(Sekil 8).
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Sekil 8: Allogreft rejeksiyonu APC (antijen sunan hticre) etkisi (101) ADCC: Antikor aracili

immunite

4.2.2.2. Hiicresel immun Yamt

Antijen sunumunu takiben hiicresel immun yamit, kazamlmis immunite devreye girer. T
hiicreler direkt, indirekt ve semidirekt molekiler yolaklarla allogreft rejeksiyonun
olusmasinda rol oynar. T hicrelerinin alloantijene yamit olarak immun aktivasyonu ve
rejeksiyon siirecinin baslamasi icin Ug sinyal vardir (114, 115) (Sekil 9).
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Sekil 9: T hiicre aktivasyonunda sinyal mekanizmalar: (114)

Birinci sinyal:

Antijen sunan hiicreler T hiicre aktivasyonu yapar. Dendritik hiicreler ile T hiicreler arasinda
karsilikli etkilesim vardir. dontre ait antijenlerin TCR-MHC kompleksi birlesimi ile T
hicreleri uyarilir (94) (Sekil 9-10).

ikinci sinyal:

T hicre yizeylerinde bulunan kostimulator molekullerin (CD28), makrofaj, dendritik hiicre
ve B lenfosit ylizeyindeki ligandlari ile (B7-1 veya B7-2, CD80/CD86) birlesmeleridir (Sekil
10). . Bu bhirinci yolaktir, burada inhibitdr molekulti CTLA-4'tir. CTLA-4 Ig kullanmlarak
akut rejeksiyon baskilanabilir. Dendritik hticrelerdeki CD40 ile T hiicrelerdeki CD154 (CD40
ligand) birlesmesi ile T hiucrelerde B7 protein sentezi indiklenir. CD40:CD154 etkilesimi
ikinci yolaktir. Bu etkilesimin anti CD40, anti CD154 ile blokaj1 halinde, T hiicre aktivasyonu
ve proliferasyonu inhibe olur. Anerji ve allotolerans gelisir. Diger kostimulator yolaklar
ICOS:ICOSL, PD-1:PD-L1/L2, OX40:0X40L, 41BB:41BBL, CD27:CD70, LFA-1.ICAM,
VLA-4:VCAM, TIM molekiilleridir (116, 117) (Sekil 9-10).
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Sekil 10: T hiicre aktivasyonu kostimulatuar molekdiller (114, 118, 119)

Uclinci sinyal:
Aktive T hicreleri IL-2 salgilamaya baslarlar. T hiicre proliferasyonu ve diferansiyasyonu
hizlanir (114) (Sekil 9).

Allogrefte Yonelik Hiicresel immun Yamtta Rol Oynayan immun Hiicreler

Doga immun sisteme ait antijen sunan hticrelerce gerceklestirilen antijen sunumunu takiben
Th hicreler, IL-12 ve INF-y varhiginda Th1 hiicrelere donusdr. Thl, IL-2 ve INF-y ile NK, T
sitotoksik hiicreler ve makrofajlar: aktive ederler (79) (Sekil 12). T hicreler IL-4 varliginda
Th2 hicrelere donusir. 1L-6 ve IL-4 araciligiyla B hicreleri ve eozinofilleri aktive eder. Th2
hiicreler I1L-10 salgilayarak immun yanit Uzerinde inhibitor kontroli saglarlar (79, 120) (Sekil
11-12).
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B hicreler, Th2 hicrelerce aktive edilip donére ait antijenler icin antikor Uretmeye baglar.
Kompleman bagimli yolak veya opsonizasyon ile antikor aracili sitotoksik yanit olusturur.
dondre spesifik hafiza olusumunu efektor ve bellek T hiicrelerinin devamliligint saglar (112).

NK hucrelerin kendine ait MHC | disindaki molekdillere saldirma 6zelligi vardir. Alloantijen
ile temasta direkt sitotoksik etki ile dondr hiicrelere saldirir ve sitotoksik yanit olusturur. Thl
lehine immun stimilasyon yaparak allorejeksiyonda rol oynadiklari distnilmektedir.
Alloreaktif T htcrelerin aktivasyonunu kuvvetlendirir. Deplesyonlar: allogreft rejeksiyonunu
engellemez. NK hiicreler transplantasyon toleransinda etkili olacak glcli immun modulatuar
faktorler salgilamaktadir. Deri allogreft deney modelinde yapilmis bir calismada aliciya ait
NK hicrelerin APC’ler Gzerinde regile edici faktorler ile etkili oldugu bu yolla T hiicre
fonksiyonlarin etkiledigi gosterilmistir (121).

Tc hicreler aktivasyonu takiben perforinler ve granzimler araciligi ile direk sitolizis ve
apopitotik hicre 6limi yapar (119). Bellek (CD8+)Tc hicreler (Memory (CD8+) T cell)
rejeksiyonda 6nemli rol oynarken allogreft toleransina 6nemli bir bariyerdir (120).

PMNL akut allorejeksiyonda allogrefti infiltre eder. IL-2 varliginda diferansiye olan
alloreaktif Th2 hicreleri tarafindan aktive edilen eozinofiller IL-4 aracilig: ile aktive olup
alogrefti infiltre eder. Alloreaktif Thl hicreler INF-y araciligi makrofaj aracili rejeksiyonu
aktive eder. IL-6 varliginda diferansiye olan Thl7 ve IL-17 aracilig: ile n6trofilik rejeksiyon
uyarilir (120). TGF-B varliginda diferansiye olan Treg hiicreler TGF-$ araciligi ile immun
slipresyon ve allogrefte yonelik immun yanitta inhibitor etki yapar (79) (Sekil 11).
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Sekil 11: Allogreft rejeksiyonunda hticresel yolak ile PMNL aktivasyonu (120)

4.2.2.3. Hucresel ve Humoral yamt
Sireg ilerledikce dogal ve kazanilmis immunite hiicresel ve humoral mekanizmalarla allogreft
rejeksiyonunda bir arada etkili olur. (Sekil 12).
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Sekil 12: Allogreft hasari Thl ve Th2 hicre etkileri (79)
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4.2.3. Hiicresel Immun Yanit Molekiiler Tamma

4.2.3.1. Direkt Yolak

Alicidaki T hicreleri TCR reseptorleri ile dondr kokenli MHC moleklll iceren passenger
|6kositler Uzerindeki allojenik MHC molekullerini tamyarak aktive olur. Bu yolak ¢ok sayida
alojenik 16kosit transferi olursa akut rejeksiyon patolojisinde rol oynar. Direk alloreaktif T
hicreler allojenik MHC' ye spesifik yanit verir. T hiicre bagimli kazamlmis bir yanit vardir.
Direkt yolak ile B hticre proliferasyonu, antikor aracili yanit ve hticre aracili sitotoksik yanit
aktive olur (94, 119, 122, 123) (Sekil 13-14). Dondr ve alicimn MHC molekillerinin
konformosyonel ve yapisal farkliliklar: arttikca direkt allojenik yanit siddetlenir (124). ilk
bakista bu yolak MHC polimorfizmi nedeni ile daha etkili olabilecek gibi 6n goralirken in
vivo deneysel calismalarda allojenik antijen sunan hicrelerin NK hicrelerce erken
eliminasyonu sonucu etkinligini kaybetmektedir (125).

4.2.3.2. indirekt Yolak

Bu yolak erken dogal immun yamt, dogal bagisiklik htcrelerinin (NK) ve APC'lerin
(makrofa)) aktivasyonu ile baglar. Alicidaki antijen sunan hicreler self MHC molekilleri ile
dondre ait antijenleri alict T hicrelerine sunar. Allogreft yerinde durdugu siirece bu yolak
strekli calismaktadir. Erken rejeksiyon reaksiyonu ile NK hiicreler ve makrofajlar dondre ait
APC'leri elimine ettigi icin in vivo allorejeksiyonda indirekt yolak daha etkilidir, devamli
antijenik stimulasyonla kronik rejeksiyonda rol oynar (94, 125, 126). Indirekt yolak yuksek
plastisite 6zelligi ile immun modilasyon yontemleri ile hedef alinarak allogreft tolerans
olusturulmasindarol oynayabilir (127) (Sekil 13-14).

4.2.3.3. Semi Direkt Yolak

Alicidaki antijen sunan hicreler dondrin MHC protein-allojenik antijen kompleksini T
hiicrelere sunar (Sekil 13). Yukarida bahsedilen yollar olmasina ragmen immun yanita gok
sayida diger faktorler (iskemi-reperfiizyon hasari, alicinin bagisiklik durumu, immunsipresor
yan etkileri / immun modulator protokolleri, enfeksiydz komplikasyonlar) katkida bulunabilir.
Immun reaksiyon baslangicinin farkli nedenlerle gelismesi mumkindir (122).
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Sekil 13: Allogreft rejeksiyonu molektiler mekanizma (122)
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4.2.4. Allgjenik Rejeksyonda Rol Oynayan Immunolojik ve Non iImmunolojik
Parametreler

1. MHC uyumsuz transplantasyonda anti-dondér HLA antikorlari, ABO uyumsuz
transplantasyonlarda anti dondr A ve B antikorlar1 mevcudiyetinde hiperakut akselere dogal
immun yanit ve allorejeksiyon gelisebilir. Doku uyumlulugu mevcudiyetinde dontr minr
anti HLA antikorlar1 nedeni ile rejeksiyon gelisebilir (79).

2. Th hiicrelerin dengesi 6nemlidir. Thl hiicreler ve sitokinleri hiicresel immuniteyi baslatarak
rejeksiyona sebep olurken, Th2 hiicresel humoral yanitta rol oynar, immun yanit1 sinirlayici
sitokin olan I1L-10 salimmu ile kontrolli inhibisyon yaparak allogreft kabultinde etkili olur.
Thl —Th2 dengesi allogreft kabulinde énemlidir. Th2 yoniine denge oldugunda allogreft
kabull artar (128) (Sekil 15).

Thi Allogreft Th2
sitokinleri T Rejeksiyonu 1 sitokinleri
IL-2 :ﬂ
I Allogreft kabiill T IL-10
THFp TGF-p

Sekil 15: Th1-Th2 dengesi/ allotransplantasyon (128)

3. Antijen sunan htcreler alloantijen sunumu ile hiicresel yanitta rol oynamaktadir (118).

4. Immun regulatuar ve allojenik yanit: regiile eden ve allotolerans saglayan Treg hticre
populasyonunun ve oraninin yiksek olmasi allogrefte toleransi saglamaktadir (129).

5. Allogreftte iskemik veya travmatik hasar olmasi, posttransplantasyonel enfeksiyon
gelisimi, dogal immun sistemin aktivasyonunu tetikleyerek akut rejeksiyon atak insidansini
arttirmaktadir (128, 130, 131).

4.2.5. Deri Allogreft Rejeksiyon Paradigmas ve Rol Oynayan Parametreler

4.2.5.1. Deri Allogreft Rejeksiyon Paradigmas

Deri alogrefti rejeksiyonuna yonelik calismalar ve teoriler P. Medavar tarafindan ortaya
konmustur. Daha sonra J. Murray tarafindan azatiyopirin ve azaserin ile bobrek allogreft
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rejeksiyonunun onlendigi deneklerde ayni dontrden transplante edilen deri allogreftlerinin
yasam slresinde uzama olustugu ortaya kondu. Siklosporinin bulunmasiyla deri allogreft
yasam slresinde uzama olusmasina ragmen deri icerigi olmayan allogreftlere gére anlamli
uzama saglanamadi ve alorejeksiyon engellenemedi. Total vicut isinlama, dontre ait
hiicrelerinin intratimik enjeksiyonu, gelisen immun modullatuar yontemler, kok hicre
tedavileri, antikor teknolojisi ve gen tedavilerine ragmen deri allogreftine yonelik tolerans
induksiyonu deri icermeyen allogreftlere gre halen daha zordur. Split tolerans kavrami halen
asilamamustir (89).

4.2.5.2. Deri Allogreft Rejeksiyonunda Rol Oynayan Parametreler

1. Deri allogreft transplantasyonunun mikrocerrahi yontemlerle vaskiler pedikille transferi
veya dogal vaskilarizasyonla transferi ile rejeksiyon patolojisi arasindaki iliski tzerinde
calismalar devam etmektedir.

2. Transfer edilen deri allogreftinin lenfatik yatagimin intakt olmasi immunolojik yaniti
hizlandirmaktadr.

3. Deriye 0zel immun sistem mevcudiyeti, deri dokusuna spesifik antijenlerin bulunmasi,
Langerhans hiicrelerinin ve deriye 6zel dendritik hiicrelerin mevcudiyeti, yaygin MHC Class
Il antijen ekspresyonu, keratinositlerden ¢ok sayida ve yogun inflamatuar stokin salinim,
dendritik epidermal T hicrelerince canliya yabanct MHC uyumsuz keratinositlerin yikimi ve
deride yuksek konsantrasyonlardaki ekstraselltler glikoprotein igerigi deri allogreft rejeksiyon
dinamigini hizlandirmaktadir (89).

4.2.6. Allorgeksiyon Dinamigi

Akut ve kronik rejeksiyon olarak degerlendirilir.

4.2.6.1. Akut Rejeksiyon

1. Hiperakut Reeksiyon

Transplantasyon anastomozunu takiben bir kag dakika icerisinde gerceklesir. Dakikalar
icerisinde allogreftte basarisizlik gordlir (128). Antikor aracili yanmittir. Anti dondr MHC
antikorlarin kuclk arteriyoller ve kapiller damar endotel hicrelerine baglamp birikerek
kompleman aktivasyonu yapar. Kompleman aktivasyonu ile MAC (membrane attack complex
(C5b-9)) aktivasyonu ile endotel hiicre hasar1 olusur. Anafilatoksinler olan C5a ve C3a ile
trombositleri ve inflamatuar hiicreler aktive eder. Aktive Endoteliyal hiicreler I1L-1 araciligi
doku faktorini ve VWF'i (von Willebrand faktor); selektinler aracilig: ile trombositler ve
notrofilleri stimile eder. 1L-8 aracilig1 ile notrofil ve monositleri aktive eder. Erken ve hizli
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inflamasyon, tromboz ve vaskiler okliizyon olusur. Organda veya dokuda kalici iskemik
hasar olusur (103) (Sekil 16). En 6nemli sebepler eski transplantasyonlar veya multipl gebelik
durumlarin veya kan transflizyonlari sonrasinda olusmus antikorlaridir. ABO grubu
antijenlere kars1 gelismis antikorlar da sebebiyet verebilir (101, 128).

_ ADCC Koagiilasyon Kaskad:

{Antikor Aracth Hasar)

C3a _
‘%‘“-5
-+
D : Koagiilasyon Kaskadi
Ifc-j‘l * ia
IL- Trombositler
= MCP-1

P selektin &=
- TF IL-1

Aktive Olmus Endotel Hiicreleri

Sekil 16: Antikor aracili hasar ve kompleman aktivasyonu (103)

2. Hizli Akut Reeksiyon

Transplantasyondan sonra 24 saatle bes giin arasinda gergeklesen rejeksiyondur. intergtisiyel
hemoraji vaskiler tromboz, |0kosit infiltrasyonu ile karakterizedir. Klasik bir humoral
rejeksiyon yanitidir ve hicresel rejeksiyonu uyarir. Endoteliyal hicrelerde hiperakut
rejeksiyondaki trombotik okliizyondan ¢ok bir vaskilit soz konusudur. Ig M, Ig G, izotipinde
aloantikorlar sorumludur. Proinflamatuar sitokinler IFN-y ve IL-6 araciligi ile |okosit
infiltrasyonu, fibrin, C3 ve alloantikor icerikli endoteliyal depozitler olusur. Parankimal
hiicrelerde nekroz ile karakterize ve genellikle lenfosit ve makrofa infiltrasyonu ile
birliktedir. Bu infiltrasyondaki |0kositler greft parankim hiicrelerinin lizisinden sorumludurlar
(101, 128).

3. Akut Reeksiyon

Transplantasyon sonrasi bir kag giin ile bir kag hafta icerisinde gelisebilir. Bir, alt1 ay arasinda
akut rejeksiyon atagi olusabilir. T hicre aktivasyonu ile humoral ve hicresel immunite
beraber calisir. Arterlerin media tabakalarinda fibrinoid nekroz, platelet agrevasyonu ile
karakterize vaskiler oklizyon gorulur. Bu esnada allogreftte 16kosit infiltrasyonu ve fokal
nekroz odaklari gozlenir (Sekil 17). Vaskulit, dermatit, miyozit, perintral infiltrasyon, gesitli
bolgelerden alinan deri  biyopsilerinde gozlenir. Klinik gozlemlerde solid organ
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transplantasyonlarinda akut rejeksiyonda refrakter organ disfonksiyonu, MHC antikorlari
gozlenirken, steroide direncli iken el transplantasyonlarinda bunun tersi bir sekilde MHC
antikorlar1 gdzlenmez ve humoral mekanizmanin etkili olmadig: dustinilmektedir. Allogreft

iskemi stiresi uzadikga akut rejeksiyon riski artar (101, 128, 130).
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Greft Hiicre Hasan

Hiicreleri

Sekil 17: Immunolojik T hiicre aracili akut allojenik rejeksiyon, litik vaskiiler okliizyon

mekanizmasi (128)

4.2.6.2. Kronik Reaksiyon

Transplantasyondan bir yil veya daha sonra gorulir. Kronik rejeksiyon nonimmunolojik ve
immunolojik faktorlere bagli degisir. Normal doku fonksiyon ve yapisimin kayboldugu,
fibrozis ile karakterize bir durumdur. Akut rejeksiyon sikligina alicidaki sensitizasyona ve
MHC antikorlarina, alicinin yasina, immunslpresyon tedavisine, HT (hipertansiyon), CMV
enfeksiyonlari, sigara kullammu, hiperlipidemi gibi faktore bagli degisir (132) (Tablo 3).

Kronik rejeksiyon gorsel bulgu vermez veya goérsel bulgular cok ge¢c donemde ortaya cikar.
Bu yizden kronik fibrozisi takip etmek icin VCA'’larda allogreft cildi Uzerinden aralikli derin
doku biyopsileri alinmalidir. Kronik rejeksiyon akut ataklara ve rejeksiyona gore
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immunsipresif tedavinin gin gectikce artan basarisi nedeni ile daha az gorilmektedir.
VCA'’larda solid organ allotransplantasyonlarina gore kronik rejeksiyon insidansi daha azdir.
Kronik rejeksiyon VCA'da daha az siklikla gorulmesinin  etiyopatogenezi  heniiz
bilinmemektedir. Fakat dnemli farkliliklar solid organ transplantasyonlarina gore gérsel akut
rejeksiyon takibinin daha etkili olmasi, uzun dénem sonuglarinin hentiz tam olarak ortaya

¢ikmamis olmamasi ve immunstipresyon dozlarinin mimkiin oldugunca az uygulanmasi olasi

sebeplerdir (9).

Tablo 3: Kronik allogreft rejeksiyonu riskler (132)

Immunolojik Non Immunolojik

Dondr spesifik MHC antikorlar: varligi Transplant tipi

Akut rejeksiyon sikligi Mekanik travma

T hicre aracili rejeksiyon Allogrefte olan kan akimi ( iskemik siiresi)
Antikor aracili rejeksiyon Lenfatik rejenerasyon durumu

Allogreftin deri yuka varligi Greft denervasyonu

CMV pozitifligi, enjeksiyon durumu Sistemik vaskuler direng

VCA kemik iligi komponent icerigi

4.2.7. Regeksiyon Histopatolojis

4.2.7.1. Akut Rejeksiyon Histopatolojisi

Deri en antijenik yap1 oldugu igin allotransplant igeriginde deri varsa allorejeksiyon takibi
transplante edilen kompozit doku icerikli allogreft cildi Uzerinden alinan cilt biyopsileri ile
takip edilebilmektedir (112, 122). VCA rejeksiyon epizotlarimin histopatolojik takibinde
histopatolojik degerlendirme  rejeksiyonun  tipini, rejeksiyonun ciddiyetini
degerlendirmektedir.  Histopatolojik  skorlamada The Banff (2007) skorlamasi
kullanilmaktadir (133) (Tablo 4). The Banff histopatolojik degerlendirmesinde dermisi
adneksiyel yapilar1 infiltre eden inflamatuar hiicreler, epiteliyal apopitozis, diskeratoz, dermal
nekroz degerlendirilmesi yapilmaktadir.

Tablo 4: The Banff (2007) rejeksiyon histopatolojisi (133)

Grade 0 | Inflamasyon yok ya da ¢ok az inflamasyon mevcui.

Gradel Hafif dereceli perivaskiler infiltrasyon epidermis ayrilmasi yok.

Gradell | !hmli-ciddi perivaskuler infiltrasyon, hafif epidermis ayrilmasi, diskeratoz veya
keratinolizis, epidermal diskeratoz ve apoptozis yok.

Gradelll | Ciddi yogun inflamasyon ve epidermal ayrilma, apoptoz, diskeratoz veya
keratinolizis mevcut.
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Grade |V | Nekrotizan akut rejeksiyon, dermal nekroz odaklar1 mevcut.

4.2.7.2. Kronik Re eksiyon Histopatolojis

Kronik allojenik rejeksiyon histopatolojisi intimal hiperplazi, fibrozis, lenfoid folikullerde
artis ve transplantasyon vaskulopatisi ile seyreder. Bu nedenle VCA’da diizenli olarak derin
doku biyopsileri ile kronik rejeksiyon takibi Onerilir. Solid organ transplantasyonlarinda
fonksiyonel gerileme ve kayip ile bulgu verir (132).

4.3. Allogreft Rejeksiyonu Onlenmesi /immun M odiilasyon

4.3.1. immun M odiilasyon

Otoimmun hastaliklara (134) sebep olan immun yanitta, transplante edilen bir allogreftin
reddine sebep olan alloimmun yanitta (135) veya kanserli hicrelere karsi immun cevabin
yeterli olmadigr (136) durumlarda, immun sistem yamitini degistirmek icin gelismis ve
Ozellesmis immun cevabin regule edilmesi igin yapilan mudahaleler ‘immun modulasyon’
olarak tamumlanir. Immun cevabin arka plam bilindigi 6lctide immunoterapi ile immunolojik
yanit regiile edilebilir (137).

Immunolojik spesifik tamma mekanizmalar;, immun sisem aktivasyon ve regilasyon
mekanizmalar1 ve bu mekanizmalarda rol oynayan hicreler ve Urtnleri Gzerinden bir
aloantijene kars1 spesifik immun tolerans gelistirilebilir. Temel olarak, antijen-antikor
kompleksine yonelik antikorlar (Rh antikorlari), IL-1 (glukortikoidler), T hiicre reseptérlerine
yonelik ajanlar (OKT3, ALT, anti CD4), IL-2 (siklosporin, takrolimus) ve T hicre
proliferasyonuna yonelik ajanlar (azatiyopurin, metotreksat, rapamisin, siklofosfamid, MMF,
steroid) tzerinden immun modulasyon saglanabilir (137) (Sekil 18).
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Sekil 18: Immun moduilasyon mekanizmalar: (137)
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4.3.1.1. immun M odiilasyonda K ullamlan Y éntemler

1. Radyoterapi (RT)

Hematopoietik kok hiicre transplantasyonu oncesi myeloablatif yiksek doz tim vicut RT
hazirlik tedavisinde kullamlmaktadir. Total vicut 1sinlama sonrasinda lenfositlerin % 80’1
Olmektedir. RT parsiyel myeloablatif tedavi olarak dusik doz veya bolgesel olarak lenfoma
gibi hastaliklarin tedavisinde, tolerans indiiksiyonunda hazirlik rejimi olarak kullanilmaktadr.
2-Immun modiilatuar ilaglar: Immunsiipresif ilaglar, antimetabolitler

3-Sitokinler: IFN, Hepatik biyume faktorleri, 1L-2

4-Terapotik antikorlar: Poliklonal, monoklonal

5-Sitokin reseptor inhibitorleri: TNF, IL-2, IL-1

6-Plazmaferez. Intravaskiler dolasimdan antijen antikor komplekslerini ve Ig'leri
uzaklastirma yontemidir (137).

Immun sistem kendisine ait MHC I-1I doku uyumluluk antijeni chsindaki yabanc: antijenik
yUki, dokuyu, mikroorganizmay: eradike eder (128). Immun modiilasyon ile konakgida
kendine ait olmayan dontre ait MHC molekillerine karst immun tolerans gelistirilip,
allorejeksiyon geciktirilerek veya engellenerek donér spesifik tolerans olusturulabilir (138).

4.3.2. immunolojik Tolerans

Self antijene yanitin siiprese edilmesi, persistan ve uzun sireli yabanci antijen ile temasta
immunolojik cevabin kontrol edilmesidir. Immunolojik tolerans santral ve periferik
mekanizmalarla gelisir. Self tolerans ve spesifik tolerans olmak Uzere iki gesittir (92, 118).

4.3.2.1. Self Tolerans

Immun savunmaci konakcinin kendine ait antijenlere immun yamit olusturmamasi, self
tolerans olarak ifade edilir. immun tolerans farkli self antijenler ile temas yolu ile organlarda
daha lenfositler olusurken saglanabilecegi gibi, lenfositlerin periferik organlarda self
antijenlerle karsilasmasi sonucu da olusur (92, 139, 140).

4.3.2.2. Spesifik immun Tolerans
Kendine yabanci tim antijenlere immunolojik yamt veren konagin, bir grup antijene yanit
vermemesi halidir. Spesifik immun yanmitsizlik halidir (140).

4.3.2.3. Allojenik immun Tolerans/ Transplantasyon Tolerans
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Spesifik immun tolerans transplante edilen bir allogrefte yonelik olursa dondr spesifik
tolerang/transplantasyon toleranst olarak isimlendirilir. Dondr spesifik tolerans olustugunda
kronik immunsupresif tedavi olmadan alicinin lenfositleri dontre ait hiicreleri tehlikeli veya
yabanci olarak gérmez. Aym zamanda Uctinct bir kisiden gelen alloantijene yanit mevcuttur.
Yikici allorejeksiyon mevcut degildir. (141). Dondr spesifik toleransta in vitro T hicre
aktivitesi mevcuttur. Sadece dondr antijenlerine karsi T hicre reaktivitesi yoktur (140, 142).

4.3.3. immun Tolerans M ekanizmalari

4.3.3.1. Santral Tolerans/ Klonal Delesyon

Santral tolerans kendine ait antijenlere yuksek afinite gosteren self reaktif ve antijen spesifik
T ve B hicrelerinin timusta ve kemik iliginde delesyon mekanizmasi ile elimine edilmesidir
(143, 144) (Sekil 19).

4.3.3.2. Periferik Tolerans
Santral toleranstan kagan diustk afinitede self reaktif T ve B lenfositleri periferik lenfoid
organlarda periferik tolerans ile delesyonel (143) veya nondelesyonel mekanizmalar (145) ile
elimine edilir (Sekil 19-20).
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Sekil 19: Santral ve periferik tolerans (144)

4.3.4. Transplantasyon Tolerans

‘Holly Gray of organ transplantation’ kavram farmakolojik idame immun slpresyon
kullanilmadigr halde devamli transplantation toleransi, uzun sireli allogreft yasam siresi
olusmasidir. Klinik olarak tolerans transplante edilen orgamn fonksiyonel olarak calismasi,
histolojik rejeksiyon bulgularimin  mevcut olmamasichr.  Immunstipresif tedavi alan
transplantasyon hastalarinda idame tedavi ile ‘operasyonel tolerans' hali gelismektedir (145).
Transplantasyon toleransi santral delesyonel-timik; periferik delesyonel ve nondelesyonel
mekanizmalarla olusabilir (Sekil 20) (Tablo 5). Etkili bir tolerans indiksiyon mekanizmasi
klinik olarak uygulanabilir, guclu, stabil, dlgllebilir ve allogreft ile uyumlu olmalidir (140).
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Sekil 20: Transplant Tolerans Mekanizmalari

4.3.4.1. T hiicreler veiImmun Tolerans
A. Santral tolerans/ Klonal delesyon
Timusta gerceklesen santral T hticre toleransina klonal secilim denir (143).
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Negatif Secilim/Delesyon: Erken donemde timusta mediller timik epitelde Aire
transkripsiyon faktori kontrolinde otoresktif self antijenlere karsi aktif yiuksek afinite
gogteren T hiicreler delesyona ugrar (144).

Pozitif Secilim: MHC-peptid kompleksini tamyan self reaktif olmayan T hicrelerin
secilimidir (146)

Timus: Timus self toleransta hayat boyunca etkilidir. Allogrefte yonelik dondr spesifik
tolerans stratgjisi olarak da rol alabilir. Karaciger gibi telerojenik hiicrelerin yogun oldugu
alotransplantasyonlardan sonra allogrefte yonelik toleransin  immunsipresif tedavi
kesildiginde de devam ettigi gorUlmistir. Bunun sebebi allogreftte mevcut passenger
lenfositlerin alicinin organ ve dokularina ekilmesi ve kimerizm hali olusturmasidir. Kalp ve
bobrek gibi telerojenik hiicrelerden zengin olmayan organlarda ayni durumu saglamak icin
nonmyeloablatif indiksiyon tedavisi sonras: allojenik kemik iligi kokenli hematopoietik kok
hiicreler kullanilabilir. Fakat bu yolla olusan periferik kimerizm uzun sireli ve stabil degildir.
Santral lenfoid organ olan timusta yapilacak manipilasyonlarla alloantijenle indiklenmis
intratimik T hiicre delesyonu ile tolerans saglayabilir. Timus icerisine direkt alloantijen
enjeksiyonu ile santral tolerans indiksiyonu hayvan deneylerinde gosterilmistir (147).
Sicanlarda santral delesyonel tolerans mekanizmasi ile intratimik dondr kemik iligi kokenli
hicre enjeksiyonu ile allojenik deri grefti yasam siresi uzachgi gosterilmistir (148).
Transplant toleransinda amag stabil dondr spesifik immun toleranstir (Sekil 21).

Akut Rejeksiyon Hafiza ve Kronik Rejeksiyon

Trig hiicreler

Alboreaktil T hllcreber
2 - -
' % Rejeksivon
r_'_ 2y -

BEagarisiz Talarans

Apoptotik
Delesyon

Alborgaletil T hicraler

Allareaktif T hicre EE} Trag hilcraler

Hawvuzu
@ Tolerans
rf
indiiksiyon Unstabil Tolerans Stabil Talerans
Trensplantasyon sonrasi ZAamMan s .
Sekil 21: Stabil Donoér Spesifik Tolerans
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B. Periferik Tolerans

1. Ekstratimik Delesyon: Ilaclar (rapamisin), slipresor veya regulatuar hiicreler T hiicreler
Uzerinde periferik apoptozis ve ekstratimik delesyon, anerji ve stipresyona yol acabilir (143,
149). Kodgimulatuar blokaj ve kemik iligi transplantasyonu ile ekstratimik delesyon
gbzlenmistir (150). Mekanizmast AICD (activation induced cell death)’tir (142). Burada
hiicre ytizeyinde bulunan apoptozis tetikleyici faz reseptdrleri rol alir (117) (Sekil 23).

Veto fenomeni (CD8+) Tc hicrelerin sitotoksk T htcrelerini dldirebilme yeteneginin
olmasidir (142). (CD34+) Hematopoietik hiicrelerin veto etkis donor aloantijenlerine karsi
gelismis sitotoksk T lenfosit prekirsorlerinin apoptozis yolu ile elimine edilmesidir.
Megadoz purifiye (CD34+) hematopoietik kok hiicreler ile alojenik tolerans arttirilip immun
tolerans saglanabilir (151, 152).

2. Anerji: Efektor fonksiyonlarini yerine getiremeyecek sekilde intrensik molekiler
degisiklere ugrams T lenfositleri etkisizlestirilir etkili immun yanit gelismez. Buna ‘anerji’
denir. Kostimulatuar molekiller ve sinyal yolaklarinda blokaj uygulamas: anerji gelisimini
saglar. Anerjik hiucreler antijen ile stimile edildiginde yanit vermez (81, 144, 150) (Sekil 22-
23).

3. inhibitér Molekiiler Sinyaller: CTLA-4 ve PD-1 inhibitér immunmodiilatuar sinyallerdir.
Bu molekiillere yonelik stimilatuar veya inhibitor antikorlar kullamlarak immun stimilasyon
veya immun tolerans gelistirilebilir. PD-1 inhibitér molekiltn yoklugunda farelerde SLE gibi
otoimmun hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Kronik viral hastaliklarda ise bu molekiliin fazla
yiukselmesi ile santral toleranstan kagan dusUk afinitedeki otoreaktif T hicreler periferik
delesyondan kacarak otoimmun hastaliklara sebebiyet verebilir (144).

4. Sitokinler: Cozunur faktorler ve sitokinler immun regullasyonda énemli rol oynar. IL-17 ve
INF-y inflamatuar ve hemostatik etkilidir, inhibisyonlarinda otoimmun hastaliklar ortaya
¢ikabilir. 1L-10 ve TGF-B ise immun toleransin devaminda rol oynar. IL-6 gibi sitokinler ise
Thl17 araciligi ile Treg gelisimini antagonize ederek inflamatuar hastaliklarda rol almaktadir.
Efektor T hicreleri ve Treg hicre fonksiyonlari ve yasamlari IL-2'ye baglidir. IL-2
konsantrasyonlarinda disis olursa T efektdr hiicre gelisiminde baskilanma ve immun tolerans
gelisir. Dolayisiyla regllatuar ve efektor hiicre dengesi ve burada rol oynayan sitokinler
onemlidir (144).
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5. Treg hicreler: Periferik tolerans mekanizmasinda énemli rol oynayan immun regilatuar
Treg hucrelerdir. Treg htcreler hiicre-hiicre kontakt mekanizmasi ile otokrin etki ile (I1L-10,
TGF-B) ve parakrin mekanizma ile diger hiicreleri etkileyerek immun regulatuar gbérev yapar
(153) (Sekil 22).

6. Telerojenik dendritik hiicreler (periferik lenfoid organlar): Plastisitesi yuksek dendritik
hiicreler Treg hiicrelerin fonksiyonlari ve proliferasyonlar: Gzerinde etkilidir (154).

7. Thmal edilme (Ignorance): Immunoterapi altinda transplante edilen allogrefte yonelik
yanit ve nihal olarak stabil transplantasyon toleransi olusurken yeni olusmus alloreaktif T
hicre kolonlarinin tamami santral delesyona ugramamus iken alloreaktif T hicreler ve
regulatuar mekanizmalar arasinda dengenin saglandigi stabil olmayan immun yanitsizlik
asamasin ifade eder (141, 153). Eger dondre ait hiicreler alicimin lenfatik dolasimina ulasmaz
ise ve vericide T efektor lenfositler islevsizse yine bu mekanizma devreye girer. Korneal
alotransplantasyonlar veya kapsiile edilmis pankreas adacik allotransplantasyonlarina karsi
olan immun tolerans 6rnek verilebilir (155) (Sekil 22-23).
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4.3.4.2. B hiicreleri ve Immun Tolerans (Santral ve Periferik tolerans)

Y Uzeyinde self antijenlere kars1 yiksek afinitede Ig bulunduran B lenfositler kemik iliginde
delesyon ve reseptor denetlenmesi ile elimine edilir. Distk afinitede self reaktif B hiicreleri
ise periferik lenfoid organlarda nondelesyonel mekanizmalar olan anerji, inhibitor reseptorler,
exhausting, Treg hicreler, immun regulatuar sitokinler ve telerojenik dendritik hticreler ile
elimine edilir (144) (Sekil 19).

4.3.5. Transplantasyon Tolerans, M ekanizma ve Endikasyonlar
4.3.5.1. Allojenik Transplantasyon Endikasyonlari
1. Nonfonksiyonel hayati veya fonksiyonel, estetik bir organ ve doku kaybinda

transplantasyon
2. Hematolojik maligniteler ve hastaliklar (145)

4.3.5.2. Transplantasyon Tolerana M ekanizmas (155)

1. Klonal delesyon (santral ve periferik)

2. Anerji: T hucrelerinde efektdr immun yanitta baskilanma olusmasidir.

3. Slpresyon: TGF-B, IL-10 aracilig: ile regulatuar ve telerojenik hticre indiksiyonu ile T
efektdr hicrelerde baskilanma olusmasidhir.

4. Thmal edilme (Ignorance)

5. immun y6n degistirme (Immune Deviation): Sitokinler, blytme faktorler, ile efektor T
hiicre popllasyonlarinda apoptotik degisim gelismesi ve immun cevaplarinda baskilanma
olusmasi (117) (Sekil 23).

Sin\ralll )

Anerji Delesyon s ey
Immun Deviasyon

Sekil 23: Anerji, delesyon ve immun yon degistirme (deviasyon)/stipresyon (117)
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Allogreft kaybina antijene bagli olmayan rejeksiyon yaniti allogreftte iskemi reperfiizyon
hasar1 olmasi ve allogreftte travmatik hasar olmasi ve Toll like reseptorler araciligi ile olur.
Allogreft kaybina antijene bagli rejeksiyon yaniti ise daha 6nce olusmus antikorlar Gizerinden
doga immun yanitin gelismesi ile hiicresel ve humoral immun yanit ile olur. T hiicre ve B
hiicre bagimlidir (142).

4.3.6. Transplant Tolerana Stratejisi ve Yontemler
Tablo 5: Tolerans indiiksiyonunda strateji ve yontemler (142).

K ategori Stratgi Y ontem

1. Tam veya mikst hematopoietik
kimerizm indiksiyonu

Timik Delesyonel Timusta T hticrelerinin 2. Intratimik alloantijen enjeksiyonu
eliminasyonu veya intratimik donor kemik iligi
kokenli kok hiicre enjeksiyonu
enjeksiyon

1. Veto aktivitesi ve veto hiicreleri
kullanimu

2. Aktivasyonla indiklenen hiicre
olumu, periferik T hiicre apoptozisi
(AICD) yaratan yontemler

Donoér aloantijenleri ile | 1. Treg hicre indiksiyonu

alicida T lenfosit 2. Kogtimulatuar molekil blokaji ve
cevabini regile etme inhibitor molekdllerin induksiyonu

Donotr spesifik efektor T

Periferik Delesyopd hiicrelerin eliminasyonu

Periferik Non-
delesyonel

Myeloablatif tedavi sonrasi dontr hematopoietik makrokimerizm transplant toleranst
acisindan en guvenilir yontemdir. Cunkd intratimik klonal delesyon mekanizmasi dondr
reaktif T lenfositlerin delesyonuna sebep olur. Non-delesyonel mekanizmalar olan anerji
slpresyon ve immun modulasyon stabil kalici bir mikst kimerizm hali olusturmaz (145).
Myeloablatif tedavi sonrasi kemik iligi kokenli hematopoietik hiicre ve bdbrek
transplantasyonu ile GVHD olusmadan tam makrokimerizm olusturulmus ve bir yil sonra
immunsipresif tedavi ihtiyaci kalmamustir (156).

Allotransplantasyon yapilan hastalarda immunsiipresif ilag tedavisi ile operasyonel tolerans
saglanmaktadir (145, 157). Bu hastalarin bir ¢ogunda immunsiipresif tedavi devam ettigi
siirece saptanabilir bir hematopoietik kimerizm olusmaktadir. Hematopoietik kimerizm hali
transplantasyon toleransi i¢in gerekli bir durumdur. Solid organ, VCA transplantasyonlari ve
hematopoietik kdk hticre transplantasyonlari, allojenik cevap biyolojisi, solid organ ve VCA
transplantasyonlarinda hematopoietik kimerizmin roll, telerojenik ve immun regilatuar
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hicreler ve yeni tolerans indiksiyon strategjileri hakkinda calismalar devam etmektedir (145).
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4.3.7. Transplantasyon Tolerans indiksyon Tedavisinde Kullamlan Eski ve Yeni
Strategjiler

1. RT

2. Immun modulatuar/ immunstipresif ilaglar ve antikorlar

3. Stabil mikst kimerizm

4. Hiucresel tedaviler ( Treg hiicre, dendritik hiicre, MSC tedavileri)
5. Genetik tedaviler

4.4. immun modiilasyon, immunoterapi ve K omplikasyonlari

Immun cevabr dizenlemeyi, inflamatuar, otoimmun hastaliklarin tedavisini, kanser
tedavisini ve allorgjeksiyonlarin énlenmesini amaglayan etkili immun modulatuar tedaviler
immunsipresif ilaglar, sitokinler ve sitokin reseptorleri ve hedefe yonelik antikorlar ile
yapilmaktadir (137).

4.4.1. immun Modulatér Tlaglar Etki M ekanizmalari

Y abanci antijen stimilasyonu ile IL-12 etkisi ile T hiicre proliferasyonu baglar. Th hiicrelerin
devreye girmesiyle T hiicre aktivasyonu artar. Antijen siirekli ise bellek T hiicre olusumu ile
hafiza olusur. Sinyal | TCR-MHC birlesmesi, sinyal |l kostimulatuar molekil etkilesimi ve
sinyal 111 antijenik yamtin hizlanmasi ile hiicre icine giden sinyallerle gen transkripsiyonu ve
sitokin sentezi gergeklesir. Hiicrede protein kinaz aktivasyonu ile fosforilasyon ve hiicre igi
sinyal molekillerinin aktive olmasi saglamir. Bu islem Th hicrenin sitokin dretimi igin
gereklidir. Th hicre kaynakli sitokinlerin T hicre reseptorlerine (IL-2/IL-2 reseptorleri)
baglanmasi ile T lenfositlerde mitotik aktivite baslar ve proliferasyon asamasi gelisir. IL-2
reseptor aracih@: ile sinyal iletimi cogalma icin gereklidir. Immun modulatuar ilaglar ve
antikorlar bu yolaklar Uzerinden etki gostermektedir (115, 158).

Immunstipresif ilag tedavisi merkezden merkeze, hastadan hastaya, allotransplante edilen
doku veya organa gore degisir. Amag minimum immunsiipresyon, morbidite ve mortalite
olusturacak yan etkiden kaginma, minimum komplikasyon, iyi olusmus bir allogreft toleransi
ve allogreft rejeksiyonun 6nlenmesi yani immun modulasyondur. Allotransplantasyon 6ncesi
ve sirasinda indiksiyon, hemen arkasindan idame, akut rejeksiyon ataklarinda kurtarma
tedavisi olarak immunsipresif ilaglar kullamlir (158, 159).

4.4.2. Transplantasyon Tolerans indiiksiyonunda K ullamilan immunsiipresif flaglar
Ik olarak steroid ve azatiyoptrin kullaniimis olup (61), siklosporinin kesfi ile akut rejeksiyon
ataklar1 allotransplantasyonlarda dramatik olarak dismustir. Takrolimusun bulunmasiyla,
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siklosporinden daha potent olmast nedeni ile iyi bir alternatif olmustur. Takrolimus
antiproliferatif gan MMF ile kombine tedavide kullanildiginda akut rejeksiyon atak
insidansint dustrmistir. Nefrotoksik ozellikleri olmayan TOR inhibitorlerinin (rapamisin;
sirolimus, everomilus) bulunmas: ile nefrotoksik yan etkilerden kaginmak icin TOR
inhibitorleri distk doz kalsindrin inhibitorleri ile beraber kullanilmaya baglamistir (160)
(Sekil 24) (Tablo 6).

1949 Kortizol Hench et al. {1949)

1959  siklofosfamid Stender et al. (1959)

1959 6-Merkaptopiirin Schwartz and Dameshek (1959)
1961 Metotreksat Friedman et al. (1961)

1975 mMizobirin Sakaguchs et al. (1975)

1976  siklosporin-A Borel et al. (1976)

1977  Rapamisin Martel et al. (1977)

1978  Leflunamid Schleverbach (1978)

1987 Takrolimus Kino et al. (1987)

1991 MMF Allison et al (1991)

Sekil 24: immunostpresif ilaglarin bulunusu (161)

Tablo 6: GiUnuimizde kullamlan immunsipresif ilaglar; mekanizma, hedef ve
komplikasyonlar (115, 161, 162)

M ekanizma ilac Hedef Komplikasyonlar
Gen GK GK reseptor Gerilemis yaraiyilesmesi
ekspresyonunun inhibitorleri Katarakt
regulasyonu DM
Hiperlipidemi
Alkilasyon Siklofosfamid | DNA L 6kopeni
Hemorgjik sistit
Kardiyotoksisite
Alopesi
Kinaz ve fosfataz | Siklosporin Kalsinorin, JKN/p38 | Nefrotoksisite
inhibitorleri kinaz inhibitora
Takrolimus Kalsinorin, JKN/p38 | HT, Hiperglisemi
kinaz inhibitoru GIS semptomlar:
Hiperkalemi
Rapamisin Siklin kinaz kaskat1 | Hiperkolesterolemi,
hiperlipidemi, I6kopeni,
trombositopeni
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Pirin sentez
inhibisyonu

Azatiyopurin

MMF

Cesitli enzimler

IMPDH

Kemik iligi sipresyonu
(Lokopeni, trombositemi, anemi)
Malignite gelisme riski

Kemik iligi sipresyonu

GIiS toksisitesi

Diare, |6kopeni, trombositopeni

IMPDH:

Inozin 5 monofosfat

dehidrogenaz GK: Glukortikoid
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4.4.3. Transplantasyon Tolerans indiiksiyonunda K ullanilan Antikorlar

Allorgjeksiyonu Onlemede kullanilan antikorlar  kostimulatuar molekillere, TCR
reseptorlerine veya IL-2'ye yonelik olabilir (162). VCA’da indiksiyon terapisinde siklikla
antilenfosit antikorlari, anti T hiicre antikorlar: igeren tedavi protokolleri kullamimaktadir
(21). Poliklonal veya monoklonal Uretilmis olabilirler. Selektif ve non selektif etkileri vardir.

4.4.3.1. Poliklonal Antikorlar

Insan lenfositleri tarafindan uyarilmis at veya tavsan kanindaki 1gG tipi antikorlarin izole
edilmesiyle elde edilir. Tipik insan antijenlere yanit olarak Uretilen antikorlar farkli plazma
hiicre serileri tarafindan Uretildigi icin heterojen yani poliklonaldir. Spesifik degildirler (163).
Lenfositler Gzerinde deplesyon etkisi olan poliklonal antikorlar ATG (antitimosit globulin)
gibi (9) allotransplantasyon cerrahisinde indiiksiyon tedavisinde kullanilmaktadirlar.

4.4.3.2. Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikor Uretim metodolojisi farelerin spesifik antijenlerle asilanmasi ve B
lenfositlerle  myelom kanser hicrelerinin - hibridoma olusturmasina dayanmaktadr.
Homojendir, yani monoklonaldir. Belirli bir hedef antijene kars1 Uretilirler (71).
Allotransplantasyonlarda (Daklizumab, Basiliximab; anti 1L-2) indiksiyon tedavisinde
kullanilmaktadir (9).

4.4.4. Mekanizmalara Gére Transplantasyon Tolerana Olusturmak icin kullamlan ilag
ve Antikorlar

4.4.4.1. Sinyal | /T hiicre Deplesyonu

TCR-MHC kompleksine yonelik blokaj T hiicre deplesyonu yapar. T hiicre proliferasyonunu
bloke eder. T hiicre deplesyonu allogreft kabulli icin insanlarda allotransplantasyon esnasinda
kullanilan bir protokoldir. Tek basina etkili degildir. Genellikle kombine kullanilir (21).
Hayvan deneylerinde kompozit doku allotransplantasyonlarinda siklosporin ile kombine
kullamlmis T hicre deplesyon protokollerinin allogreft yasamini uzatarak kimerizm
indiiksiyonu yaptigi gosterilmistir (164, 165). Aktive T hicrelerinin sayisimn distrdlmesi, T
hiicre deplesyonu ile allogreft kabull artar (166) (Sekil 26). T hiicre deplesyonu selektif ve
non selektif yapilabilir (21, 164) (Tablo 7)
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Tablo 7: T hicre deplesyonu (selektif ve non selektif)

Selekif Siklosporin

Secici olarak aktive T hticrelerini hedef alir, | Anti a- B-TCR antikor (matir T lenfositte
aktivasyonu onler. NK monositler ve diger bulunan T hiicre aktivasyonunu saglayan
lenfositleri hedef almaz. proteine karsidir.)

Komplikasyon daha azdir.

Tek baglarina yeterli immunsipresyon

yapmazlar.

Non Selektif Poliklonal

Lenfodeplesyon yapar, komplikasyon daha | Anti lenfosit serum (ALT)
fazladr. Antitimosit globulin (ATG)

M onoklonal antikorlar
Anti CD3 = Muronab/ OKT 3
Anti CD52 = Campath-IH / Alemtuzumab

4.4.4.2. Sinyal |1 / Kostimulatuar Molekdller

Cok cesitli kostimulatuar etkilesim ve molekil vardir (155, 167). Kostimulatuar molekdiller
periferik tolerans olusumda anerji, delesyon, Treg hticre indiksiyonu yaparak etkili olur (116)
(Sekil 25).

T hiicre yuzeylerinde bulunan kostimulatér molekdllerin (CD28), makrofaj, dendritik hticre
ve B lenfosit yiizeyindeki ligandlar: (B7 ligandlari; B7.1:CD80, B7.2:CD86) ile birlesmeleri
T hicre aktivasyonuna yol agar (Sinyal Il). Kostimulatuar molekillerin etkisi olmazsa, T
hiicre aktivasyonu gelismez ve immun yanit baskilanir. T hiicre ylzeyinde bulunan CD28
molekili B7 (CD80, CD86) ile etkilestiginde T hiicre aktivasyonu maksimum dizeye
ulastiginda CTLA-4 (CD152) ekspresyonu artar, CD40 ile etkileserek CD28 ile yarisarak
aktivasyonu sinirli tutar ve IL-2 yapimi azalir. CTLA-4 immun yanitt: sinirlayict inhibitdr rol
oynayan bir molekildir. Aktivasyon esnasinda reseptor ligand iliskisi icerisinde antijen sunan
hiicreler ve T hiicreler arasinda kostimulatuar molekiiller salgilanir. Bu molekullerin blokaji T
hicre aktivasyonunu TCR reseptorinden bagimsiz olarak bloke eder. Bu nedenle immun
tolerans stratgjisi sadece aktive olan T hicrelere yoneliktir. CTLA-Ig'ler CD28-B7
etkilesimini bloke ederek T hiicre proliferasyonunun inhibe eder (Sekil 25).

Kostimulatuar CTLA-4 Ig kullamlarak allojenik kok hicre engreftmani, allojenik deriye
yonelik tolerans, ekstratimik T hticre delesyonu ve T hiicre tolerans: saglanabilir (168, 169).
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Sekil 25: Kostimilatuar molekiller ve sinyal I-11-111 (155)

CD154-CD40 etkilesimine yonelik kullanilan spesifik monoklonal antikorlarin (anti CD40)
hayvan deneylerinde deri ve kardiyak greft rejeksiyonunu engelledigi ve uzun donem allogreft
yasam suresini uzattigi bildirilmistir (170). Anti-CD40 antikorlarinin CTLA-4 1g ile
sinerjistik etki yaratarak deri allogreft yasam stresini kemik iligi transplantasyonu ile beraber
uzattigi gosterilmistir (171).

Anti CD154 antikorlar1 T efektor hiicre aktivasyon ve proliferasyonunu sinirladigi, Treg hiicre
induksiyonu yaptig: gosterilmistir (172).

4.4.4.3.Sinyal |11

Kalsindrin enzim inhibitorleri (siklosporin, takrolimus), purin sentez inhibitorleri
(MMF, azatiyopirin), TOR inhibitorleri (rapamisin), IL-2 reseptdr blokort antikorlar
(daclizumab, basiliksimab) ve steroidler sinyal I11 yani T hiicre proliferasyonu ve aktivasyonu
icin gerekli IL-2 sentezini bloke ederler (158) (Sekil 26).
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Sekil 26: immunsuipresif ilaglar ve immun modulatuar antikorlarin etki mekanizmalar: (101)

4.4.5. Deri Icerikli Allogreft (VCA) rejeksiyonunu énlemede kullanilan immunsiipresif
ilaglar

Temel amag VCA akut ve kronik rejeksiyonunu oOnleyecek sekilde minimal dozda
immunsipresif kullanimi, minimum immunsipresif komplikasyon, dusik enfeksiyon ve
malignite riski ile beraber GVHD hastaligi olmadan allogreft ve hasta yasam siresini
uzatmaktir (21) (Tablo 8).
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Tablo 8: Immunstipresif Tedavi/Deri igerikli Allogreft (VCA)

1-Antitimosit Globulin (ATG)

T hicre antijenlerine yonelik poliklonal antikordur.
Kompleman aracili lizis, non selektif lenfosit deplesyonu yapar.
2-Anti IL 2/Monoklonal antikor

Daclizumab ve Basiliximab

indiuksiyon | Aktive T hiicrelerindeki IL-2 reseptorii alfa subiinitine baglanr.
Terapis (9) | T hicre proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu onler.

T hicre deplesyonu yapar.

3-Anti-CD52 / Monoklonal antikor (campath-1H)
Alemtuzumab; T ve B hiicre deplesyonu yapar.

4-Anti CD3/ Monoklonal antikoru (OKT3)

T hicrelerine baglanarak T hticrelerini siler.

1-Tacrolimus/ Kalsindrin inhibitor i

Siklosporinden 10-100 kat gugludur.

Streptomyces tsukubaensis’ dan Uretilen bir makroliddir.
Kalsiyum bagimli IL-2 Gretimini bloke eder.

idame 2-MMF / Purin sentez inhibitor i

Tedavi (9) Lenfositlerdeki guanin niikleotid sentezini inhibe ederek lenfosit
proliferasyonunun inhibe eder.

T ve B lenfosit inhibisyonu yapar.

3-Kortikosteroid

Non selektiftir. IL-2 proliferasyonunu baskilar.

Antijen sunan hiicreleri ve T lenfositlere etkilidir.

Kurtarm 1- Sirolimug/ Rapamisin: TOR inhibitorleri makrosiklik laktonlardir.
ngaasi aég) 2-Steroid: Yuksek doz IV bolus seklinde uygulanir.
3-Antikorlar: Yiksek doz IV infuzyon seklinde uygulanir.

4.4.6. Allogreft Rejeksiyonunu Onleyici Immunosiipresif Tedavi K omplikasyonlar (9)

1. GVHD

Allojenik transplantasyon sonrasi dondre ait immun hiicrelerin alictya saldirmasi ile doku ve
organlardaimmun yanit sonrasinda olusan antijen antikor komplekslerinin doku ve organlarda
birikerek organ disfonksiyonu yapmasi ve allogreft rejeksiyonunu indiklemesi halidir. Donor
lenfositlerinden zengin kompozit igerikli allogreft transplantasyonu GVHD riskini
arttirmaktadir. Allotransplantasyonlarda 6nemli bir problem olmakla beraber kontroli
onemlidir. Allotransplante edilen dokuda, kemik iligi ve lenf nodlarimn bulunmast ve
isinlanmadan transplantasyon yapilmast GVHD riskini beraberinde getirmektedir. VCA
transplantasyonu oncesi total allogreft 1sinlamasi, lenfadenektomi, cross match galismasi, bu
sebeple uygulanmaktadir (21, 173-175).
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2. Metabolik
Kreatinin yiksekligi, renal disfonksiyon, cushing sendromu, hiperglisemi, arteriyel
hipertansiyon, hiperparatiroidi, avaskiler kal¢a nekrozu gorulebilmektedir (13).

3. Firsatgi Enfeksiyon
CMV, herpes, bakteriyel enfeksiyonlar, kutanbz mikoz, Clostridium difficile enfeksiyonu
gorulebilmektedir (13).

4-L enfoproliferatif Hastahklar ve Maligniteler (13)

4.4.7. Allogreft Rejeksiyonunu Onleyici Y aklasim

4.4.7.1. Preoper atif

A. Hiperakut rejeksiyona neden olabilecek dnceden olusmus antikorlarin tespiti (ABO, anti
HLA antikorlarr)

B. Alloantikorlarin tespiti (akis sitometri) ve doku uyumluluk testleri (Cross Match): Her ne
kadar major MHC antijenleri ve antikorlar1 agisindan uygun sonuclar ile transplantasyon
yapilsa da mindr MHC antijenleri nedeni ile akut rejeksiyon ihtimali mevcuttur.

C. Induksiyon immunoterapi

D. Allogreftte travmatik hasarin ekarte edilmesi (79)

4.4.7.2. Peroperatif

A. Uzamis iskemik sire allogreft transplantasyonunda doku hasarini arttirmakta ve
rejeksiyon riskini beraberinde getirmektedir (130).
B. Allogreftin travmatize edilmesi endotel hasarim arttirmakta dogal immun yaniti

kuvvetlendirmekte ve rejeksiyon strecini tetiklemektedir (79).

4.4.7.3. Postoper atif
Idame immunsiipresif tedavi dizenlenmeli ve akut rejeksiyon acisindan hasta takibe
alinmalidr.

4.5. Tolerans Indiiksiyon Stratejileri

Allojenik doku nakillerini simrlayan en 6nemli faktor immunsipresif kullanimi ve yan
etkileridir. Tolerans indiksiyon calismalarimin odak noktas, alicida immunsipresyon
olusturmadan transplante edilmis allogreftin rejeksiyonunu dnlemek, dondr spesifik tolerans
hali olusturmaktir. En az zarar veren ve en etkili metotla allotoleransin devamliligini
saglamak, allogreft yasam siresini uzatmak, immunslpresif tedavileri azaltmak, dondr

gpesifik tolerans temel amactir (164) (Tablo 9).
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Tablo 9: Tolerans indiksiyon stratejileri (21)

Tolerans indiksiyon Stratejileri | M ekanizma

1. Mikst kimerizm Kemik iligi transplantasyonu
Vaskilarize kemik iligi transplantasyonu

2. Treg hicre In vitro manipulasyon ile cogaltilmis Treg hiicre IV
enjeksiyonu
T hiicre deplesyonu

3. Dendritik hiicre In vitro alloantijenle maniptlasyon sonrasinda 1V
inflizyon

4. MSC Otolog veya allojenik kok hicre inflizyonu
Immunmodiilatuar etki

5. Gen Terapi MHC gen terapi

4.5.1. Kimerizm, Mikst Kimerizm ve Tranplant Tolerans
Kimerizm kisinin belirli bir yizdede kendine ait olmayan hematopoietik seriden hiicreler
bulundurmasi halidir. Tipleri mevcuttur (150, 164) (Tablo 10).

Tablo 10: Kimerizm tipleri (150)

TiP Tamm Klinik Tablo
1.Kimerizm Kendine yabanci antijenik hiicre
bulundurmak.
2.Mikrokimerizm <%]1 kendine ait olmayan Organ transplantasyonlarindan
hematopoietik seride hiicre sonra gorulebilir.
bulundurmak.
3.Makrokimerizm

Total TUm hematopoietik seri dondre Total myeloablatif Ki Tx
aittir. sonrasinda gordlar.

Mikst %1- %100 arasinda dontr hiicre | Parsiyel myeloablasyonile
bulundurmak. yapilan Ki Tx. sonrasinda

gordlebilir.

KI: Kemik iligi, Tx: Transplantasyon

Total ve Mikst Kimerizm

Total kimerizme gore mikst kimerizm transplantasyon toleransi agisindan daha avantajlichr.
Total kimerizmde oldugu gibi aliciya ait bitiin immun sistemin yerine dondr immun sistem
gegmez. Alicinin immun sistemine ait cevap saglamdir. Hem allojenik reaktif hem aliciya ait
reaktif immun sistem htcreleri bir arada bulunur. Bu durum Gglncl bir vericiden gelen
antijene immun savunma saglar. Timusta santral tolerans hem aliciya hem de dondre karsi
gelisir. Hazirlik rejimi ardindan hematopoietik kok hicre transplantasyonu ile periferde ve
timusta mikst kimerizm olusturularak hem aliciya hem de dondre karst immun tolerans
saglanabilir. Total kimerizmde GVHD riski daha fazladir (176). Allotransplantasyonlarda
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GVHD riski alictnin immunolojik durumu, dondr ve alicinin arasindaki doku uyumlulugu
derecesi ile iliskilidir. Immun slipresif hastada doku uyumlulugu mevcut degilse gorulur.
Allogreftin hematopoietik hticre ve lenfoid doku igerigi arttikga artar. Allogreft kabull igin
kimerizm indiksiyonu nonmyeloablatif olarak diisik doz total vicut RT, timik RT, poliklonal
ve monoklonal antikorlarla, siklofosfamid gibi sitoreduktif ilaclarla, MMF, rapamisin gibi
immunsipresif 6zellikteki ilaclar ile yapilabilir. Myeloablatif ablasyon mortalite ve morbidite
riski nedeni ile transplantasyon toleransinda kullamlmamakta, mikst kimerizm indiksiyonu
tercih edilmektedir (158, 173, 177, 178).

Immunstipresif tedavi altinda V CA yapilan hastalarda kemik iligi veya vaskilarize kemik iligi
iceren kompozit doku transplantasyonu yapilmissa, dondre ait hiicreler alicinin viicudunda
mikst kimerizm olusmaktadir. GVHD riski (179) mevcuttur. Olusan mikst kimerizm
allogreftte dondr spesifik immun tolerans saglamaktadir (180). Uzun dénem immunslpresif
ihtiyacint azaltmak amaciyla yapilan genis seri hayvan deneylerinde hematopoietik kok hiicre
nakli ile beraber yeni gelistirilen stratgjilerle olusturulan mikst allojenik kimerizmin allojenik
kompozit doku naklinde allogreft yasam suresini uzattigi gosterilmistir (181-183). Mikst
kimerizm solid organ transplantasyonlarinda da bir tolerans indiksiyon stratejisi olarak
degerlendirilmektedir (184) (Sekil 27).

Hazirhik rejimi donor hematopoetik kik
hiicrelere yer acar ve alloreaktiviteyi

kontrol eder.
/J m Timusta donor ve alici
antijen sunumu

e
Donor hematopoetik kik N
hiicre transplantasyonu

Donor ve alici reaktif
timaosit delesyonu
(Santral Tolerans)

) Periferik kanda ve periferik Timusta ve transplante edilen
Ahcy kemik igine donor ~ lenfoid organlarda devamii organ ve ya dokuda Treg
hematopoetik kok hiicre | mikst kimerizm hali hiicrelerin olusumu ve egitimi
yerlegimi 11 olusmas {Periferal Tolerans)

(e

@ © A LS

Sekil 27: Mikst kimerizm induksiyonu. Non myeloablatif hazirlayici rejimin ardindan donér
hematopoietik kok hicre transplantasyonu, alict kemik iliginde gerceklesen kok hiicre

(o) , d@ uU@
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yerlesimi, timusta dondr ve alict antijen sunumu, donér ve alici reaktif timosit klonal
delesyonu, Treg hicre gelisimi, mikst kimerizm olusmasi ve transplant toleransi gelismesi
(178).

4.5.2. Treg Hiicre (CD4+CD25+Foxp3+Treg) ve Tsve immun M odiilasyon

Allojenik stimilasyon halinde T hticrelerin stipresor 6zelligi olan (CD8+) ve (CD28-) bir alt
grubu olan T supresor (Ts) hicrelerin gelistigi ve zenojenik ve allojenik immun yaniti
MLR’da baskiladigi gosterilmistir (185). Ts hiicreler MHC | tasir ve Th2 antijen spesifik
alloresktif yanit: sliprese ederek, Th2 hucrelerin immunsipresif fonksiyonlarin ortaya gikarir.
Ts hicreler APC’lerdeki kostimulatuar molekillerin inhibisyonu ve inhibitor molekillerin
stimilasyonu ile anerji olusturarak APC’lerde telerojenik dontstime sebep olur. Treg hiicre
olusumunu stimiile eder. immun stpresif etkileri vardir. Telerojenik APC'ler (dendritik
hiicreler), Tshticreler ve Treg hiicreler arasinda etkilesim vardir (186) (Sekil 28).

Telerojenik dendritik hicreler ylzeylerinde bulunan reseptorler (ILT-3 (Ig like transcript
inhibitor receptor 3), ILT-4 (Ig like transcript inhibitor receptor 4)) yarcimiyla sitokinler (IL-
10, IFN-o ve vitamin-D) yolu ile Ts ve Treg hiicre olusumunda ve periferik tolerans ve
anerjide rol oynar. Telerojenik olmayan dendritik hiicreler ise T hiicre alloaktivasyonu yapar
(187) (Sekil 28).

immiinite B Tolerans

m.n
IFN=
VITAMIN D2

Sekil 28: Telerojenik dendritik hiicre, Ts ve Treg hiicre iliskileri; immun stimilasyon ve
tolerans mekanizmalar1 (187)
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Dogal (CD4+) ( CD8+) (Foxp3+)Treg hicreler timusta gelisir. Y izeylerinde CD4 ve CD25
ekspresyonu vardir ve diferansiyasyonlar: transkripsiyon faktér Foxp3'e baglidir. Treg'ler
(CD4+)T hucrelerinin farklilasmig bir grubudur. Periferik (CD4+)T lenfositlerin %10’ udur.
Bunlar dogal Treg hucrelerdir. Self proteinlere toleranstan ve otoimmun hastaliklarin
baskilanmasindan sorumludur. Immun regulatuar hiicredir. Allojenik kemik iligi kok hicre
transplantasyonunda GVHD tedavisinde kullaniimiglardir (188-190). Yeni dogmus farelerde
timus kokenli (CD4+) (CD8+) (FOXP3+)Treg hiicrelerin baskilanmasi sonucu otoimmun
hastaliklar gelisir (191). Bu calismalarla Treg hiicrelerin immun regilatuar hiicre olduklart
fark edilmistir.

Periferde naif (CD4+)T hticrelerin telerojenik kosullar ve antijen varliginda farklilasmast ile
periferik (CD4+) (CD8+) (Foxp3+)Treg hiicreler gelisir (189, 192). Periferik Treg hiicreler
TGF- B salgilayan Th3 hicreleri ve I1L-10 salgilayan Trl hiicreleri olarak ikiye ayrilirlar. Bu
hiicreler ekstraselliler ATP sentezi, IL-2 tuketimi, immun baskilayici sitokinler olan IL-10 ve
TGF- B sentezi ile dendritik hlicre matiirasyonunu inhibe eder. in vivo ve in vitro aktive
edilmis periferik Treg hicreler periferik tolerans ve allogrefte yonelik immun toleransta rol
oynar (189, 193, 194).

Hem dogal hem de periferik indiklenmis Treg hucreleri transkripsiyon faktori Foxp3
ekspresyonu ve CD25 yiizey ekspresyonu ile karakterizedir. Foxp3 up-regulasyonu Treg
hiicre olusumu ve fonksiyonlari igin 6nemlidir. Treg hiicreler immun baskilayici etkilerini IL-
10 ve TGF-p gibi baskilayici sitokinlerin salinimi, IL-2 lokal konsantrasyonunun tiketimi ve
inhibisyon (195), apopitozisin tetiklenmesi ve hiicre-hiicre temasinda hticre doéngusiinin
durdurulmas:t ile gosterir (196). Treg hicreler transplantasyon tolerans indiksiyon
calisgmalarinda dondr spesifik tolerans olusturmak icin deneysel asamada kullanilmaktadir
(Sekil 29). Allojenik transplantasyonlarda allogreftin reddinin engellenmesinde énemli bir
roli vardir. Genis hayvan serilerinde (Foxp3+)Treg hiicre ile immuntolerans olusturmak icin
yapilmis deneyler ve olumlu sonuglar vardir. GVHD tedavisinde etkileri halen
arastirilmaktadir (75, 197, 198).

Treg hicrelerin indirekt allospesifitesi vardir. Otoantijenlerin  desensitizasyonda rol
oynamaktadir. Alicidan alinan Treg hiicreler ex vivo olarak dondr alloantijenleri ile muamele
edilip cogaltilarak aliciya geri verildiginde indirekt allospesifisitenin tolerans indiiksiyonunda
onemli rol oynayabilecegi hayvan deneylerinde gosterilmistir (25). Bu bilgi transplant
toleransinda Treg hicrelerin kullamlimasinin yolunu agmustir. Alicidan alinan (Foxp3+)Treg
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hiicreler ex vivo olarak donér antijenlerinde allosentize edilen Treg hiicre tedavisinin kemik
iligi transplant: ile beraber sitorediktif tedaviye ihtiyac olmadan, deri allogreftinin yasam
slresini uzattig: farelerde gosterilmistir (199).

IN VITRO iN ViVvo
Dentritik Hiicre Geri Déniisiimsiiz DC
Modiilasyonu hiicre Mndulasynnu Donor spesifik antijenlerle
alicida in vive immatur
\" dentritik hiicre

immatur Dentritik isaretlenmesi

Hiicre izolasyonu
ﬁ}onnr

aciplent _
\’* 9 ®./?/i/

(spesifik alloantjen ile)
in vitro antijen spesifik T reg
hiicre indiiksiyonu
(immatur Donor DC ve alici Aliciya ait T reg hiicre
CD4+ T hiicre) Iznlasyunu ve ex vivo
aktivasyonu

Sekil 29: Tolerans indiksiyonunda dendritik hiicre ve Treg hticre iliskisi (200)

4.5.3. Dendritik Hucre Tedavis

Dendritik Hucreler/ Langerhans Hucreleri

Kemik iligi orijinli olan dendritik hicreler myeloid veya lenfoid seriden farklilasabilir.
Plagtisitesi yiiksektir. Onciil dendritik hiicreler kemik iliginde, matur dendritik hiicreler
sekonder lenfoid organlarda bulunurken, immatir dendritik hicreler kan ve periferik
dokuda bulunur. Periferde dermiste yerlesmis olan immatir dendritik hlcreler antijen
stimilasyonu ile olgunlasma sireci gegirerek kana gegerler. Kan yolu ile T hicrelerden
zengin sekonder lenfoid organlara ulasirlar. Matir dendritik hicreler, lenfoid organlarda
antijeni naif T hicrelerine sunarlar ve onlar1 aktive ederler. Ayni sekilde B hicrelerinin
proliferasyonunu ve antikor olusumunu, NK hicrelerinin aktivasyonunu saglarlar. Antijen
stimilasyonu olmadiginda ise kostimulatuar molekillerin yoklugu ile telerojenik 6zellik
kazanan dendritik immatir hicrelerin T hiicre toleransi sagladiklarr distnultr (201, 202)
(Sekil 30).
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Sekil 30: Dendritik hticre periferik immunobiyolojik yanmt (201)

Lenfoid organlarda (interdigitating), aferent lenf nodlarinda (Veil), kanda sirkiilasyon halinde,
dermiste (Dermal), epidermiste (Langerhans hicreleri), dokularda interstisiyel alanlarda
(Intergtisiyel), lenfoid folikullerde (Folikiler), timiste (Timik dendritik hticreler)
bulunabilirler (203).

Lenfoid dokularda bulunan folikiler dendritik hticreler, B hicrelerine antijen sunumu
yaparlar ve bellek B hiicre olusumunda, anerji ve self toleransta rol oynadiklar1 disuntltr.
Periferik lenfoid organlarin germinal merkezlerine veya folikullerine ulasan antijenleri tanirlar
(204).

Timusta korteks ve medullada bulunan timik dendritik hiicreler antijen sunumu yaparlar.
Self antijen ve MHC klas |1 antijenden zengin olup, timus icinde self antijenlerle reaksiyona
giren lenfositlerin negatif seleksiyon, klonal delesyon ile yok edilmelerinde, self tolerans

olusmasinda belirleyici rol oynarlar (202).

Immatir dendritik hiicreler MHC class Il stimiilasyonu ve kostimulatuar sinyaller olmazsa

anerji ile periferik T hiicre tolerasina yol agar. immatir dendritik hiicreler Periferik T hiicre
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toleranst ve delesyonda rol oynar. Thl proliferasyon inhibisyonunda, Treg hicre
indiiksiyonunda, matirasyon siirecinde antijen stimulasyonu ile T hlcre immunitesinde rol
oynarlar (205). Tum bu 0©zellikler dendritik hicrelerin  matirasyon ve fonksiyonel

diferansiyasyonu ve telerojenik dzellikleri ileilgilidir (206, 207).

Telerojenik dendritik hicrelerin telerojenik 6zelliklerinin transplantasyon immunolojisinde
kullaniminda 6nemli sorular, bu hiicrelerin bellek T hiicreleri ve Treg hiicreleri olan iliskileri,
immuntolerans igin uygun fenotipik 6zellikte olan dendritik hticrelerin tespiti, hangi stirede ve
zamanlamada, hangi immunsipresif ajanlarla kullanimimin fayda saglayabilecegi konularidir
(74). Otolog kemik iligi kokenli dendritik hiicreler in vitro donor aloantijen ile stimile
edildiginde alloantijen spesifik Treg hiicre olusumunu ve proliferasyonunu arttirdigi
gogerilmistir (27). Sacks ve arkadaslar: kisa donem gegici immunslipresif tedavi ile alicinin
donotre ait aloantijenle stimile edilmis verici kemik iliginden elde edilmis immatir dendritik
hicrelerin kullammimin sicanlarda arka bacak allotransplantasyonunda allogreft omrint
uzattigim ortaya koymustur (208). Garrovillo ve arkadaslar1 sicanlarda antitimosit globulin ile
beraber dontr alloantijen ile temas eden aliciya ait IV dendritik hiicre tedavisi ile kalp
allogreft dmrind uzatmistir (209).

4.5.4. Mezenkimal K 6k Hlcre Tedavileri

Salgilachig1 ¢ozunlr faktorler ve hiicre-hiicre etkilesimine yol acan faktorler etkisi ile
immun modulasyon ve immunsiipresyon yapan MSC'ler hem solid organ hem kompozit doku
transplantasyonlarinda tolerans indiiksiyonu deneylerinde umut vermektedir.

4.5.5. Gen Terapi

Sitokinler, antikorlar ve rekombinant ligandlar gibi terapotik gjanlarin retrovirus, adenovirus
veya non viral yontemlerle gen transferi ile aktarilan immunolojik 6zellikleri immun
modilasyon amacli allotransplantasyonlarda, allogreft rejeksiyonunu ve iskemik hasari
onlemek, dondr alloantijenlerine yonelik tolerans gelistirme amagli kullamlimaktadir ve umut
vermektedir (210). MSC' lerle ilgili genetik arastirmalar devam etmektedir (31).

4.6. Kok Hucre Tedavis

4.6.1. Kok Hicre

Ilk defa 1963 yilinda isinlanmus bir fareye kemik iligi hiicreleri enjekte eden Becker ve
arkadaglar1 dalakta nodul olusumunu izlemis ve enjekte edilen miktar arttikca dalakta nodul
olusumunun artmasiyla kok hticre kavramini fark etmislerdir. Kok hiicre, gogalarak kendini

yenileyebilen, uygun kosullarda vicuttaki diger hiicre tiplerine diferansiye olma potansiyeli
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olan Ozellesmemis bir htcre tipidir. Kemik iligi kokenli kok hiicre Dexter ve arkadaslar
(2977), Allen ve arkadaslart (1981), Tavassoli ve Friedenstein (1983) tarafindan
tammlanmustir. Kok hticre mikrogevresine nis denir. Kok hlicre ve mikrogevresi yani ekstra
hicresel matriksi arasinda sinyal molekilleri araciligi ile intersellller iletisim etkilesim
mevcuttur. Mikrogevre degisirse diferansiyasyonun yoni de degisir.
Kok hticreye ait ¢ 6nemli 6zellik:vardir:

1. Kendi kendini yenileyebilme

2. Uzun siire bolinerek cogalma

3. Uygun hiicre kilturlerinde 6zellesmis farkli hiicre serilerine dénisebilme
Kok hucreler elde edildigi dokuya ve farklilasma Ozelliklerine gore c¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir. Deriden elde edilen kok hicreler, iskelet ve kas hiicrelerinden elde edilen
kok hucreler, hematopoietik kok hticreler (kemik iligi, kordon kani, periferik kan), néronal
kok hicreler, somatik MSC' ler (kemik, kikirdak, kemik iligi stromasi, yag) farkli hastaliklarin
tedavisinde deneysel ve klinik olarak kullamlmaktadir. Kok hicrelerin tedavide kullammi
immunolojik 6zelliklerinin tam olarak bilinmiyor olusu, insanlarda uygulanmis tedavilerin
sinirli olmasi ve insanlarda teratojenik timaorler olusturma riski nedeniyle hentiz simirlidir. Bir

cok calisma deneysel asamadadir (29).

4.6.1.1. Boliinme ve Farkhlasma Ozelliklerine Gore:

Totipotent Kok Hicreler

Sinirsiz farklilasma 6zelligi olan, tim ekstraembriyonik yapilara donisebilen, farkli yonlere
diferansiye olabilme yetenegine sahip dollenmis yumurta ve sperm birlesimden olusan erken
embriyonel kok hticrelerdir. Totipotent hiicre tim organizmay: olusturma kapasitesindedir.
Zigot olustuktan sonra 2, 4, 8, 16 blastomere kadar totipotenttir (211, 212) (Sekil 31).

Pluripotent Kok Hcreler

Organizmada ¢ germ yapragina ait bircok dokunun olusmasina kaynak olusturan kok
hicrelerdir. Tim organizmay: olusturma kapasitesi yoktur. Embriyoda besinci ve altinci
gunlerde olusan blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilebilirler. Pluripotent hicreler g
farkli embriyolojik kdkendeki hticrelere (bilinen 200 hiicre ¢esidine) donusebilirler (29, 211,
212) (Sekil 31).
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Sekil 31: Diferansiyasyon 0zelliklerine gore kok hiicreler (www.kokhucredernegi.org.tr)

Multipotent K6k Hucreler

Multipotent kok htcre bulundugu dokudaki hicrelere ve dokuya dontsebilme, sinirli
diferansiyasyon kapasitesi olarak tarif edilir. Pluripotent ozelliklerini kaybetmislerdir. Kok
hiicre hiyerarsisinde en altta bulunurlar (29) (Sekil 31).

4.6.1.2. Elde Edildigi Kaynaklarin Tipine Gore:

Embriyonik Kok Hucre

Embriyonik kok hicreler pluripotenttir. Besinci ve altinci ginlerde embriyoya ait blastokistin
ic hiicre kitlesinden elde edilir. Oliimsiizdir. Telomeraz gen ekspresyonu vardir. Teratoma
olusturma Ozelligindedir. Pasajlarda stabil karyotip 6zelligi gosterir. Klonal ¢cogalma 6zelligi
vardir. Oct-4 pluripotent marker ekspresyonu vardir. Pluripotent embriyonik kok hticreler tc
germ yapragina ait dokulara dontsebilir. DUsuk yapilmis fetisten (kadavra), in vitro
fertilizasyon ¢alismalarinda kullamlmayan embriyolardan, laboratuar kosullarinda sadece kok
hiicre elde etmek icin yaratilmis embriyolardan elde edilebilir. Insan embriyosunun
kullanimina dair etik tartismalar halen devam etmektedir (29, 212, 213).

Non-Embriyonik Kok Hucre/ Eriskin kok hiicre

Eriskin kok hiicreler bir doku veya organda farklilasma asamasini tamamlamis matUr hticreler
arasinda bulunan farklilasmamis hicreler olup, kendi kendini yenileyebilme kapasitesine
sahiptir. Igerisinde bulundugu dokuya ait hiicrelere doniiserek (kemik, kas, kemik iligi
stromasi, tendon, ligaman, kartilaj, yag gibi) dokunun devamliligi saglar (212). Multipotent
Ozelliktedir. Fakat son calismalar kemik iligi kokenli hematopoietik kok hticrelerin, néronal
kok hicrelerin ve iskelet kasindan elde edilen kok hicrelerin  degisik dokulara
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donusebilecegini raporlamistir (214-216). Bu durum erigskin kok htcrelerin plastisitesini
(217), bir dokudan diger bir dokuya donlUsebilme yetenegini yani transdiferansiyasyon
yetenegini gosterir. Bu oOzellikleri ile embriyonik gelisim asamalarindaki siki soy bagliligi ve
hiyerarsiye meydan okumaktadir (29, 212).

Non embriyonik eriskin kok hicreler

1. Kemik iligi kokenli hematopoietik kok hiicreler (periferik kan, kordon kani, kemik iligi)

2. Mezenkimal stromal kok hicreler (Kemik, kas, kikirdak, deri,kemik iligi stromal alan,
noral doku)

4.6.2. M SC (M ezenkimal Stromal K6k Hiicre)

Ilk defa Fridestein kemik iliginde bulunan fibroblastik klonal 6zellikte nonhematopoietik
hicrelerin  osteojenik diferansiyasyon kapasitesi oldugunu gostermistir (218). Stromal
dokudan elde edilen MSC sistematigi Owen (219) tarafindan tanimlanmistir. 1980’11 yillarda
olusan bu gelismeler konnektif doku muhendisliginin, hiicre transplantasyonunun, stromal
MSC transplantasyonunun cesitli alanlarda kullamlimasimin ve bu konudaki deneysel
caismalarin  ondnd  agnmustir  (211). MSC'ler  pluripotent Ozelliklerini  yitirmislerdir.
Multipotent Ozelliktedirler. Koken aldiklart 6zellesmis doku ve iligkili diger dokulardan
gelisirler. Adiposit, osteoblast, kondrosit, myosit gibi ¢cok cesitli hiicreye donusehbilirler (29).

Fakat bazi MSC’lerin nonmezodermal hepatosit (220) ve noronal hiicrelere diferansiye
oldugu, yuksek diferansiyasyon kapasitesi, transdiferansiyasyon 6zelligi ve yiksek plastisitesi
oldugu gosterilmistir (211). Pluripotent Ozellikleri olan bu hicrelere MAPC (multipotent
eriskin kok hticre) denmektedir. Tedavide ve deneysel calismalarda embriyonel kok hiicrelere
alternatif olarak kullanilmaktadir (221).

4.6.2.1. MSC Dunya Hucresel Tedavi Dernegi Minimum Kriterleri (222)

1. Kultdr kosullarinda plastik yapisma

2. CD105, CD73, CD90 pozitifligi

3. CD34, CD45, CD11a,CD19 veya CD79a, CD14 ve MHC Il (HLA-DR) negatifligi
(Hematopoietik belirtecler)

4. Invitro diferansiyasyon kapasitesi

4.6.2.2. Eriskinde M SC Elde Edilebilecek Dokular

Amniyotik sivi (D. Coppi; 2007), umbilikal kord-Wharton jeli (Wang ve arkadaslari; 2004),
yag doku (Zuck ve arkadaslar; 2001), santral sinir sistemi (Gage; 2001), kemik iligi (Caplan;
1991), retina (Troppe ve arkadaslari; 2000), deriden (Toma ve arkadaslari; 2001) gibi bir cok
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dokudan elde edilebildigi uygun ortamda farkli dokulara dontsebildigi gosterilmistir (29)

(Sekil 32).
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Sekil 32: MSC kaynaklar1 ve diferansiyasyon (29)

4.6.2.3. MSC'lerin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlary
Antiapopitotik, immun moduilatuardir. Skar iyilesmesinde antifibrotik, proliferasyon ve

diferansiyasyon yetenegi ile anjiyogenetik ve rejeneratiftir (223) (Sekil 33).
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Sekil 33: MSC ozellikleri (223)

Kok hicrelerin immun modilatuar ve rejeneratif 6zellikleri, diferansiyasyon kapasiteleri her
alanda umut gostermektedir (29, 223, 224).

Dejeneratif ve noroinflamatuar hastaliklar, iskemik hasar, travma sonrasi doku defekti
Kemik kaybi; malunion, non union igeren kiriklar, osteogenezis imperfekta

Kikirdak kaybi

Tendindz ve ligament6z kayiplar

Spinal kord yaralanmalar1, spinal miskuler atrofiler

o b~ w DN PRE

Konjenital veya miyokard enfarktlsii sonrasi kardiyak kas gucsiizligine bagli kalp
yetmezligi

7. Doku mihendisligi rejeneratif calismalar

8. Myeloproliferatif hastaliklarin tedavisi, GVHD tedavisi

9. Transplantasyon immunolojisi

10. Estetik uygulamalar

11. Antikanser tedavileri

12. Otoimmun hastaliklar
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4.6.3. M SC Iimmun M odiilatuar Ozellikleri

Yeni kesifler ve deneysel calismalarla beraber MSC'lerin immun regulatuar etkileri ve
ozellikleri ortaya konmustur. in vitro MSC'lerin alloimmun hiicre yanitini regile ettigi
gogerilmistir (225). MSC'ler ile antijen sunan hiicreler, T hiicreler ve inflamatuar hlicreler
arasinda etkilesim vardir. Non spesifik veya hiicresel mitojenle uyarilan olgun T hticrelerinin
aktivasyonunu ve fonksiyonlarint inhibe eder (226). Naif ve bellek T htcrelerinin spesifik
antijene MHC yanitini dramatik olarak baskilarlar (227). Tip | mattr dendritik hicrelerin
TNF-o salgilamasim stiprese eder. Tip Il matir dendritik hicrelerden 1L-10 salinimini
arttirrlar. dendritik hiicre matiirasyon ve aktivasyonunu inhibe ederler. Thl hicrelerden
interferon salgilanmasim azaltirlar. Th2 hicrelerden 1L-4 salimmint arttirirlar. Treg hiicre
oranint MLR'’ de artirirlar (228).

4.6.3.1. MSC’lerin immun M odiilatuar Etki M ekanizmas

MSC’lerin T hicreler Uzerinde antiproliferatif ve immun modilatuar etkilerini humoral;
¢OzUnur (soluble) faktorlerin etkisi ile ve hiicresel; hicre-hticre temasi etkisi ile yaptigi 6n
gorulmektedir (31, 73) (Sekil 35).

COzunur faktorler kaltir ortaminda immun sistem htcreleriyle stimile edilen MSC'lerin
aktive olmasiyla salgilanan faktorlerdir (228). immun modulasyonda rol oynayan ¢ozunlr
faktorler SCF (Stem cell factor), IL-6, 8, 10, 12, HGF, TGF-1, PGE2, IFN-y, M-CSF,
VEGF dir. MSC'lerin immunsupresif etkisini gosterebilmesi igin ¢ozunur faktorler, direkt
hiicre-hticre temasi ve inflamatuar bir mikrogevre gerekmektedir. Aralarindaki etkilesim halen
calisiima konusudur ve tam olarak ortaya konamamistir (73). HUcreler arasi kontakt
etkilesimde interselliler adezyon molekillerinin (ICAM-1) ve vaskiler adhezyon
molekullerinin  (VCAM-1) rol oynadigi gosterilmistir (229). Yaralanmis bolgelerdeki
inflamatuar hicrelerden salinan faktorler inflamatuar mikrogcevre MSC'ler icin kemotaktik
uyaricichr. Dolayistyla MSC'lerin immun modulatuar etkileri dogal degildir. inflamatuar
faktorler tarafindan stimile edilir (31) (Sekil 34).
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Sekil 34: Inflamatuar mikrogevrede MSC lerin  aktivasyonu, lenfosit aktivasyon,
proliferasyon inhibisyonu ve Treg indiksiyonu (31).

MSCs Coziiniir Faktorlerin
Hiicre -hiicre kontakt Iinim
etkiler

Coziniir Faktorler
SCF, FL
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12
IFN-y,
Hicie VEGF, M-CSF, HGF
TGF-b1

Sekil 35: MSC; hicre-hiicre kontakt mekanizma ve ¢ozuinir faktorler (73).

4.6.3.2. MSC’lerin Immun Sistem Hiicreleri ileiliskis

MSC’ler lenfositlerde anerji, apoptozis olusturarak lenfosit proliferasyon inhibisyonu, Treg
hiicre indiksiyonu yapar. Antijen sunan hticrelerin matirasyon ve diferansiyasyonu inhibe
eder. MSC' lerin immun sistem hiicrelerine etkisi vardir (Tablo 11) (Sekil 37).
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MSC T hicreiliskis

MSC'ler non spesifik mitojenik uyar1 veya allojenik mitojenik uyar: ile gelisen T hicre
proliferasyonunu inhibe eder (226). MSC periferik tolerans mekanizmasinda (CD8+) veto
hicreleri (facilitating cells) ile telerojenik hicreler ile periferik anerji olusturarak, Treg ve Ts
(T slpresor hiicre) hicre olusumu ile, Thl ve Th2 hiicrelerine olan etkileri ile Tc ve NK
hiicreler araciligi ile gelisen hiicre aracili sitotoksk yamti baskilama yolu ile immun
modulasyonda rol oynar (30, 225, 228, 230, 231).

Kemik iligi kokenli MSC'’lerin TNF-a ve IFN-y salinimu ile miktar: artan PGE2 (232) ve IDO
(233) uzerinden immunsiipresif etkileri vardir. Monositlerden gelisen dendritik hiicreler ve
kemik iligi kokenli MSC'ler arasinda alloresktif T hicrelerini inhibe edici bir kontrol
mekanizmas: vardir (228). in vitro bir calismada, Proglandin E2 (PGE2) etkisi ile MSC'lerin
IL-10 ve IL-4 salimmm arttirdigi, TNF-a, [FN-y, IL-12 salimmim azalttigi, Th2 yonine
dengeyi degistirdigi, IL-1f miktarini ve Treg miktarim artirdigi, Thl, NK hiicreler Gzerinde
inhibitor etki yaptigi, dengeyi Th2 tarafina cevirdigi gosterilmistir (225) (Sekil 36).
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Sekil 36: MSC PGE2 ve sitokinler dzerinden immun modilatuar etkisi (225)
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M SC Dendritik hicreiliskis

MSC dendritik hticrelerden 1L-12 salimmini azaltarak, Th yolagina kars: ¢alisir. Salgiladigi
TGF-B ile dendritik hicrelerin mattrasyonunu inhibe eder. Ayrica Treg indiksiyonu ile
dendritik hiicre mattrasyonunu geciktirir. Immun stimilasyon ve TNF- sekresyonu yapan
dendritik hiicre (DC1) sayisint azaltirken; IL-10 salgilayan, I1L-12 salinimin azaltan, MLR' da
T hiicre proliferasyonunu azaltan dendritik hiicre (DC2) sayisim arttirir (30). MSC'ler
monosit kokenli dendritik hiicre matiirasyonunu inhibe eder (234, 235).

M SC- B huicreiliskis

MSC'ler B hucrelerin proliferasyonunu PD-1 (Programmed death-1), PD-L1 (Programmed
death ligand-1), PD-L2 (Programmed desth-2) yolag: ve ¢ozunur faktorler etkisi ile stiprese
eder (193, 236).

M SC- NK iliskis
Kemik iligi kokenli MSC'ler IL-2 ile uyarilmig NK hticre proliferasyonunu INF-y salinimin
azaltarak, TGF-B, PGE-2 ve IDO Uzerinden inhibe eder (30, 225, 237).

Tablo 11: MSC Immun modulatuar etki mekanizmalar: (73)

M SC Iimmun Modulatuar Etkiler M ekanizma
Lenfosit proliferasyon inhibisyonu IDO, NO
T lenfosit anerjisi indiksiyonu COzunur faktorler ve hiicre-hiicre temasi
Treg hticre indiksiyonu COzunur faktdrler ve hiicre-hiicre temasi
T lenfosit apoptozisi IDO, IFN-y, HLA-G bagiml:

MHC Il ekspresyonunun, kostimulatuar
Antijen sunan hiicre modulasyonu molekullerin baskilanmast

IFN-y TNFao, IL-2, IL-12 inhibisyonu
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Sekil 37: MSC' lerin farkl1 hiicre tiplerine immunolojik etkisi (37)

4.6.3.3. MSC immun Modiilatuar Sitokin ve Faktorler (238)
1. (1-2,3-dioksijenaz) (IDO)
Demir icerikli triptofan indirgeyicidir. Triptofan yikicidir. Intraselliler bir enzimdir.
Inflamasyon sirasinda inflamasyonu sinirlayict  bir  faktér olarak salir. T hiicre
inaktivasyonunda 6nemli bir faktérdir (239).

2. Nitrik oksit (NO)

Dendritik htcrelerin gelisimini TNF-a Oretimini bloke ederek engeller. Antijen sunumunu
bloke eder. Antioksidan ve antiinflamatuar bir faktordir. T htcrelerini baskilar. Periferik
monontkleer hiicrelerini Th2 hicrelerini bloke eder ve IL-4 salinimini sliprese eder. Alveoler
makrofajlarda yaygin bulunur ve T hiicre proliferasyonunu dnler. c-GMP inhibisyonu yaparak
T hiicre aktivasyonunu ve dendritik hticre diferansiyasyonunu onler (240, 241).

3. Proglandin E2 (PGE 2)

Arasidonik asit mekanizmasindarol oynar. T hiicre ve makrofagjlarda mevcut sistem Uizerinden
T hicre ve makrofgjlarin etkisini sinirlandirir. TNF-o ve IL-12 salintmini inhibe eder.
Makrofajlar Uzerindeki MHC Il ekspresyonunu baskilar. T hicre proliferasyonunu siiprese
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eder. Thl hicresel cevabi sinirlar ve IL-4 ve IL-5 Uzerinden dengeyi Th2 yonine gevirir
(238).

4. HLA-G (Doku Uyumluluk Antijeni)

Lokositler, T, B, NK hicrelerinde reseptorleri vardir. Bu reseptorlere baglandiginda bu
hicreleri baskilar. Gebelerde immun toleranst saglar. Trofoblastlarda yogun olarak bulunur
(238). HLA-G5 (¢ozundr formda HLA) IL-10 stimilasyonu sonrasinda MSC' lerce Uretilir.
NK ve (CD8+)T hiicre inhibisyonu, Treg htcre indiksiyonu ve Th2 yoniine degisim yolu ile
immunslpresyon yapar (242).

5. TGF-p1

P53 genini sliprese ederek apoptozisi hizlandirir ve proliferasyonu inhibe eder. Bu yol ile
immun sistem hlcrelerine etki yapar. Makrofg] ve lenfositlerden inflamatuar sitokinlerin
salinimin engeller (238).

6. INF-y
Varligi ile IDO uUretimini arttirarak antiinflamatuar etki gosterir.

7.1L-1p
Kemik iligi kokenli MSC’ler ile monosit hicreleri arasinda inhibisyon mekanizmasinda rol
alir (228).

8.1L-10
Immunslipresif sitokindir. 1L-2, INF- vy, 1L-12, TNF-o. Uretimini inhibe eder. MHC |
ekspresyonunu baskilar. Immun cevabin baskilanmasindan sorumludur.

9. M-CSF (Makrofg] Koloni Stimtile Edici Faktor)
COzunur  faktorler ve M-CSFnin etkilesim icerisine girerek dendritik  hiicre
diferansiyasyonunu inhibe ettigi disunilmektedir (73).

10. Hepatosit Buyume Faktori (HPG)

Multifonksiyonel bir sitokindir. Hicre blylumesi, morfogenez, hiicre mobilizasyonu ve
anjiyogenezde rol oynar. Hepatositlerden salinan HPG’ nin otoimmun ansefalit deney hayvan
modelinde, Treg hiicreler disinda inflamatuar hticre sayisim azalttigi, T hiicre apopitozisini

uyardig1 ve dendritik hticre kontroltinde rol oynadigi gosterilmistir (243, 244).
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4.6.4. ADAS (Yag Dokusu K dkenli Mezenkimal Kok Huicre)

Y ag dokusu embriyonik mezodermden koken alir. Yag dokusunun iskeleti mekanik hasardan
korumak, canliyr soguktan korunmak, stres durumu icin yag depolamak olmak Uizere énemli
islevleri vardir. Bir endokrin organdir. Fonksiyonel hiicresinin ach adiposittir. Leptin ve
adiponektin salgilar. Adiposit dokunun % 90 1 adipositlerdir. ADAS multipotent 6zellikte bir
kok hticredir. Uygun kultir ortaminda kas kemik kikirdak yag dokuya donusebilir. ilk defa
Zuk ve arkadaslar1 tarafindan 2001 (29) yilinda yag dokunun kok hicre kaynagi oldugu
gogterilmistir (245, 246).

Y ag dokusu ¢ok ¢esitli hiicre igerir.

Y ag dokusu kokenli kok hiicre (ADAS)

Preadipositler, adipositler

Endoteliyal hiicreler

Damardan koken alan perisitler

Fibroblastlar

Hematopoietik seri hiicreleri

o g M w D PE

4.6.4.1. ADAS Elde Edilmes

Subkutan yag dokusu ve omental yagdan elde edilebilir. Ornek alirken cok sayida kok hiicre
icermesi minimal invaziv bir yontemle alinmasi amaglanir. Kemik iliginde total mononuikleer
hicreler icerisinde MSC’ lerin frekans: disuktdr (0.001-0.01). ADAS frekanst yag dokuda 500
kat daha fazla oldugu gibi eldesi kolay ve risk azdir (42). Liposaksin yontemi ile elde edilen
lipoaspirat incelendiginde adipositlerin %98-%100 canli oldugu tespit edilmistir. Liposaksin
kok hicre eldesi icin yag doku eldesi yontemi olarak glvenli, risksiz ve tolere edilebilir bir
yoldur. 300 ml. lipoaspirat 1x10’-6x10° ADAS araliginda >% 90 canl1 kok hiicre bulundur
(247, 248).

4.6.4.2. ADAS izolasyonu ve Diferansiyasyonu

Elde edilen yag dokusu enzimatik parcalama oncesinde parcalara ayrilir, yikanr, Y Uzen
adipoz dokusu ayirt edilir. Takiben ekstraselltler matriksten ayrilmas: istenen yag dokuya
kollgenaz enzimi ile islem yapilir. Daha sonra filtre edilip santrifiij yapilir. Ortaya ¢ikan
gorintide ¢okmis olan yapr stromal vaskiler fraksiyon (SVF)'dur. SVF ADAS lar1 igeren
yapidir. SVF igerisinde diz kas hucreleri, endotel hicreleri, perisitler, fibroblastlar,
|o6kositler, Hematopoietik hicreler, endoteliyal progenitor hiicreler vardir. Daha sonra
SVF den enzimatik parcalanma ve santrifij yontemleri ile ADAS lar diger hiicrelerden
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ayrilarak uygun kalttr ortamina aktarilir. ADAS lar kok hiicreye spesifik antikorlar ile segilir
ve diferansiyasyon yetenekleri test edilerek elde edilmis olduklari ispatlanmir. Sonrasinda
kullanima gegilir (247, 248) (Sekil 38-39).
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Sekil 38: ADAS Eldesi ve Diferansiyasyonu (248)
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Sekil 39: ADAS uygun mikrocevrede cesitli dokulara diferansiyasyon (2438)

4.6.4.3. ADAS Ozdllikleri ve Kullanim

Kolay elde edilebilir ve az miktarda dokudan ¢ok sayida Uretilebilir olmasi avantajdir.
Endotele yapisabilmesi ve orada Endoteliyal hicrelere donisebilmesi nedeniyle damar
stabilizasyon ve onariminda vaskiler frame ile beraber kullanilabilir. Uzamis kiltdr siresinin
diferansiyasyon ve proliferasyonu olumsuz etkisi distinuldigtiinde, ADAS kemik iligi kokenli
MSC ye gore daha avantajl1 gorinmektedir (40, 249).

Kemik iliginde MSC frekans: total mononikleer hiicrelere gore %0.001-%0.01'dir. Adipoz
dokuda 500 kat daha fazla yogunluktadir. Kemik iliginden doku eldesi agrili ve zordur.
Komplikasyon riski adipoz dokuya gore daha fazladir. Elde edilmesi daha uzun sire
almaktadir. Bu nedenlerle kullanimda ADAS bir alternatiftir (42).

ADAS tarafindan salgilanan VEGF, HGF, TGF anjiyogenez ve yara iyilesmesinde; 1L-10,
PGE2 immun modulatuar supresif etkilerde; G-MSF, IL-6, -7, -8, -11 ve TNF-a gibi

proinflamatuar faktorlerle debrisin makrofajlar Uzerinden uzaklastirilmasinda etkilidir.
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Kiltirde salgilanan ADAS faktérleri Endoteliyal hiicre migrasyonu, tip formasyonu ve
anjiyogenezi arttrmaktadir. in vitro ADAS tarafindan sekrete edilen faktorler hiicresel
apopitotik, fibrotik ve hipertrofik belirtegleri azaltir (246).

ADAS kronik inflamatuar hastaliklarda (250), hematolojik kok hiicre transplantasyonlarda,
GVHD tedavisinde (251), VCA (252) ve solid organ transplantasyonlarinda (253) tolerans
indiiksiyonunda deneysel asamada kullamlimaktadir. ADAS tarafindan salgilan faktorlerin
bobrek hasari, gegici iskemik atak ve inmede (254), miyokard enfarktiisinde (255), periferik
sinir iyilesmesinde (256) ve spinal kord yaralanmasinda (257) rejeneratif etkileri deneysel
calismalarda gosterilmistir.

4.6.4.4. ADAS immun Modiilatuar Ozellikleri ve M ekanizmas

ADAS salgiladig: faktorler etkisi ile periferik kan hicreleri ve lenfositleri etkileyerek doza
bagli immun modulasyon ve lenfosit proliferasyon inhibisyon yapmaktadir (258). ADAS
MLR'da alloreaktiviteyi provoke etmemekte ve mitojenle stimile edilen lenfosit
proliferasyonunu inhibe etmektedir (259). ADAS lar immunstpresif etkilerini hicre-hiicre
temasiyla yani kontakt faktorler araciligi ile ve ¢ozintr faktorler ile yani PGE2, IDO, Lésemi
inhibitor faktor ve IL-6 bagimli mekanizmalarla gerceklesir (260).

ADAS larin ve kemik iligi kokenli MSC’lerin TNF-a ve INF-y gibi proinflamatuar faktorler
ve aktive T hucre varliginda PGE2 ve IDO salimimi artar. ADAS larin bu ¢6zinur faktorler
Uzerinden immunsipresif etkileri vardir (261, 262). ADAS lar TGF-3, PGE2, IDO, IL-6, IL-2
Uzerinden immun moddlasyon, T hticre proliferasyon inhibisyonu yapar (263).

ADAS 13 pasgjdan yapildiginda SLE hastalarinda IL-17 miktarini azaltip sipresif etki
yaparken, sekizinci pasgja ¢iktiginda IL-17 degerini arttirarak proinflamatuar olabilir. Etki
uzatilmis pasajlardan bagimsiz degildir. ADAS L-arginini metabolize ederek, T hicre
proliferasyonunu stiprese etmektedir. Galaktin salgilayarak T hicre olumind stimile
etmektedir (246, 263, 264).

4.6.4.5. MSC- ADAS Immun modilatuar Ozellikleri K arsilastirma

Bir MSC olan ADAS larin sitokinler ve trofik faktorler Gzerinden immun moduilatuar etkileri
onemlidir. Bir ¢cok calismada cesitli dokulardan elde edilmis MSC’ lerin ve yag dokudan elde
edilmis bir MSC olan ADAS larin immun modulatuar etkilerindeki benzerlik gosterilmistir
(265). Insan kemik iligi kokenli MSC ve ADAS Karsilastirildiginda aktive T hticrelerden
salgilanan TNF-a ve IFN-y Uzerinden IDO salimmmu artrmis ve T hiicre proliferasyonu inhibe
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olmustur. Mitojenle indiklenen T hiicre proliferasyonu tizerinde Warton jelinden, umbilikal
korddan ve yag dokudan elde edilen MSC’ler (ADAS) ve kemik iligi kokenli MCS'ler aym
sekilde inhibitor etki gostermistir (232).

Insandan elde edilen ADAS ve kemik iligi kokenli MSC karsilastirilciginda yiizey belirtecleri
arasinda bir fark gdzlenmemistir. ADAS hicrelerinde farkli olarak endoteliyal
diferansiyasyon gozlenmistir. Mikst lenfoid reaksiyon (MLR) calismasinda inhibisyon
potensleri ayn: bulunmustur. T lenfosit proliferasyonunu ayn sekilde inhibe etmislerdir. TGF-
B, HFG ve IL-10 salimmlar1 aym bulunmustur. Hicresel mesafe acildiginda etkide bir
gerileme gozlenmemistir. Dolayisiyla ¢Ozindr faktorlerin inhibitor etkiss 6n planda
gbzlemlenmistir (265). ADASlar IL-6 bagimli bir mekanizma ile dendritik hicre
diferansiyasyonunu inhibe eder, mattr dendritik hiicreler Gzerindeki MHC |1 CD40 ve CD86
ekspresyonunu  (kostimilatuar molekiller) baskilar. ADAS PMNL’ler baskilanmasinda,
dendritik hiicre proliferasyonu inhibisyonunda daha potent ve sitokin salimm konsantrasyonu
daha yuksek gosterilmistir (266). insan amniyotik membranmindan elde edilen epiteliyal ve
mezenkimal kok hticrelerle, yag dokudan elde edilen ADAS' larin doza bagli immunsiipresif
etkisi aynt bulunmustur. ADAS larin kemik iligi kokenli MSC’ye alternatif olarak immun
moduilasyonda kullamlmasi 6nerilmistir (258).

ADAS kemik iligi kokenli MSC gibi alloimmun yaniti ve T hticre proliferasyonunu inhibe
eder. Immun sisem ve immun sistem hiicreleri Uzerine immun modulatuar etkisi in vitro
calismalarda benzer bulunmustur. Bitin bu bulgular esliginde ADAS larin kemik iligi
kokenli MSC ye alternatif olarak kullanilabilecegi konusunu glindeme gelmistir.
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Sekil 41: ADAS ylzey belirtegleri ve immunsupresif 6zellikleri (246)

4.6.5. M SC immunolojik Ozellikleri

Undiferansiye MSC’ler disUk derecede HLA | tasirken, HLA Il ve kostimulatuar molekuller
tasimaz. Mevcut 6zelliklerle alloreaktif T hiicre reaksiyonunu tetiklemesi gerekirken yapilan
in vitro calismalarda diferansiye veya undiferansiye MSC’lerde MHC 1l ekspresyonu
gelismedigi veya INF-y varliginda az miktarda (%10) gelistigi, MSC'ye yonelik allojenik T
hicre yanit1 gelismedigi gosterilmistir. Bu durum allojenik kdkenli kok hicrelerin immun
moduilasyonda kullanilabilecegini gostermistir (260, 267, 268). Insan kokenli undiferansiye ve
oseojenik diferansiye  ADAS'larin ve kemik iligi kokenli MSC'lerin  zenojenik
transplantasyonlarda kullanilabilecegi gosterilmistir (260, 269, 270).

MSC'ler taze elde edilmis NK hicrelerince lizise ugramaz. 1L-2 ile stimile edilmis NK
hicreler, IL-15 ile aktive olmus NK hiicreler MSC lizisine yol agabilmektedir. Fakat ortama
INF-y eklendiginde MSC’ ler aktive NK hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir. MSC'’ ler
IL-2 salintmum baskilayarak IL-2 ile indiklenmis NK proliferasyonunu inhibe etmektedir.
NK ve MSC'ler arasindaki etkilesim 6nemli arastirma konusudur (30, 271, 272).
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Embriyonik kok hiicre galismalarinda embriyonik kok hticre Gizerinde disuk miktarda MHC |
molekllt bulundugu diferansiyasyon ile in vitro ve in vivo bu MHC molekilinin arttigi
gogerilmistir. INF-y tedavisi MHC | ekspresyonunu attirmaktadir. MHC 11 yoklugu ve MHC
| ekspresyonundaki artis Tc hicrelerin sitotoksk aktivitesini embriyonik kok hicrelere
yoneltebilir. INF-y’mn NK hticrelerinin sitotoksik aktivitesini transplante edilen embriyonik
kok hicrelere yoneltebilecegi distnulmustr (273).

K 6k hicre kullanimina karsi bariyerler:

1. Kok hicrelerin immun defisit halinde teratojenik etkileri ve etik bariyerler (274)

2. Kok hicrelerin elde edilmesi, pasa) sayisi ve beraberinde kullamlan immun tolerans
stratgjisi (37, 275)

3. Kok hicrelerin immunojenik 6zellikleri (273)

4. Kok hucrelerin verilis zamanlamasi ve dozaji (31, 258)

VCA protokollerinde hayvan deneyler modellerinde 5x10°-5x10’ hiicre/kg olarak
uygulanmaktadir ve U¢ pasajdan ileri pasajlar kullamlmamaktadir (37).

4.6.6. M'SC ve ADAS larin in-vivo immun modiilatuar Ozellikler

In vitro ve in vivo ADAS ve MSC'’ lerin immunstipresif etkilerinin ortaya konmasiyla ADAS
ve MSC'ler organ transplantasyonlar: (276) ve kompozit doku nakillerinde ¢esitli hayvan
deney modellerinde (39) dondr spesifik immun tolerans olusturmak amaciyla kullamlmstir.
Tolerans indiksiyonu ve allogreft rejeksiyon stiresinde uzama, GVHD baskilama beklentisi
ile immun modulasyon yontemi olarak alloimmun yanit: baskilama amagli in vivo hayvan
deney modellerinde halen kullanilmaktadir (Sekil43). Don6r kokenli MSC uygulamasinin
kardiyak allogreft yasam sSiresini  uzattigi  bildirilmistir  (277). ADAS  bdbrek
alotransplantasyonlarinda hayvan deneylerinde kullamlmis ve akut rejeksiyon atagini
Onledigi gosterilmistir (278).

Bartholomev ve arkadaslar: tarafindan immunsiipresif kullamlmadan allojenik tam kat deri
grefti transferi yapilan maymunlarda, 1V allojenik kemik iligi kokenli MSC tedavisi
kullanilmis, allogreft sagkaliminda uzama belirtilmistir (279). Fakat kemik iligi kokenli MSC
tedavisinin immunojenik oldugu ve siklosporin tedavisi almayan immun fonksiyonlari saglam
sicanlarda deri allogreft rejeksiyonunu higbir tedavi almayan kontrol grubuna kiyasla
tetikledigi ve immunojenik oldugu, siklosporin tedavisi ile allogreft yasam siresini uzattigi
yoninde yayinlarda vardir (280).
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Sicanlarda non myeloablatif tedavi allojenik kemik iligi kokenli MSC tedavisi ve allojenik
hematopoietik kok hicre transplantayonu ile GVHD olmadan mikst kimerizm olustugu
gogterilmistir (20).

Sicanlarda ADAS lar 2x 10° olacak sekilde 7. 14. ve 21. giinlerde uygulanmistir. ADAS' lar
gegici immunsipresif tedavi ile immun modulatuar olusturup allogreft yasam siresini
uzatmstir (43). Sicanlarda yapilan arka bacak transplantasyonunda, tiletamine ve zolazepam
altinda dondr ADAS peroperatif ve operasyonu takiben 4 giin boyunca, 1x 10° olacak sekilde,
4 doz olarak IV verilmis. Transplante edilen arka bacak allorejeksiyonu tedavi alan grupta
12.0 + 3.7 gun, tedavi almayan grupta ortalama 6.8 + 1.4 giinde gerceklesmistir. Arka bacak
naklinde ADAS tedavisi almayan gruba gore alan grupta allogreft yasam siresinde anlamli
uzama g6zlenmistir MSC uygulamalar1 otolog, allojenik veya tclincti allojenik vericiden veya
zenojenik olmak Uzere uygulanabilmektedir (Sekil 42).

& o
Allgjenik T Zenojenik
. e @ T Uglincii kigi

Sekil 42: Genetik orijinine gbre MSC uygulamasi

MSC allojenik kullanumla ilgili tolerans indiksiyonu yaptigi ve allogreft yasam slresini
uzattigint gosteren calismalar: oldugu gibi allojenik MSC’ lerin immunojenik oldugu yoniinde

yayinlar davardir (281).

MSC'lerin MHC 11 ekspresyonunun olmamasi zenojenik bir mikrogevrede de yasayip
fonksiyon gosterebilecegi fikrini dustndlrtmistir. Saite ve arkadaslari eriskin sicanlara
enjekte ettigi kemik iligi kokenli fare MSC' leri sonrasinda koroner arter ligasyonu yaptiginda
12 hafta sonra sicanda kemik iliginde miyorkardiyal enfarktiis olmadan veya olarak fareye ait
kok hicre ekilmesini ve dolasimda fareye ait hicreleri bulmustur (282). Fakat aym deney
insan kokenli ADAS lar kullanildiginda basarisiz olmustur (283). Bu durum insan kokenli
MSC'ler ile fare kokenli MSC'ler arasinda farkli immunolojik 6zellikler oldugunu
dustndurtmistir. Fakat insana ait ADAS lar kullanillarak hayvanlarda yapilan zenojenik
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ADAS transferi ile serebral iskemi (284) ve muskuler distrofi (285) modellerinde olumlu
sonuclar gosterilmesi ile MSC’ lerde MHC 11 ekspresyonunun olmamasinin bir avantaj oldugu
ve zenojenik transplantasyonlarda deneysel calismalarda kullamilabilecegi dusUnilmastar.
Son yapilan bir calismada undiferansiye ve ostejenik diferansiye zenojenik ADAS ve kemik
iligi kokenli MSC SC enjeksiyonu sonrasinda undiferansiye MSC ve ADAS hicrelerinin
sekiz hafta boyunca yasachgi, fakat osteojenik diferansiyasyon gosteren MSC ve ADAS larin
dort haftada elimine oldugu gosterilmistir. Bu bulguyu ADAS ve MSC'lerin zenojenik
transplantasyonda kullamlabilecegi yoninde degerlendirmislerdir (269). Non myeloablatif
tedavi ile dondr kemik iligi transplantasyonu ile insan kdkenli ADAS farelerde allojenik deri
grefti yasam stresini uzatmistir (286). Fakat allojenik uygulanan ADAS lar igin bile hentiz
caismalar yeni ve beraberinde bir ¢ok tartismayr getirirken ADAS larin  allojenik
transplantasyonunun otolog transferine gore in vivo hayvan deneyleriyle degerlendirilmesi ilk
asamada daha iyi bir secenek olarak gordlebilir (260).

Embryonik kok hicrelerin ve MSC' lerin immun modulatuar tedavi olmadan kullanildiginda
alogreft yasam siresini uzatmadigi yoninde yayinlar vardir (287). ADAS halen tolerans
indiiksiyonu ve allogreft yasam stiresinde uzama beklentisi ile hayvan deneylerinde allojenik,
zenojenik ve otojenik transplantasyon seklinde kullaniimaya devam etmektedir.
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4.6.7. Doku M Uhendidigi ve ADAS

4.6.7.1. Doku M iihendidligi

Konjenital anomali, travma veya kanser nedeni ile hasar gormis hayati veya fonksiyonel
doku ve organlar konvansiyonel yontemlerle ve otolog dokularla tedavi edilemiyorsa organ
veya doku allotransplantasyonu ilk tedavi segenegidir. Organ transplantasyonlarinda immun
rejeksiyon, allotransplante edilen doku ve orgamin yasam siresinin kisa olusu ve
immunsipresif tedavi gerekliligi ve immunsiipresif komplikasyonlari nemli problemlerdir.
Hasar gormis doku ve organlarin biyolojik esdegerlerinin in vitro gdlistirilmesi ile
rekonstriksiyonu tzerine calisan interdisipliner biyomihendislik alant doku muhendisligidir.
Organ ve doku Uretimi iddiasi ile transplantasyona alternatif olusturmaktadir (288). Doku
muihendisliginin Avrupa Komisyonu tarafindan tanumlanmast canli ve rejeneratif kapasitesi
olan hucrelerin ekstraselltler sentetik veya biyolojik materyallerle desteklenerek biyolojik,
fonksiyonel, esdeger doku veya organ olusturulmasidir. Doku mihendisliginin amaci
onarmak, yerine koymak ve rejenere etmektir. Yeni organ ve doku gelistirilmesi icin
rejeneratif kapasitesi olan kok hiicreler, buytime faktorleri ve t¢ boyutlu skafoldlar gereklidir.
Bu ¢ bilesenin olmadig: tedaviler yalnizca kok hticre tedavileri olarak degerlendirilir. Kok
hicrelerin desteklenmesi icin kullanilan biyolojik ekstraselltler matrikslere skafold denir.
Skafoldlarin en 6nemli 6zellikleri hticre proliferasyonunu, hiicre-hiicre kontakt etkilesimini,
migrasyon ve tutunmay: desteklemesi ve mevcut defekte dogru kok hicreleri
yonlendirmesidir. Skafoldlar immunolojik degildirler. Hucrelerin gogalmas: sirasinda
hicrelere yapisal destek saglar. Skafoldlar kollgjen, hyallran, glikozaminoglikan, fibronektin,
ipek, polietilen, polilaktin gibi sentetik veya dogal biyopolimerler icerebilir. Ideal skafoldlar
dokuya 06zel ektraselliler matriksten elde edilen ti¢ boyutlu yapisal fonksiyonel molekdillerin
karisimindan olusur. Diferansiyasyon ve proliferasyon yetenegi olan kok hticreler doku
mihendisliginde ana kaynaklardir. Istenilen dokunun veya orgamin organogenezini
diferansiyasyonu ve proliferasyonu indukleyen buytme faktorleri ve ideal ti¢ boyutlu skafold
mevcudiyetinde kok hicreler doku mihendisligi ve rejeneratif tip agisindan umut
vermektedir. Guntimuizde deri, kikirdak ve kemik Uretimi yapilabilmektedir (289, 290).

4.6.7.2. Ug boyutlu Biyoyazicr Y 6ntemi

Kok hiicre, bilyume faktorleri ve skafoldlarin aslina uygun sekilde t¢ boyutlu hassas dagilimi
ile fonksiyonel doku ve organlarin olusturulmas: icin uygulanan bir fabrikasyon
teknolojisidir. Cilt, damar, noral doku, iskelet kasi, yag doku, kikirdak ve kemik Uretimleri ile
rejeneratif tipta son yillarda etkinlik kazanmustir. Yiksek ¢Ozundrlikte hicre birikimi,
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kontrollU hiicre dagilimi, vaskilarizasyon, inervasyon gibi guclikler ¢ boyutlu olusturulmak
istenen doku veya organ icin Uzerinde galismalar igin sinirlayici faktorlerdir (291).

4.6.7.3. Deri Doku M uhendidligi

Kollajen hiyoluronik asit gesitli sentetik polimerlerden elde edilmis bir skafold Uzerine
ekilmis cesitli deri hicreleri (fibroblast, kerotinosit,) ile olusturulan doku mihendisligi
drdnleri yaraiyilesmesi, yanik ve kronik tlserlerde kullamlmaktadir.

Uygun 0zellikte skafoldlar kullamlarak ADAS larin gesitli immun modulatuar, anjiyojenik,
antiapopitotik, antiskatrisiyel, antiinflamatuar 6zellikleri transplantasyon immunolojisinde de
kullamima girebilir. Kullanilacak olan canli hiicrenin in vivo etkileri agisindan deneysel
calismalar bu nedenle gerek skafoldlarla gerek sadece kok hiicre tedavisi (ADAS) olarak
devam etmektedir.

4.6.7.4. ADAS Lokal Uygulamada Etkileri

1. Yaraiyilesmes

Nonimmunolojik, anjiyojenik, antiapoptotik, rejeneratif, antiinflamatuar 6zellikleri ile yara
iyilesmesine katkida bulur. Lokal uygulanmis ADAS salgiladigi bliyiime faktorleri etkisiyle,
anjiyogenetik faktor artisim saglar, anjiyogenezi hizlandirir, endoteliyal diferansiyasyon
gostererek vaskiler yapilara donusir, neovaskilarizasyonu uyarir (PDGF, VEGF, HGF, FGF-
2). Epitelizasyonu ve epiteliyal stabiliteyi artirir (EGF). iskemik hasar1 azaltir. Graniilasyon
dokusu olusmasim hizlandirir. Antiinflamatuar etki gosterir (TGFB). Yara kapanmasin
hizlandirir. Domuzlarda lokal uygulanmis ADAS larin tam kat deri grefti iyilesmesinde
iskemiyi azalttigi epidermal iyilesmeyi hizlandirdigi gosterilmistir (292-296). Sicanlarda
skafold  kullamlarak  uygulanan ADAS'lar otolog deri grefti  uygulamasinda
mikrodamarlanmay1 ve kollajen artigin arttirmustir (297).

2. immunolojik
Allojenik kok hicre ekilmis 6zel skafold ve siklosporin uygulamasi ile 8x8 mm boyutundaki
deri allogreftine yonelik inflamatuar reaksiyonun baskilandigi gosterilmistir (298).
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5.GEREC VE YONTEMLER
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Deney Hayvanlari arastrmalar: etik

kuruluna tez projesi sunuldu ve etik kurul onay:r alindi. DEUTF BAP kuruluna yapilan
basvurunun onaylanmasinin ardindan deney igin malzeme alimlar1 yapildi. Deneyin her
basamaginda tUlkemizde yirirlUkte olan hayvan refaln yasasi g6z Ontine alinarak hareket
edildi.

5.1. Gerecler

5.1.1. Deney Hayvanlar

Lewis, inbred Ozellikte, 21 adet erkek sican; Brown Norway, inbred Ozellikte, 14 adet erkek
sican, ortalama alti, sekiz haftalik, 150-200 gr olarak Kobay Deney Hayvanlari Limited
Sirketi yolu ile Charles River Deney Hayvanlar: Laboratuari ABD‘den ithal edilmistir. Deney
hayvanlar1 mikrobiyolojik testleri yapilmis onaylanmis, patojenden arindirilmis, sag ve
saglikl1 olarak alt1 haftalik olarak veteriner hekimden teslim alinmustir. Teslim alinan deney
hayvanlart DEUTF Deney hayvanlar1 boliimiine deney o6ncesinde bakim, karantina ve
sagaltim acisindan yerlestirilmistir. Gunluk kilo alimlari, genel durumlari, cerrahi 6ncesinde
takip edilmistir. Takiplerde komplikasyon, enfeksiyon gorilmemis, dizenli kilo alininmu
gozlenmis, komplikasyon gelismemistir. 8-12 haftalik, 300-350 gr. araligina ulasan denekler

ile deney asamasina gegilmistir.

5.1.1.1. Deney Hayvanlarin Genetik Ozellikleri
Hayvanlar genetik olarak tanimlamp tanimlanmamalarina goére ikiye ayrilirlar. Genetik olarak
tammmlanmamis soylar ‘outbred” olarak tammlanmir. Outbred soylar hayvanlarin genetik
ozelliklerinin onemli olmachg: calismalarda kullanilmaktadir. inbred soylar ise izogenetik
yani genetik olarak tanimlanmis soylardir. Bu soylar genellikle genetik homojenitenin 6nemli
oldugu immunolojik deneylerde kullamlmaktadir.

5.1.1.2. inbred Hayvan

Bir ana babadan dogan yavrular ciftlestirilerek yapilan Uretim seklidir. Bu Uretimin amaci
genetik heterojeniteyi azaltip homojeniteyi artirarak genetik degiskenligi immunolojik
deneylerde en aza indirgemektir. inbred soylar, yirmi ve daha fazla ardisik jenerasyon erkek
ve disi kardeslerin ciftlestirilmesiyle elde edilir. Yirmi veya daha fazla jenerasyon boyunca
tim yavrular tek bir atasal cifte kadar geri izlenebilir. Bu sekilde inbred Uretilen soylar
izogenik (genetik olarak tammlanmis) soylar olarak tanimlanir. Soylar fenotipik olarak tek tip
olma egilimindedirler. Bu soylar bir cok jenerasyon boyunca stabil olarak kalirlar ve dnemli
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bir kismt genotiplendirilmis durumdadir. Her soy igin koken, gecmis, genotipik ve fenotipik
bilgiler mevcuttur. En sik kullanilan yontem erkek ve kiz kardeslerin ya da ana veya babaile
yavrusunun ciftlestirilmesidir.

Projemizde kullamlacak sigan suslari immunolojik bir deneyde kullamildig: igin alici ve verici
gruplarda genetik homojenitenin olusmasi icin aym genetik 6zellikte, yani inbred yetistirilmis
sican suslarindan secilmistir. Yapilan transplantasyonun ‘allotransplantasyon’ olarak kabul
edilmesi ve sonuclarin degerlendirilmesi asamasinda projenin anlamli olmast igin ayni tire
ait, ayr1 genetik Ozellikte olan iki ayr1 inbred sigan tlrlinde ‘transplantasyon’ yapilmasi
gerekmektedir. Deneyimizde bu nedenle inbred iki ayr1 sus kullamlmstir. DEUTF deney
hayvanlarinda konvansiyonel sekilde barindiriimustir. Iki hayvan icin bir adet kafes kullanim
yapilmistir. Gunluk ortalama 15-25 gr. besin ve 30-45 ml. su alimlar1 saglanacak standart
sekilde beslenmistir.

5.1.1.3. Deney Gruplar: (Sekil 44)

Kontrol grubu: Otogreft ve allogreft kontrol gruplar:
1. Otogreft: Lewis sican (7 adet)

2. Allogreft: Lewis sican (7 adet)

Donoér olarak; Grup I11 ve Grup I11’ten alinan deri allogrefti kullamlmustir.
ADAS tedavisi uygulanmamustir.

Deney grubu: Allogreft vetedavi gruplari

Allogreft: Brown Norway sican alici (7 adet )

Donoér olarak; Grup Il ve Grup II’ den alinan deri allogrefti kullamlmstir.

Tedavi: SC ADAS (Grup II’den alinan yag greftinden elde edilen ADAS kullanilmistir.)
Allogreft tedavi: Brown Norway sigan alici (7 adet)

Donoér olarak; Grup V, Grup V’ten alinan deri allogrefti kullanilmistr.

Tedavi: IV ADAS (Grup V'ten alinan yag greftinden elde edilen ADAS kullanilmistir.)
Allogreft tedavi: Lewis sican alici (7 adet)

N o o bk~ w DN PE

Donoér olarak Grup IV, Grup IV'ten alinan deri allogrefti kullamlmustir.
Tedavi: IV ve SC ADAS (Grup IV ten alhinan yag greftinden elde edilen ADAS
kullarilmgtir.)
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[1-111, 1V-V. gruplarda mevcut denekler alici ve dondr olarak caprazlanarak aym anda iki

denekte greft cerrahisi uygulanarak allogreft yerlestirme islemi yapilmistir. Allogreft
uygulamasi asagida sematize edilmistir.

Grup | e e S @ O e e
Otogreft T ——— - - - —- =
n=7
Grup Il

P A0 A e B o e e S
Allogreft s -d - N N W Nl

n=7

R

Allogreft PP PDDDD

S.K. ADAS
n=

A" W S W W W

Grup Vv
IV + S.K. ADAS e, Aen ANen e  A0e

- e o —
n=7

e e

- - -t -

Sekil 44: Deney sematik gosterimi (Ok isaretleri yerlestirilen allogreftlerin alici ve verici
olarak caprazlanmasim gostermektedir)
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5.1.2. Deneyde Kullamlan Laboratuarlar ve Olanaklar

Tablo 12: Deneyde kullanilan laboratuarlar ve olanaklar

Mikrotom

Kameral1 Mikroskop

Faz kontrast Mikroskobu

Monokuler ve Binokuler Mikroskop

Isik Mikroskobu (Olympus dp70)

Dijital kamera (Olympus dp71)

Bilgisayarli analiz sistemi (Imagetool Analiz Program)

DEUTF, Histoloji
Embriyoloji AD/IZMIR

Faz-kontrast inverted mikroskobu (Nikon LWD 0O.52)

Roller (Labnet Labroller-I1)

Hibridizasyon Firint (Atto AB-1950)

CO2li inkubator (Thermo Scientific Steri Cycle)

Laminar kabinet (Thermo Scientific MSC Advantage)

Hicre Kultora SantrifGji  (Hettich Zentrifugen Rotanta

DEUTF, iBG 460R)
(izmir Biyotip ve Genom | Hiicre Kultirti Su Banyosu (Niive Nb9)
Engtitiist) /iZMIR 80 Sogutucu (Thermo Scientific Forma 700 series)

PH metre (Hanna instruments Microprossesor)
Fluoresans mikroskobu (Nicon Y-FL)

Inverted Floresans Mikroskobu (Olympus)

Sivi Azot Hiicre Saklama Tank: (Thermo Scientific 8031)
Santriflij (Hettichzentrifugenmicro 200R)

Sogutmal1 Santriflj (Eppendorf 5415R)

Kafes icerisinde hayvan barindrma ve bakim alan
DEUTF Deney Hayvanlari | (konvansiyonel)

Bilimi Hayvan cerrahisi icin cerrahi ameliyathane ve cerrahi
donamm

5.1.3. Deneyde Kullanilan M alzemeler

Cerrahi islemler icin gerekli cerrahi set temini kimlik karsiliginda DEUTF hastanesinden
alinmugtr.

Cerrahide Kullamlan Sitir Materyalleri:

o Poliglaktin 910 sitir materyali

o Poliglaktin 910 sitir materyali

o Ipek siitir materyali

Tie-over Uygulamasi: Bactigras™ ve Steril pamuk
Pansuman Esnasinda Kullanilan Malzemeler: SF (serum fizyolojik), Batticon, Octanicept,
1/100 (%1) oranda sulandirilmig Savlon soliisyonu (klorheksidin glukonat ve setrimid igerir.)
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Yag grefti patolojik 6rnekleri steril idrar kabinda steril SF soliisyonu igerisinde alindiktan
sonra yarim saat icerisinde DEUTF/IBG bdliimiine teslim edilmistir.

Patolojik 6rnekler icin % 10'luk formol soliisyonu Histoloji Embriyoloji ABD dan ayni giin
temin edilmistir.

Deneyde Kullanilan Anestezi: Deney hayvanlarina 1V enjeksiyonlar ve patoloji islemleri
sirasinda hafif eter anestezis uygulanmistir. Yag grefti alinmas: ve deri grefti cerrahisi
esnasinda ketamin ve ksilazin ile intraperitoneal genel anestezi saglanmstir (Fotograf 1).

=3 IKE.t?'a_-' -

-y
sk

Fotograf 1: Kullanilan Anestetikler: Ketamin: 80-100 mg/kg (Ketaar), Ksilazin: 5-10 mg/kg
(Ksilazol)

5.2. YONTEM

5.2.1. Deney Cerrahi Akis Plan

Greft cerrahisi uygulanmadan 6nce ADAS hazirlanacak Grup 11-1V-V ten inguinal bdlgeden
alinan yag grefti alinmistir. Alinan yag greftleri DEUTHIBG Bolimiine teslime edilmistir.
Alinan yag greftlerinden ADAS hazirlanma asamasina gegilmistir. Calismada kullanan
ADAS lar yag dokudan ve olgun adipositlerden SVF olarak ayristirilmistir. SVF igerisinden
enzimatik yontemlerle ayrilan kok htcreler hiicre kilturine alinmustir. Yildizst uzantilari olan
ve flaska yapisan kok hicreler gorantulenmistir. Elde edilen kok hicrelerin goruntilenme
asamasini takiben flow/akis sitometri yontemi ile kok hiicreye spesifik antikorlarla belirlenen
kok hucrelerin diferansiyasyon 0Ozellikleri degerlendirilmistir. Hucreler, in vivo ortamda
izlenebilmeleri icin takip edilebilir lipofilik fluoresan boyayla (dil) isaretlenmistir. Elde edilen
ADAS larin etkinligi ve karakterizasyonu bu yolla gosterilmistir. ADAS eldesini takiben greft
cerrahisi 1V ve SC ADAS terapisi iceren deney asamasina gegilmistir.
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5.2.2. ADAS eldesi icin Yag Grefti Ahnmas

Cerrahi prosedir 6ncesinde eter anestezisi altinda, sicanlarda dort giin 6énceden cerrahi alan
tiraslamasi yapildi. ADAS uygulamasi yapilacak t¢ grup (Grup H1-1V-V) icin U¢ gruptan
(Grup 11-1V-V) inguinal bolgeden yag grefti alind.

Uygun oda sicaklig1 ve cerrahi alan saglandiktan sonra, sican tartilarak uygun doz hesaplanip,
ketamin ksilazin ile intraperiyoneal GAA sicann dnce Batticon daha sonra 1/100 (%1) oranda
sulandirilmis Savlon soltisyonu ile iki defa tim cerrahi alam yikandh. Yikamayi takiben sican
cerrahi sahaya alindi. Sol femoral bélgesinden daha 6nce tiraglanmis olan alandan insizyon ile
cilt ve cilt alt1 yapilar gecilerek inguinal bolge subkutan yag dokusuna ulasildi. Subkutan yag
dokusu total olarak diseke edilip eksize edildikten sonra islem 4.0 poliglaktin 910 ile primer
sutdr ile sonlandirildi (Fotograf 2, 3, 4,5).

Elde edilen yag doku steril idrar kabinda ve steril SF icerisinde cerrahi sonrast 30 dk
icerisinde DEUTF IBG boliimiine uygun sekilde teslim edildi (Fotograf 6).

Fotograf 2: Yag Grefti Eldesi icin Yapilan Tiraslama islemi
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Fotograf 4: Yag Grefti Eldesi
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Brown Norway Sican

i
Lewis Sican
Fotograf 5: Yag Grefti Eldesi Cerrahi Saha Y akin Cekim
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SKIN I (- CM

Fotograf 6: Yag grefti: Ortalama 1x1,5 cm blyuiklGglinde yag grefti gorinima

Postoperatif donemde her giin Batticon ile pansuman uygulamas: yapildi. Sicanlarda cerrahi
yara yeri enfeksiyonu ve komplikasyon gdzlenmedi (Fotograf 7).
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Fotograf 7: Yag Grefti Eldesi Sonrasi Stttr Hatti
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Fotograf 8: Postoperatif Isik Altinda Bakim

5.2.3. ADAS izolasyonu

Hazirlanmasa ger eken soliisyonlar

PBS enzimatik parcalama 6nces yikama tamponu: 1X PBS (Phosphate Buffer Saline)
icine %1 Penicillin/Streptomycin (10,000 units/mL of penicillin ve 10,000 pg/mL of
streptomycin) ile 2.5ug/ml amfoterisin eklenerek hazirlandi.

Tip 2 kollajenaz solisyonu: Kiguk parcalara ayrilan doku parcalarimin hacminin yarist
kadar DMEM (hcre kultiri biyume ortamu) icinde son konsantrasyon %0.2 olacak sekilde
eklenen kollgjenaz iyice ¢ozindi, 0.45um filtreden slizildi ve son konsantrasyonu %1
olacak sekilde pern/strep sollisyona eklendi.

PBS enzimatik parcalama sonrasa yikama tamponu: 1X PBS icine %1
Penicillin/Streptomicin (10,000 unitmL of penicillin ve 10,000 pg/mL of streptomycin) ile
2.5ug/ml amfoterisin ve %2 FBS (Fetal Bovine Serum) eklenerek hazirlandk.

Kirmiza kan hicres lizis tamponu: 2.06 g/L Tris Base, pH 7.2, 7.49 g/L NH4CI.
Hazirlandiktan sonra steril olarak filtrelendi.
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5.2.3.1. Rat Adipoz Dokudan Stromal-Vaskiler Fraksiyonun (SVF) Elde Edilmes

A. Yag dokunun yikanmasa ve kiictk parcalara ayrilmas

Kasiktan alinan yag dokusu %1 Penisilin/Streptomisin (10,000 unitsmL of penisillin ve
10,000 pg/mL of streptomisin), 2.5ug/ml amfoterisin iceren PBS ile birkag kez yikanarak kan
ve diger yapilarin uzaklastiriimasi saglandi. Doku, steril doku makasi ve penset yardimiyla
kucuik parcalara ayrild: ve steril 50 ml’lik flakon tlp icine alinch (Fotograf 9).

Fotograf 9: Yag Dokunun Kiglk Parcalara Ayrilmasi

B. Enzimatik parcalama

Kiclk parcalara ayrilan doku hacminin yarisi kadar hacimde hazirlanan %0,2 Tip |l
kollajenaz sollisyonu ile, 37°C’de yaklasik iki saat calkalamali olarak inkiibe edilerek
enzimatik parcalama islemi yapildh. Inkiibasyon sonunda %10 FBS eklenerek kollajenaz
aktivitesi durduruldu.

C. SVF'nin olgun adiposit hiicre ve dokulardan ayrilmas
400xg de 10 dk. boyunca satriflj yapilir (Sekil 45) (Fotograf 10).

Enzimatik clarak
parcalananlipid
hidcreleri ve lipid
tabaka

ADSClerve

kirmizi kan
hidcreleri

Sekil 45: Enzimatik parcalama basamagi ardindan SVF nin olgun adiposit hiicre ve
dokulardan ayrilmasi amaciyla yapilan santriflj sonrasi elde edilen fraksiyonlar.
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Fotograf 10: Deneyimizde SVF eldesi

5.2.3.2. ADAS larin SVF dan ayrilmas

A. Eritrogtlerin uzaklastirilmas

B. Hicre pelleti icindeki eritrositleri uzaklastirmak icin 20 ml kirrizi kan hicresi lizis
tamponu eklendi ve oda sicakliginda 10 dk. inkibe edildi. 300xg de 10 dk. santrif(j edildi.

BlUyuk hicre gruplarimin ve enzimatik olarak parcalanmayan doku parcalarinin
eliminasyonu

Hucre pelleti 5 ml PBS ile reslispanse edildikten sonra 100 um c¢apli steril elekten (mesh)
gecirildi. Ardindan 40 pum caph steril elekten gecirildi. Bu islem ile hiicre disindaki buyuk
yapilar elimine edildi (Fotograf 11).

Bu hiicre slispansiyonuna hacmi kadar 1xPBS ile hazirlanan enzimatik parcalama sonrasi
yikama tamponu eklendi ve 300xg de 10 dk. santriflij edildi. Yikama islemi U¢ kez
tekrarland.
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5.2.3.3. ADAS lanin K ultara

Elde edilen hicreler, %10 FBS ve amfoterisin iceren DMEM/F12 hiicre blyime ve idame
ortamu ile hicre kultiri kaplarina ekildi. Ertesi gin hicrelerin ortami taze ortam ile
degistirildi ve hiicre yogunluguna gore pasajlanarak idame ettirildi. 1. pasajdan stok alinarak
sivi azotta saklandi. TUm enjeksiyonlar birinci ve tglinct pasaj sayili hiicrelerden yapild.

5.2.34. ADAS larin kok hucreye spesifik antikorlar ile akis sitometri kullanilarak
belirlenmes

Adiposit dokudan elde edilen ADAS larin kok hiicre belirtegleri CD45, CD54 ve CD29
oranlarinin belirlenmesi amaciyla akis sitometri (flow cytometry) yontemi ile hiicreler analiz
edildi. 0.3x10° hiicre hichir antikorla muamele edilmeyen kontrol hiicreleri ve tek tek CD29,
CD45, CD54 oranlar1 belirlenecek olan drnekler hazirland.

Boyama yapilmayan kontrol érnegi:

Hicbir antikor ile muamele edilmeden 500ul FACS (Flourescence-activated cell sorting)
solusyonu (1X PBS, 1mM EDTA, 25mM HEPES, %1 FBS. 0.2um filtreden gegirilip,
+4°C’ de saklanmustir) ile ¢oziildil,

Boyama orneklerinin hazairlanmas::

FACS solusyonu ile ¢ozilen hiicre pelletleri, antikorlarin kullamm kilavuzlarina uygun
olarak 10° hiicre/100ul FACS tampon olacak sekilde eppendorf tiiplere hazirlandiktan sonra
hiicrelere ayr1 ayr1 2ul FITC anti-mouse/rat CD29 (Biolegend, 102205 ), 0.5ul FITC anti-rat
CD45 (Biolegend, 202025) ve 1.25ul PE anti-rat CD54 (Biolegend, 202405) antikorlar
eklendi. Hucreler karanlikta, 10 dakika +4°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siresi
tamamlandiktan sonra hticreler FACS buffer ile yikandi. Hiicre siispansiyonu 1500rpm’ de 5
dk. santrifgjlendikten sonra pellet 500ul FACS buffer ile ¢ozilip analiz edildi (BD
FACSCANTO11).

5.2.34. ADASlarin 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3’,3’ -Tetramethylindocarbocyanine (Dil) ile
isaretlenmes

Hucreler, in-vivo ortamda izlenebilmeleri icin takip edilebilir Dil lipofilik fluoresan boyayla
isaretlendi. Dil (Molecular Probes, Eugene, OR) 99% luk etanol icerisinde % 25'lik
konsantrasyonda ¢ozildi ve kullamm icin 20°C 'de saklandi. Hucreler Greticinin onerdigi

talimatlarina gore fluoresan dil ile isaretlendi; hicre suspansiyonu Dil ile 2.5 pg/mL
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konsantrasyonda PBS icinde 15 dk. 37°C'de inkube edildi. Membrana bagli Dil boyasinin
maksimum emisyonu 565 nm’ ye karsilik gelmektedir.

5.2.3.5. izole edilen ADAS larin farkh dokulara déniisme potansiyellerinin incelenmesi.
A. Adipoz dokuya yonlendirme (Adipogenez)

Hiicre kiiltirti ortaminda cogaltilan ADAS lar 12 kuyulu hiicre kiiltir kabina 12 x 10°
hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Ertesi glin %80-85 yogunluga ulasan hiicreler adipogenezis
kit (Millipore SCR020) 6nerisine gore, kit icerisinde yer alan adipogenez indikleyici ve
adipogenez sirduriict kimyasal bilesenlerin 6nerilen oranlarda blyime ortamina eklenmesi
ile 21 gunluk farklilasma takvimine uyularak gergeklestirildi. Adipogenez indikleyici kulttr
ortamm 1., 3., 5., 9, 11, 13,, 17., 19. ve 21. gunlerde yenilendi. 7. ve 15. glnlerde adipogenez
sirdurticti ortam ile hiicre ortamu degistirildi. Adipogeneze yonlendirilmis ADAS larin
diferansiyasyonu sirecinde 1sik mikroskobu ile yapilan gozlemlerde lipid damlaciklarinin
olusmaya bagladhg: ilk haftadan itibaren gozlendi. Literattirde kabul edilmis adiposit boyasi
olan Red Oil boyas ile boyanarak bu lipid damlaciklar1 gosterildi. Boyama igin hticre kulttr
ortamindan uzaklastirilan farklilasma siiresi tamamlanan ADAS lar %4’ |Uk paraformaldehit
(PFA) soltisyonu ile 40 dk. oda sicakliginda inkiibe edilerek fikse edildi. PBS le yikanip PFA
uzaklastirildiktan sonra red-oil boyasi ile 50 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Distile su
ile U¢ kez yikanarak uzaklastirilan boyamin ardindan hematoksilen boyas: ile gekirdekler
boyandi. Hucreler 151k mikroskobunda gorintlendi.

B. Kemik dokuya yonlendir me (Osteogenez)

Hucre kltri ortaminda gogaltilan ADAS lar bir giin 6nceden vitronektin ve kollajen ile
kaplanmis 12 kuyulu hiicre kiltiir kabina 12X 10* hilcre/kuyu olacak sekilde ekildi. Ertesi giin
%80-85 yogunluga ulasan hticreler osteogenezis kit (millipore SCR028) Onerisine gore, kit
icerisinde yer alan osteogenezisi indikleyici kimyasal bilesenlerin 6nerilen oranlarda buyime
ortamina eklenmesi ile iki gunde bir ortamin yenilenmesi ile 21 gunlik siregte
gerceklestirildi. Osteogeneze yonlendirilmis ADAS larin diferansiyasyonu Alizarin Red
boyas kullanilarak, hiicreler arasi kalsiyum depozitlerinin boyanmas ile gosterildi. Boyama
icin hicreler, fiksasyon amaciyla %70'lik soguk etanol ile bir saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. PBS ile yikama ardindan etanol ortamdan uzaklastirildi ve oda sicakliginda 30 dk.
Alizarin Red boyasi ile inkiibe edildi. Distile su ile yikamalar ardindan htcreler 1sik
mikroskobunda goruntilendi.
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C. Kikirdak dokuya yonlendirme (K ondrogenez)

Hiicre kilturi ortaminda cogaltilan ADAS'lar 12 kuyulu hiicre kiltir kabina 12X10°
hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Ertes gin %80-85 yogunluga ulasan hicrelerin
kondrogenez yonlendirme ortami (GIBCO STEMPRO A10071-01) ile ortamlar1 degistirildi.
iki ginde bir ortamlar1 degistirilen hticreler 18. giiniin sonunda %4’ 1k paraformaldehit (PFA)
solisyonu ile 40 dk. oda sicakliginda inkiibe edilerek fikse edildi. PBS ile yikamp PFA
uzaklastirildiktan sonra Alcian Blue boyas ile 50 dk. oda sicakliginda inktibe edildi. Distile
su ile U¢ kez yikanan hticreler 151k mikroskobunda gortnttlendi.

5.2.3.6. ADAS larin |1V ve SC Enjeksiyon icin Hazirlanmas

Dil boyasi ile boyanmis hicreler %90 yogunluga ulasana kadar 10 cm’'lik hicre kalttr
kaplarinda buyutuldi. Enjeksiyon/operasyon gunt PBS ile bir kere yikandiktan sonra bes dk.
37°C'de 1 ml Trypsin-EDTA soliisyonu ile inklbe edildi. Enzimatik olarak ayrilan hiicreler
toplanarak bir sefer besi yeriyle yikandiktan sonra PBS icine alind: ve 0.4%’lik Trypan Blue
ile 6lu hiicreler boyandi. Hemositometri ile canli hiicre sayisi belirlendi. Intravenoz (1V)
enjeksiyon icin 5x10° hiicre, 1ml PBS icinde ¢oziildii; SC enjeksiyon icin yine 5x10° hiicre
0.5ml PBS icinde ¢oztillip Eppendorf tip icinde deney ekibine ulastirildh.

5.2.4. Greft Cerrahis ve SC ADAS Uygulamas
Greft boyutu: 3x3 cm biiyiikl(igiinde, 9 cm? tam kat deri greftidir.

5.2.4.1. Otogreft uygulamas
Cerrahi dncesinde anestezi siiresinin azalmasi ve inflamasyon reaksiyonun 6nlemek amaciyla
¢ guin 6nce hafif eter anestezisi altinda cerrahi alanda kil kisaltma islemi yapilmistir.

Otogreft Cerrahi

Uygun oda sicakligi ve cerrahi alan saglandiktan sonra hayvan tartilarak uygun doz
hesaplanip ketamin ve ksilazin ile intraperitoneal GAA (Genel anestezi altinda) sicanin 6nce
Batticon daha sonra 1/100 (%1) oranda sulandirilmis Savion soltsyonu ile iki defa tim
cerrahi alam yikandh. Yikamay: takiben sican cerrahi sahaya alindi. Onceden ¢izilmis olan
boyutlara uyularak 10 numara bistiri yardim ile greft eleve edildi. Greftte mevcut subkutan
dokular cerrahi makas ile temizlendi. Ay yataga yerlestirilerek 4.0 poliglaktin 910 ile sekiz
ayr1 yerden fikse edildi. Kalan bosluklar 5.0 poliglaktin 910 kullanilarak sttire edildi. Greft
Uzerine Bactigras yerlestirildi. Bactigrasin Uzerine steril pamuk yerlestirildi. Takiben 3.0 ipek
sttdr yardim ile tie-over pansuman uygulamasi yapildi (Fotograf 12, 13).
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Fotograf 12: Otogreft boyutu ve eksizyon sonrasi goérinim

Fotograf 13: Otogreft cerrahisi sonrasi postoperatif greftin gorintimi
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5.2.4.2. Caprazlama ile allogreft yerlestirme
Cerrahi 6ncesinde zaman kaybini ve inflamasyon reaksiyonun dnlemek amaciyla ¢ gtin énce

cerrahi alanda kil kisaltma islemi yapilmistir.

Allogreft Cerrahi

Uygun oda sicaklig1 ve cerrahi alan saglandiktan sonra sigan tartilarak uygun doz hesaplanip
ketamin ve ksilazin ile intraperitoneal GAA sicanlarin, énce Batticon daha sonra 1/100 (%1)
oranda sulandirilmis Savlon soliisyonu ile iki defa tim cerrahi alanm yikanmustir. Yikamay1
takiben sicanlar cerrahi sahaya alinmistir. 10 numara bistiri yardimu ile her iki greft eleve
edilerek, greftteki subkutan dokular eksize edilerek greft tam kat deri grefti halinde
caprazlanarak allogreft seklinde yerlestirilmistir. 4.0 poliglaktin 910 yardim ile sekiz ayri
yerden fikse edilen greftlerdeki bosluklar 5.0 poliglaktin 910 ile sitire edilmistir. Greft
yerlestirildikten sonra Grup I11- V’te SC ADAS uygulamas: yapilmistir. Takibinde her iki
greftin Uzerine Bactigras yerlestirilerek steril pamuk ile tie-over uygulamas: yapilarak her iki

sicanda allogreft yerlestirilmesi islemi sonlandirilmistir (Fotograf 14, 15, 16, 17).

Fotograf 14: Allogreft Y erlesimi Oncesi Sahanmn Gorinimii
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Fotograf 15: Eszamanli Allogreft Transferi
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Fotograf 15: Es Zamanl1 Allogreft Transferi

Fotograf 16: Es Zamanl1 Alinan Allogreftlerin Gorinimi




Fotograf 17: Postoperatif Allogreft Y erlestirilmesi Sonrasi GOrtinim

TUm greft yerlestiriime islemlerinden sonra cerrahi tie-over pansuman uygulamast yapildi
(Fotograf 18).
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Fotograf 18: Tie-over Pansuman Uygulamasi

5.2.4.3. SC ADAS Uygulamas

SC ADAS uygulamasi peroperatif greft cerrahisi bittikten sonra allogreft sahasi dort ayri
alana ayrilip, 0.5 cc olarak hazirlanmis ADAS her alana diffliiz yayilacak sekilde SC.
enjeksiyon seklinde uygulanmustir.

Grup 111 ve Grup V‘e cerrahi ginl peroperatif, greft yerlestirildikten hemen sonra, SC olarak
intraoperatif, tek doz 0.5 cc igerisinde 5x 10° uygulanmustir.

5.2.5. 1V ADAS Uygulamas

IV ADAS uygulamasi kuyruk veninden sar1 brantil yardimu ile ortam 1sis1 ayarlandiktan sonra
denek hafif eter anestezisi altina alinarak yavas inflizyon seklinde 1 cc olarak yapilmistir. Her
IV uygulama yapildiginda ADAS verilmeyen gruplaradalV 1 cc SF uygulamas: yapilmistir.
Cerrahi guntinde cerrahi baslamadan ¢ saat 6ncesinde IV kok hticre inflizyon uygulamalar:
yapilmistir. -7., 0., 3., 7. ginde her denege aym saat dilimleri icerisinde (11.00) ADAS IV
inflzyonu yapilmistir.

ADAS; IV Protokol: yavas inflizyon seklinde tek doz 5x10°

| Postop , , Postop |  Postop.
1 |
1 1

| 7.Gin | 14. GUn

Allogreft 14. giine dek yasarsa 14. ginde IV tek doz ADAS tedavisi planlanmustir.
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5.2.6. Patolojik Ornek alinmas

Hafif anestezi altinda, 4 mm punch biyopsi aleti kullamlarak 4 mm capinda olacak sekilde,
postoperatif yedinci ginde (vital bélgeden olmak Uzere) patoloji 6rnegi alinmistir. Patoloji
materyalinin bitinltGgl ve stabilitesi instlin enjektort yardimi ile epidermisten dermis ve
subkutan dokuya dogru fiksasyon saglanarak alinmustir ( Fotograf 19, 20).

Fotograf 19: Patolojik Ornekleme

Fotograf 20: Patoloji icin kullanilan 4mm Punch biyopsi Aleti

5.2.7. Hayvanlarin Sakrifikasyonu
Sicanlar cerrahi sonrast Grup I’de 15 guinltik takibin sonunda, Grup 11-111-1V-V'te allogreftler
nekroza ugradiginda sakrifikasyona gecildi. Sakrifikasyon deneklere anestezi (ketamin-
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ksilazin) verilerek, abdominal kavite acilip vena kava kaudalisten kan almak yontemi ile
eksanguinasyon (kansizlastirma) ile yapild.

5.2.8. Histopatolojik Islemler

5.2.8.1. Rutin Doku Takip Protokoll

Alinan dokular histokimyasal incelemeler icin %10'luk formolde 24-48 saat bekletilerek
fikse edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklastirilmasi amaciyla bir gece akarsu altinda yikandh.
Dehidratasyon amaciyla sirastyla %70, %80 ve %96’ ik etil alkol serilerinde 20'ser dk.;
ardindan dort farkli aseton serisinde 20’ser dk. tutuldu. Seffaflastirma amaciyla 30'ar dk. iki
farkli ksilene tabi tutuldu. Birer saatlik iki kez yumusak parafin ile immersiyonu saglandiktan
sonra dokular sert parafin bloklar icerisine gdmildi. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica)
araciligi ile 5p kalinliginda kesitler alindi (Tablo13).

Tablo 13: Rutin doku takibi protokol

Islem Madde Siire
Fiksasyon %10’ luk formol 24-48 saat
Fiksatiften Uzaklastirma | Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70-80-96'l1k alkol serileri 20'ser dakika
Pogt Fiksasyon Aseton-1
Aseton-2 20’ ser dakika
Aseton-3
Aseton-4
Seffaflandirma Xylol-1 30" ar dakika
Xylol-2
Yumusak parafin-1 1 er saat
Yumusak parafin-2
Bloklama Sert parafin
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5.2.8.2. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolt

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi igin bir gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan ilk 20
dk. (etivde) diger ikisi 10'ar dk.’lik O¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra ilk
dehidratasyon islemi icin bes degisim azalan alkol serilerinden gegcirildi, kesitler distile su ile
calkalandiktan sonra bes dk. hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamamn ardindan, boyanin fazlasimin dokudan
uzaklastiriimasi igin bes dk. akarsuda yikanan kesitler, iki dakika eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70,
%80, %96 ve iki seri absoll alkolden gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ ser dk. U¢
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile

kapatildi (Tablo 14).

Tablo 14: Hematoksilen-Eozin boya protokolti

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1sisinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1sisinda) 10 dakika
Rehidratasyon %100’ luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’ luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’ ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’ lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70'lik alkol Calkalama
Y ikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Y ikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika

Y ikama %70-80-96-100-100' lUk alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan
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5.2.9. Degerlendirme

5.2.9.1. Greft Vitalites /Gorsel Takip

A. Allogreft Uygulamas ilelgili Bilgiler

Deneyimizde ‘3x3 cm=9 cm® olacak sekilde tam kat allojenik deri grefti uygulamasi
yapilmistir. Kompozit doku allotranplantasyonlarinda deri antijenitesi en yiksek doku oldugu
icin rejeksiyonda onemli bir takip kriteridir (299, 300). Genis seri hayvan deney serilerinde
deri rejeksiyonu olmasina ragmen kas-iskelet kompartmaninin rejekte olmadigi goralmustir.
Bu durum ilk olarak Billingham tarafindan tammlanan split toleransa baglanmustr.
Allotransplante edilen kompozit dokunun bir bilesenini rejeksiyon gorultrken bir bilesenine
gortilmemesi split tolerans olarak isimlendirilmistir. Ilk tammlandig:i glinden beri split
toleransin asilmast ve allojenik deriye yonelik dondr spesifik immun tolerans saglanmasi
onemli bir calisma alanichr (301). Deri allogreft uygulamasinda en 6énemli tartisma konular:
lenfatik blokaj veya geciktirme uygulanmasi, vaskiler anastomozun dogal seyrine birakilmasi
veya mikrocerrahi vaskilarizasyon yapilmasi, deriye 6zel antijenlere yanit ve deride yerlesik
immun sistem ve hiicreleri, deri ekstraselltler matriksidir. Allojenik deriye 6zel antijenler
olan skn ve epa'ya yonelik allojenik immun yanit deri allogreftinin rejeksiyonunda rol
oynamaktadir. Bu antijenlerin MHC geni Uzerinden tasindigi ve aloimmun yamitin bu
antijenlere spesifik gelistigi dustnilmektedir (89). Allojenik deriye yonelik tolerans olusumu
ve rejeksiyon epizodu kemik iliginde Uretilen deriye yerlesen dendritik hlcre tipleri
(Langerhans), deride yerlesik bulunan bellek T hicreleri araciligr ile allojenik deriye ait
antijenlere yanit olarak gelismektedir. Immun tolerans ise deride bulunan yine telerojenik
Ozellikte antijenle stimile edilmemis Langerhans hicrelerince ve Treg hicreler araciligi
gelismektedir. Bu baglamda bu konuda ilerleme saglamak icin bu olayda rol alabilecek Treg
ve bellek T hicreleri hakkinda calismalara, bu asamada rol oynayabilecegi dustnilen T hiicre
tiplerinin tanimlanmasina yonelik ¢alismalara ve bunlarin homeostatik ve immun regulatuar
Ozdlliklerinin ortaya konmasina ihtiyag vardir (300, 302).

Dogal seyrinde vaskiilarize olan deri allogreft rejeksiyonuna yonelik tammlanmis standardize
edilmis gorsel bir klinik takip derecelendirmesi veya kriterleri yoktur. Calismalardatotal veya
parsiyel nekroz, eskar formasyonu ve deri degistirme kriter alinmistir (279, 280, 303, 304).
Deri allogrefti nekroz kriterleri inspeksiyonla olan renk degisikligi, 6dem, deskuamasyon ve
total nekroz gibi degisiklikler alinmistir (305). VCA deney hayvan modellerinde sican arka
bacak transplantalarinda rejeksiyonuna yonelik gorsel takiplerde calismacilar rejeksiyon
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bulgular: olarak VCA derisinin hafif dokunus ile siyrilmasint ardindan, kil kaybi ve VCA
derisinin total eskarifikasyonu almistir (306). VCA deri rejeksiyon gorsel bulgularinin eritem
bulgusu ile baslar (307), eritemin Gzerine 6demin eklenerek flepte kil kaybi gelismesidir
(308). Eritem ile baslayan allorejeksiyon epizodunun epidermolizis, deskuamasyon ve eskar
formasyonu ileilerledigi raporlanmistir (309, 310).

B. Allogreft Gorsel Nekroz Bulgulary

Greft cerrahisini takiben bes gin sireyle tie-over uygulamast yapilmis olan siganlar
pansuman ile takip edildi. Enfeksiyon agisindan degerlendirme yapildi. Kot kokulu akinti,
klinik enfeksiyon bulgusu, genel durum acisindan denekler her giin degerlendirildi. Tie-over
acilmasi ile beraber besinci ginde gorsel degerlendirmeye gecildi. Her giin sicanlar greft
nekrozu, allorejeksiyon gorsel karakterizasyonu acisindan degerlendirilerek greft nekroz
gorsel ozellikleri ve yayginlig: degerlendirildi.

Takiplerde allogreft rejeksiyonu literatirle uyumlu bir sekilde eritem bulgusu ve greft
alamna yayginligi, eritemin tzerine binen 6dem, deskuamasyon (hafif dokunusla greftte
styrilma olup olmadigr) bulgusu ve greft alamina yayginligi, greft yataginda insiilin enjektori
ile kanama olup olmadigi, bul formasyonu, greftteki mavi mor renk degisikleri, eskar
formasyonu ile nekroz bulgular1 ve yayginligi takip edilmistir. Bu bulgularla eskar
formasyonu ve nekroz bulgusunun total greft alamna yayginlig: izlendi.

Eskar formasyonu ve nekroz alanimin total greft alamnin %75'ini gegtigi tim allogreftler
total nekroz olarak kabul edildi. Literatiirde yapilmis allogreft takipleri total veya belirlenmis
parsiyel nekroz eskar alam goruldiginde allogreft nekrozu olarak kabul etmistir (279, 280,
303, 304).

5.2.9.2. ADAS in vivol in vitro Degerlendirmeleri

A.ADAS larin in vitro etkinliklerinin gosterilmes

Elde edilen kok hicrelerin gortuntilenme asamasini takiben, akis sitometri yontemi ile kok
hiicreye spesifik antikorlarla belirlendi. Elde edilen kok hticrelerin diferansiyasyon 6zellikleri
degerlendirildi. Kok htcrelerin, in vivo ortamda izlenebilmeleri ve patolojik kesitlerde
immunfluoresan altinda takip edilebilmesi icin lipofilik fluoresan boyayla (dil) isaretlendi.
Allotransplantasyon sonrasinda histopatolojik 6rneklerde immunfluoresan altinda dil boyasi
ileisaretli ADAS iceren bolgeler gosterildi.

B. ADAS larin in vivo immun modulatuar etkinliklerinin takip edilmesi
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Allorejeksiyon gorsel degerlendirmesi ile degerlendirilmistir.

5.2.9.3. Histopatolojik Degerlendirmeler

TUm deneklerden takip siiresince; yedinci ginde rutin patolojik 6rnekleme alindi. biyopsi
ornekleri 4 mm punch biyopsi aleti ile gap1 4 mm ¢apinda olacak sekilde alindi.

Alinan biyopsi Orneklerinde nekroz patolojisi degerlendirmesi ve allorejeksiyon
derecelendirmesi (skorlamasi) Banf skorlamasina gore yapildi (Tablo 4). 1sik mikroskobunda
skorlamalar yapildi ve histolojik kesitler degerlendirildi.

Siniflamada temel kriterler dermisi, adneksiyel yapilar infiltre eden inflamatuar hicreler,
epiteliyal apopitozis, diskeratoz ve dermal nekroz degerlendirilmesidir.

5.2.9.4. Biyoistatistiksel YOontem

Verilerin analizinde SPSS 22.0 (IBM Corparation, Armonk, New York, United States)
programi kullanmildi. Histopatolojik ve gorsel takip verilerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Bagimsiz ikiden fazla gruplarin nicel degiskenlere gore
bir biriyle karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis H Testi Monte Carlo similasyon yontemleri
kullanilirken, Post Hoc analizleri icin Dunn Testi kullanildi.

Gruplarda uygulanan greftlerin mortalite ile yasam stirelerine gore karsilastirmak icin Kaplan-
Meier (product limit method)-LogRank (Mantel-Cox) analizi kullanilmustir.

Kantitatif veriler tablolarda ortalama + sh. (standart hata) ve medyan Range (Maximum-
Minimum) degerleri seklinde ifade edilmistir.

Kategorik veriler ise n (say1) ve ylzdelerle (%) ifade edilmistir. Veriler %95 guven diizeyinde
incelenmis olup, p degeri 0,05 ten kiigtik anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR VE SONUCLAR
6.1. Tedavi Gruplarinda Kullamlan ADAS larin Tamimlanmas, Diferansiyasyonu

Deneyin cerrahi asamalar1 baslamadan 6nce kok hiicreler asagidaki bulgular teyit edilmistir.
6.1.1. izole edilen ADAS larin stk mikroskobu altinda taninmas ve dil boyas ile
isaretlenmes

Izole edilen ADAS lar tipik olarak yildizsi uzantilar: olan ve flaska yapisan yapilar: ile 11k
mikroskobu altinda goruldi ve tamindi. Lipofilik dil boyasi ile in vivo takip icin isaretlendi
(Fotograf 21).

a. b.

Fotograf 21: ADAS larin mikroskobik incelemesi. a. Izole edildikten sonra kuiltiire edilen
canli ADAS lar, b. Enjeksiyon 6ncesi dil boyas: ile boyanmis ve kiltire edilmis canli
ADAS larin fluoresans mikroskop goruntisu

6.1.2. izole edilen ADAS larin eriskin kok hiicre belirtegleri kullanilarak akis sitometri
(flow cytometry) yontemi ile analizi

Deneylerde kullanilan; Lewis ve Brown Norway olmak tzere iki farkl: inbred sigan tiriinden
izole edilen ADASlar, kok hiicre yuzey belirteglerinin belirlenmesi yani kok hicre
karakterizasyonu amaciyla, CD54 ve CD29 gibi kok hiicreye spesifik antikorlar kullamlarak
ve aynm zamanda kok hicreler icin bir negatif belirte¢ olan, farklilasmasini tamamlamis
hicrelerin ylzeylerinde eksprese ettigi CD45 antikoru kullanilarak akis sitometri yontemi ile
analiz edilmistir (Sekil 35). Brown Norway tirl siganlardan izole edilen ADAS lar %99.7
oraninda CD29, %59.8 oraminda CD54 pozitif belirtecleri eksprese ederken CD45 negatif
belirteci %4.2 oraminda eksprese etmektedir. Lewis tird sicanlardan izole edilen ADAS lar
%99.8 oraninda CD29, %84.8 oramnda CD54 pozitif belirtegleri eksprese ederken CD45
negatif belirteci %15.4 oramnda eksprese etmektedir. Literatirden de bilindigi Gzere turler

115



arasinda ve ayrica tir icinde yas gibi bireysel degiskenlere de bagli olarak bu hicre yizey
belirteclerinin ekspresyonu degiskenlik gostermektedir (311).

Brown Norway (:nbred) sicanlardan elde edilen ADAS
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Sekil 35: Izole edilen ADAS larin eriskin kok hiicre belirtecleri kullamlarak akis sitometri
(flow cytometry) yontemi ile analizi. Hicreler, ADAS lar icin pozitif belirtec olan CD29 ve
CD54'Gi yuksek oranda eksprese ederlerken, hicrelerde negatif belirteg olan CD45
ekspresyonu oldukca disuktr.

6.1.3. izole edilen ADAS larin Diferansiasyonu

K ondrogenez, Adipogenez ve Osteogenez

Izole edilen ADAS larin in vitro kosullarda farklilasma deneyleri yapilmistir. Osteogeneze
yonlendirilen kok hicrelerin osteositlere 6zgiin kalsiyum depositleri olusturduklar: Alizarin
Red boyas ile, adipositlere yonlendirilen kok hiicrelerin adipositlere 6zgiin yag damlaciklari
olusturduklari, Oil Red boyas ile ve kondrojeneze yonlendirilen kok hiicrelerin kondrositlere
0zgin proteoglikan sentezledikleri Alcian Blue boyamas: ile 11tk mikroskobu altinda
belirlenmistir (Fotograf 22).
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Fotograf 22: Kultdr ortarhlndé; kondrojeneze, adipogeneze ve Eosteogeneze yonlendirilen
ADAS larin spesifik boyalarla boyanmasi ardindan 1g1k mikroskobu ile gorintilenmesi.
A. Kondrojeneze yonlendirilen ADAS larin ‘Alcian Blue' ile boyanmas: ardindan “Alcian
Blue” boyasi kondrositler tarafindan sentezlenen proteoglikanlara spesifik olarak
baglanmaktadr.
B. Adipojeneze yonlendirilen ADAS larin *Oil Red O’ ile boyanmasi ardindan, Oil Red O
boyasi adipositler tarafindan sentezlenen lipid damlaciklarina spesifik olarak baglanmaktadir.
C. Osteogeneze yonlendirilen ADAS larin ‘Alizarin Red’ ile boyanmasi ardindan, Alizarin
Red boyasi osteositler tarafindan uretilen kalsiyum depolarina spesifik olarak baglanmaktadir.

6.2. Greft Gorsel Takip Bulgu ve Sonuglar:

6.2.1. Pansuman Uygulamas, Postoperatif bakim

Ilk bes glin tie-over pansuman: ile takip edilmistir. Her gin tie-over pansuman 1slatilmis
enfeksiyon kotl kokulu akinti agisindan takip edilmistir. Postoperatif donemde tie-over
pansuman her gin Octanicept soltsyonu ile islatildi. Greftlerde total fulminan nekroza yol
acacak sekilde enfeksiyonla uyumlu bulgu gézlenmedi.

Besinci giinde tie-over acilip greftler vitalite agisindan degerlendirilmistir. Once Batticon
sonra SF ile temizlik sonrasinda mupirocin pomad uygulamast yapilmistir.

6.2.2. Allogreft Nekrozu K arakteristik Ozellikleri ve Gorsel Takip

Takiplerde allogreft rejeksiyonu literatiirle uyumlu bir sekilde eritem bulgusu ve greft alamina
yayginligi, eritemin Uzerine binen ddem, deskuamasyon (hafif dokunusla greftte siyrilma
olup olmadigi) bulgusu ve greft alanina yayginligi, greft yataginda insilin enjektéri ile
kanama olup olmadigi, bil formasyonu, greftteki mavi mor renk degisikleri, eskar
formasyonu ile nekroz bulgular ve yayginlig: takip edildi. Bu bulgularla eskar formasyonu
ve nekroz bulgusunun total greft alamina yayginlig: izlendi. Total greft alanimin %75’ ini asan
nekroz ve eskar formasyonu nekroz olarak kabul edildi. Eritem bulgusu ile baslayan petesiyal
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bulgular: takiben milimetrik blll6z odaklar, deskuamasyon, nekroz odaklar: ve takibinde de
total nekroz gozlendi. % 75’i gecen nekroz alanlarinin gorulmesini takiben vitalite icin instlin
enjektoru ile kanama kontrolt yapildi. Kapiller kanama gozlenmedi. Farkli olarak higbir
tedavi almayan Grup 11’de allojenik rejeksiyon ve nekroz hizli bir sekilde olusurken, Grup
V’te 6dem bulgusu nekroz ile beraber gbzlenmistir.

6.2.3. istatistiksel Degerlendirme/Gor sel
Kruskal Wallis Allogreft Yasam Sures Degerlendirmes
TUm gruplar degerlendirildiginde gruplar arasinda anlaml1 fark bulunmustur (p< 0.001).

Greft Yasam Siireleri Kruskal Wallis Degerlendirmesi ikili Kiyaslamalar

Negatif kontrol grubu otogreft uygulamasi yapilan Grup | median yasam siresi ile Grup |1,
Grup 1V allogreft median yasam siiresi arasinda anlamli fark izlenirken, Grup 111 ve Grup V
alogreft median yasan siiresi ile anlamli fark izlenmemistir. Grup | median yasam siiresine
Grup 111 ve V allogreft median yasam siresi anlaml: olarak yakindir.

Pozitif kontrol grubu olan allogreft uygulamasi yapilan tedavi verilmeyen Grup 11 allogreft
median yasam suresi ile Grup |11 ve Grup V alogreft median yasam siiresi arasinda anlaml1
fark izlenirken, Grup 1V allogreft median yasam siiresi ile izlenmemistir.

Sadece SC tedavi alan Grup Il allogreft median yasam siiresi ile Grup V allogreft median
yasam suresi arasinda anlaml: fark izlenmezken, Grup I1-1V alogreft median yasam siresi ile
anlamli fark izlenmistir.

IV ve SC tedavi alan Grup V ile Grup 1V allogreft median yasam stiresi arasinda anlamli fark
izlenmemistir (Sekil46) (Tablo 13).

Kaplan Meier sagkalim analizine gore; median yasam slresi degerlendirmelerinde farkli
olarak allogreft median yasam siiresi degerlendirilmelerinde Grup 11 ile Grup IV arasinda,
Grup 1V ile Grup V arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (Tablo 15).
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Tablo 15: Kruskal Wallis, Histolojik istatistiksel degerlendirmeler ve allogreft yasam siiresi
degerlendirmeleri ikili karsilastirmalar

Gruplar Yasama Sures Reeksiyon patolojis
M edyan (M ax-Min) M edyan (M ax-Min)
I (n=6) 15 (15-15) 2 (4-1)
1 (n=7) 6 (7-5) 4 (4-4)
11 (n=7) 10 (11-9) 3,6 (4-3)
1V (n=7) 7,7(87) 3,7 (4-3)
V (n=7) 9 (10-7) 3,7 (4-3)
Total (n=35) 8,4 (15-5) 3,6 (4-1)
p Degeri <0,001 <0,013
| —I1 <0,001 <0,001
| —I11 1 0,207
| -1V 0,010 0,006
| -V 1 0,006
Il 0,002 1
Post Hoc Test TR, 1 1
-V 0,008 1
-1V 0,034 1
11—V 1 1
V-V 1 1
Kruskal Wallis Test (Monte Carlo) -Post Hoc Test: Dunn Test Max.:Maximum
Min.:Minimum

14,0

-

X

=]
1

Yagama Siiresi
=
[=]
1

1
|_

6,01 *
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Sekil 46: Kruskal Wallis; Deney gruplara gore greft median yasam siresi
degerlendirmesi/grafik
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K aplan-Meier Greft Sagkalim Analizi ikili Degerlendirmeler (Tablol14) (Sekil 47).
Greft ortalama yasam slreleri ve greft Sagkalim analizi yapilmis, log rank testi uygulanarak

gruplar arasi ikili karsilastirmalar yapilmistir (p degeri<0.005 anlaml: kabul edilmistir).

Pozitif kontrol grubu otogreft uygulanmis olan Grup | ile Grup 11, Grup 111, Grup IV, Grup V

allogreft yasam siireleri arasinda anlaml: bir fark gorulmistar.

Negatif kontrol grubu olan allogreft uygulamas: yapilan ve tedavi verilmeyen Grup Il ile

Grup I, Grup 1V, Grup V alogreft yasam stireleri arasinda anlamli fark géralmstr.

Allogreft uygulamas: yapilan sadece SC ADAS tedavisi alan Grup Il ile Grup 1V allogreft

yasam sireleri arasinda anlamli fark gérdlmis, Grup V allogreft yasam siresi arasinda

anlaml1 fark gozlenmemistir.

Allogreft uygulamasi yapilan IV ve SC ADAS tedavisi alan Grup V ile Grup 1V allogreft

yasam sireleri arasinda anlamli fark gozlenmistir.

Tablol6: Kaplan Meier ve Log Rank testi; Allogreft yasam siiresi analizi

Tahmin Edilen Yasam Sires Sag Ex
Gruplar
Ortalama £ Sh n (%) n (%)
| 13,5+1,37 1(16,7) 5(83,3)
[ 6,0+0,31 7 (100,0) 0(0,0
[ 10,0£0,22 7 (100,0) 0(0,0
Y 7,70,18 7 (100,0) 0(0,0
Vv 8,9+0,46 7 (100,0) 0(0,0
Total (n=35) 9,1+0,50 29 (85,3) 5(14,7)
ikili karsilastirma P Degeri Hl P Degeri
karsilastirma
|—I1 0,004 -V 0,002
[—I11 0,011 -V 0,001
|—IV 0,018 -1V <0,001
|-V 0,013 -V 0,060
[1—I11 <0,001 V-V 0,044

Kaplan Meier Test LogRank (Mantel-Cox) - Sh.: Standart Hata
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Sekil 47: Kaplan Meier ve Log Rank Test: Deney gruplarina gore greft yasam siiresi /grafi

Kaplan-M eier Greft Sagkalm Analizi Sonug

Kaplan Meier greft Sagkalim analizi degerlendirildiginde tim gruplarda uygulanan SC ve IV
ADAS tedavisinin allogreft yasam slresini hicbir tedavi almayan Grup 11’ye gore anlaml1 bir
sekilde uzattigi gozlenmistir. En uzun allogreft yasam siiresi sadece SC ADAS tedavisi alan
Grup I1I'te gozlenmistir. Grup Il1’te ve Grup V’'te sadece IV tedavi alan Grup IV’e gore
alogreft yasam siresinde anlamli bir uzama go6zlenmistir. Grup Il ve Grup V
kiyaslandiginda ortalama yasam sliresi sadece SC ADAS tedavisi alan Grup I11’te daha iyi
iken Grup Il ile IV ve SC ADAS tedavisi alan Grup V arasinda allogreft yasam siresi
acisindan anlamli bir fark gozlenmemistir. IV ve SC ADAS tedavisi alan Grup V'te sadece IV
tedavi alan Grup IV’ e gore alogreft yasam stiresi anlamli bir sekilde uzamustir.

Sonug olarak SC ve IV ADAS tedavisi allogreft yasam siresini Grup 11, 1V, V'te anlamli
olarak uzatmustir. Sadece SC ADAS tedavisi allogreft yasam slresini sadece IV ADAS
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tedavisi alan Grup 1V’ e ve hig tedavi ailmayan Grup I1’ye gore anlamli olarak uzatmistir. 1V
ADAS tedavisi Grup V'te allogreft yasam siresini istatistiksel olarak anlamli olmasa da
median yasam slresi degerine bakildiginda sadece SC ADAS tedavisi alan gruba gore
olumsuz olarak etkilemistir. IV (intravendz) ADAS tedavisi Grup 1V’te allogreft yasam
siresini sadece SC. ADAS tedavisi alan Grup Ill'e, 1V (intravendz) ve SC ADAS tedavisi
alan Grup V'’ e gore anlaml1 bir sekilde kisaltmistir (Tablo 16).

6.2.4. Fotograflar/ Gorsel Takip
Hicbir denek grubunda total nekroz gtzlenmedi. Grup I'de bir denek postoperatif besinci
guinde kaybedildi.

Denek 1:A-B-C

A.7.90n B. 9.gun C.14.gun
Fotograf 23: Grup | Otogreft Uygulamasi

Denek 1: A-B-C

- ¢ W NS T . I
A.5.gin B. 6.gun C. 7.gun/ nekroz
Fotograf 24: Grup Il; Allogreft Uygulamasi
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Denek 1: A-B-C-D-E

C. 9.gin D. 10.gln E. 11.gln /nekroz
Fotograf 25: Grup I11; Allogreft Uygulamasi ve SC ADAS Tedavisi (Denek 1,2 ve 3)

Denek 2: A-B-C-D-E-F

A. 5.gln B. 6.gUn
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C. 7.gln D. 8.gln

E. 9.gUn F. 10.gUn/ nekroz

Denek 3: A-B-C-D-E-

A. 5.gin B. 7.giin

C. 8.gin D. 9.gin E. 10.gUr/ nekroz
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Denek 1:

A. 5.gln B. 6.gUn

C. 7.gln D. 8.gin
Fotograf 26: Grup IV; Allogreft Uygulamasi ve IV ADAS Tedavisi

Denek 1:
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C. 8.gun D. 9.guin nekroz E. 10.g0n
Fotograf 27: Grup V; Allogreft Uygulamasi 1V ve SC ADAS Uygulamasi

6.3. Histopatolojik Bulgu ve Sonuclar
6.3.1. 7.GUn Gruplardaki Histopatolojik mikroskobik Gorinim ve Yorumlar

GRUP | GRUP II GRUP I GRUP IV GRUPV

Sekil 48: Gruplara ait H&E boyamalari. ( Nekrotik alanlar, =+inflamasyon (6dem), * kollajen
artis1)

Grup I'e ait deneklerin deri kesitleri histolojik olarak incelendiginde (A,Al ve A2) deri
morfolojisinin normal yapida oldugu gozlendi. Deneklere ait histolojik incelemelerde dermiste hafif
ve orta siddette inflamasyon oldugu gdzlendi.
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Grup II'ye ait deneklerin deri kesitleri incelendiginde (B,B1 ve B2) epidermis ve dermis
tabakalarinda nekroz gozlendi. Ayrica deri ekleri etrafinda (yag bezi) yogun inflamasyon gozlendi.
Grup 111’ e ait deneklerin deri kesitleri incelendiginde (C,C1 ve C2) epidermiste diskeratoz gozlendi.
Dermis tabakasinda kollajen artis1 ve ayni zamanda yogun perivaskiler inflamasyon gozlendi.
(Fotograf 28)

Grup 1V'e ait deneklerin deri kesitleri incelendiginde (D,D1 ve D2) epidermis ve dermis
tabakalarinda nekrotik alanlar gozlendi. Dermiste hemorajik alanlar gdzlendi.

Grup V’e ait deneklerin deri kesitleri incelendiginde (E,E1 ve E2) epidermiste nekrotik alanlar,
dermiste yogun inflamasyon gozlendi. Grup Ill’'te diger gruplardan farkli olarak kollgjen artisi
izlenmistir.

-
o

=

6.3.2. Histopatolojik istatistiksel Degerlendirme
Istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede histopatolojik skorlar agisindan gruplar arasinda anlamli
fark bulundu (p=0.013).
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Istatistiksel olarak anlaml: fark sadece Grup | (otogreft grubu) ile Grup I1-1V-V arasinda bulundu.
Grup | ve Grup Il arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi. Grup Il ile Grup I11-1V-V
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi.

Grup | ve Grup IlIl arasinda anlamli fark izlenmemesi bize Grup II-11I-1V-V arasinda
degerlendirildiginde Grup IlI'te histopatoloji sonuglarinin Grup I'e en yakin 6zellikte oldugunu
gostermektedir (Tablo 13) (Sekil 49).

40 x
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]
I
I
|
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Rejeksiyon patolojisi
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]
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1

1,57

1.0 t T T T T
| 1 1] I W

Gruplar

Sekil 49: Kruskall Wallis: Deney gruplarina gore rejeksiyon patolojisi degerlendirmesi /grafi

6.4. Dil Boyas ile degerlendirme

Deri grefti orneklerinden kesitler alinarak mikroskobik incelemeler yapilmistir. Deney
gruplar1 icerisinde SC ADAS enjekte edilen grup (Grup 111) ile IV ve SC ADAS enjekte
edilen (Grup V) Orneklerinde Dil boyali hicrelerin bulundugu ve epidermis gevresinde
lokalize olduklar: belirlenmistir (Fotograf 29).
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Hematoksilen Eozin

Grupll
Allagreft
Z.giin

Gruplll
Allogreft
s.k. ADAS
7.giin

GruplV
Allogreft
IV ADAS
7.giin

GrupV
Allogreft
IV+s.k ADAS
F.giin

Dil .
| ;
I ‘ -. . -

Fotograf 29: Izlem giiniinde deneklerden alinan deri grefti drneklerinde Dil boyal: hiicrelerin
varliginin fluoresan mikroskop ile belirlenmesi. Alinan seri kesitlerde H/E boyamalar: da 1s1k

mikroskobu ile goruntilenmistir.
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/. TARTISMA
A. Carrel tarafindan 1900'lu yillarin basinda mikrocerrahi anastomozun tammlanmast ile

cerrahi transplantasyon mumkin hale gelmistir. Fakat ayni tir icerisindeki fakli genetik
canlilar Uzerinde yaptig1 transplantasyon denemeleri basarisiz olan A. Carrel immunolojik
alojenik rejeksiyon kavraminin dogmasina giden stiregte biyik rol oynamistir. P. Medavar
ve T. Gibson, 1943 yilinda deri allogreft rejeksiyonu kavramini ortaya koyarak deri allogreft
rejeksiyonu Uzerinde calismalar yapmustir (53, 312). P. Medavar tarafindan allogreft
rejeksiyonunun immunolojik bir cevap oldugu ifade edilmistir. Bu gelismelerden 10 y1l sonra
Owen tarafindan dizigotik ikizlerde fetal sirkilasyonda mevcut vaskiler anastomozlar ile
olusan dogal immun tolerans kavram ortaya konmus, birbirlerinin hematopoietik hicrelerini
aldiklar1 ve birbirlerinin deri greftine karsi immun tolerans olusturduklari ve kimeralar
olduklar1 gosterilmistir. Bilingham, Medavar ve Brent tarafindan yenidoganda intravendz
alojenik hticre enjeksiyonu ile kazamilmis neonatal immun tolerans olusturulmus ve allogrefte
yonelik dontr spesifik tolerans gelistirilmistir (59, 313, 314). Organ allogreftlerinin, organ
alotransplantasyonu ve immunsipresif ilag kullanim ile dondr spesifik immun tolerans
olusturdugu gogerilmistir. Tim bu gelismeler modern transplantasyon immunolojisinin
baglangici sayilmistir (55). MHC tammlanmus (50), immunsipresifler bulunmus ve immun
tolerans kavram ortaya konarak, spesifik bir antijene yanitsizlik hali olan immun tolerans
calismalar1 baslamistir (315). Neonatal kimerizm olustugunda, dondr spesifik tolerans hali
olusmasina karsin immunokompetan eriskin dondrden gegen hematopoietik hiicrelerin GVHD
olusturdugunun gosterilmesiyle kapali dongu bir antijenik immunolojik genetik yanit oldugu
fark edildi (316). 19701 yillara gelindiginde RT tedavisi ve kemik iligi transplantasyonu
myeloproliferatif hastalarda kullamlmaya basland: (64). 1950'li yillarda ortaya konulan
kimerizm dUstincesi deneysel calismalarda uygulanmaya, organ allogreftleri, deri allogreftleri
ve vaskilerize allojenik dokulara karsi tolerans indiksiyonunda kullamlmaya bagslandi.
Hayvan deneylerinde deri rejeksiyonu split tolerans ile uyumlu bir sekilde gerceklesmekte ve
alojenik deriye yonelik tolerans indiksiyonu calismalar: allogreft yasam sirelerinde uzama
elde edilse bile yeni bulunan ilaglara ragmen basarisiz olmaktayd:. ilk defa Billingham (65)
tarafindan ortaya atilan split tolerans kavrami ve Boys ve Old tarafindan ortaya atilan deri
antijenleri kavramin ile allojenik bir dokuya tolerans gelistiren alicimin aym dontrden bir
baska allojenik dokuya karsi gelistiremeyebilecegi dusunildi (66). Hayvan deneylerinde
sicanlarda stabil mikst kimerizmin organ allogreftlerinin kabullinde ise yaramasina karsin,

deri allorejeksiyonunu énleyemedigi split tolerans kavramina uygun sekilde gosterildi (317).

131



Split tolerans dokuya 6zel alloantijen gruplari, hazirlik rejimindeki eksiklikler, stabil olmayan
kimerizm gibi sebeplerle gelisir (314). Dolayisiyla bu dénemde en antijenik yap1 olan deri
icerikli allogreft transplantasyonlarinda deri rejeksiyonu énemli bir bariyerdi. 1987 yilinda ilk
defa Ilds ve arkadaslar1 tarafindan mikst kimerizmin zenogreft ve allogreftlere tolerans
sagladigi raporland: (318).

1990 |1 yillarin basinda deri igermeyen tendon, sinir, kas, kemik, eklem ve larinks, abdominal
kas, dil ve uterus allotransplantasyonu siklosporin ve azatiyopurin rejimleriyle basarili olarak
uyguland: (319). Takrolimus, rapamisin ve MMF un bulunmasi ile 1990’ |1 yillarin ortalarinda
deri igerikli kompozit doku nakilleri icin hayvan deneyleri yapan el cerrahlart maksimum
immunsipresyon minimum yan etki saglamay1 amacladilar. Bu amagla lokal ve IV disuk doz
immunsipresif ilaglarla, tolerans indiksiyonu ve lenf nodu eksizyonu yaparak hayvan deney
modelleri ortaya koydular. Yapilan deneysel calismalarda domuzlarda arka bacak naklinde
takrolimus, kortikosteroid ve MMF (70) tedavisi allogreftin yasamint uzatirken minimum yan
etki olusturdu. Gelinen noktada takrolimus ve MMF idame immunslpresyonda el ve yiz
nakillerinde tedavide iyi bir segenek haline geldi (15). VCA indiksiyon tedavisinde
monoklonal antikorlar, akut rejeksiyon ataklarinda ise yiksek doz steroid antikor ve yiksek
doz takrolimus ve rapamisin inflzyonu halen kullamlmaktadir (9).

2000'li yillara gelindiginde insanlarda ilk basarili el transplant: yapildi, maksimum
immunsipresyon, minimum immunsipresif ajan ve yan etki prensibi ile deney hayvanlarinda
tolerans indiksiyon calismalar: hiz kazandi. Calismalarda amag kompozit doku nakilleri igin
temel bariyer olan rejeksiyon siirecini engellemek, immunsiipresif dozlarint minimize ederek
morbidite ve mortaliteyi azaltmak, deriye yonelik split tolerans kavramina yonelik en etkili
tedavi protokoline ulasmak, kompozit doku nakillerini etkili bir rekonstriksiyon secenegi
olarak kullanmak, MHC bariyerlerini asabilmektir. GlUnumizde deneysel calismalarda
kogtimulatuar molektillere yonelik monoklonal antikorlar, telerojenik ve regulatuar hicre
tedavileri (Treg, dendritik hiicre), kok hicre tedavileri, non myeloablatif, non sitorediktif
protokollerle hematopoietik kok hicre transplantasyonu ile kimerizm induksiyonu, gen
terapileri gibi tolerans indiksiyon dtratgjileri ve MSC tedavileri immun modulasyon
stratejileri olarak kullanilmaktadir (164).

Stabil mikst hematopoietik kimerizm 6émir boyu siiren santral delesyonel T hicre toleransi,
immunsipresyon olmadan allogreftin kabulli ile karakterizedir. Kimerizm olustugunda dondre
ait hematopoietik kok hicreler alicida yerleserek multipl seri hticreler Gretmeye baglar. Y eni
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bir immun sistem ve denge hali olusur. Boyle bir durum gelistiginde artik alicida immun
sipresyon kullanma ihtiyaci azalir veya kaybolur. Mikst kimerizm 1987 yilinda ilk defa Ilds
ve arkadaslar1 tarafindan mikst kimerizmin zenogreft ve allogreftlere tolerans sagladigi
raporlanmasini takiben kompozit doku allotransplantasyonlarinda bir tolerans indiksiyonu
metodu olarak kullamlimaya baslandi Bu konuda deneysel calismalarda olumlu sonuclar
raporlanch (181-183, 318, 320). Mikst kimeralar dontr ve alici hicrelerinin beraber
bulundugu alcilardir. Mikst kimerizm nonmyeloablatif veya myeloablatif metotlarla
olusturulabilir. Timusta gerceklesen santra tolerans, periferde anerji, delesyon ve sipresif
mekanizmalarla olusan periferik tolerans allojenik transplante edilen dokuya karsi spesifik
immun tolerans gelismesini saglar. Mikst kimerizm immun defisit yaratmadan, aliciya en az
zarar veren hazirlik rejimi kombinasyonu ile yapildiginda disik GVHD riski ile iyi bir
tolerans induksiyon stratejisidir. Tota myeloablatif metotlar mortalite ve morbidite riski
nedeni ile tercih edilmemektedir (173, 321).

VCA’da teorik avantaj VCA'min kemik iligi icerikli bir dokunun transferi ile kemik iligi
transplantasyonu yaprmis gibi bir mikro gevre olusturmasi ve bu durumun immun modulatuar
etki olusturarak kimerizm indiksiyonu ile donor spesifik tolerans gelistirmesi ve allogreftin
yasam suresini uzatmasidir (173). VCA’da total deri yUku, antijenik karakter ile lenfoid doku
ve komponent (kemik iligi ve lenf nodlari) arasindaki denge 6nemlidir. Allotransplante edilen
VCA’da deri igerigi antijenik stimulus yaparken, lenfoid yapilar, vaskilerize transplante
edilen kemik iligi igerigi kimerizm olusturarak immun modulatuar etki yapmaktadir. VCA
transplantasyonunda immunolojik yanitlar immunoloji agisindan halen bir ¢ok soru isareti
barindirmaktadir. Bircok calismaci non myeloablatif metotlarla stabil mikst kimerizm
olusturarak tolerans indiksiyonu olusturma amaciyla hayvan deney modelleri Uzerinde
calismaktadir. Dondrden gecen passenger |0kositlerin ve vaskilerize transferi yapilan kemik
iligine ait kok htcrelerin bu kimerizm halinde etkili oldugu distnilmektedir. Alicinin immun
cevabinin iyi olmadig1 durumlarda, alici ve verici arasinda doku uyumsuzlugu oldugunda ve
lenfoid allotransplant yiki arttikca GVHD riski artmaktadir. VCA icerigine ait lenfoid ve
vaskulerize kemik iligi komponenti ve VCA'nin aici ile hizli mikrovaskiler cerrahiyle
saglanan vaskilerize bagi alicida kimerizmin hizli olusmasina ve alicida immun tolerans
gelisimine sebep olmast mimkiin olarak gorulmektedir (322).

Prabhune ve arkadaslar1 sicanlarda non myeloablatif hazirlik sonrasinda donér kokenli kemik
iligi transplantasyonu ve arka bacak allotransplantasyonu uygulamasinda mikst kimerizm

olusturarak tolerans indiksiyonu yapmis ve allogreft yasam siiresini uzatmistir. Bu ¢alismada
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nonmyeloablatif RT, T hicre deplesyonu yapilmis kemik iligi transplantasyonu ve
immunoterapi (MMF ve takrolimus) yapilmis grup hayvanlarda allogreft yasam sliresi uzamis
bulunurken hichir tedavi almamis kimeralar allogrefti 10 icerisinde rejekte etmistir (323).

Demir ve arkadaslar1 siklosporin monoterapisi ile dondr spesifik kimerizm ve tolerans
indiiksiyonun hemifasiyal allogreft uygulamas: Gzerinde gostermistir. Bu ¢alismada yapilan
siklosporin monoterapisi ile fasiyal allogreftler takip edilmis, tedavi uygulanmis olan
alogreftlerde 21. ve 62. gunlerde donor spesifik kimerizm gelismis, allogreft yasam siresi
240 gune kadar uzamstir. Hi¢ tedavi almayan allogreftlerde rejeksiyon bes yedi gin
igerisinde gerceklesmistir (324).

Bu calismalarda allojenik kompozit igerikli (lenfoid doku iceren) ve kemik iligi iceren
alogreftler kullanilmigtir. Dolayisiyla  kemik iligi  allotransplantasyonu  yapilmistir.
Vaskilerize kemik iligi icerikli nakillerde (siganlarda arka bacak nakli) kimerizm ytizdesi
artmakta ve tolerans indiksiyonu olusmaktadir. Buna karsin allogreft rejeksiyonu
immunsipresif kullamlmadiginda hizli bir sekilde izlenmis ve allogreft yasam siresi
immunsipresif kullamlmadiginda VCA ile beraber allojenik kemik iligi transplantasyonu
yapilmis olmasina ragmen anlamli bir sekilde uzamamistir. Vaskilerize kemik iligine ait
immun modulatuar etki allogreft yasam slresini uzatmamustir.

Bizim uyguladigimiz deney modelinde allojenik ADAS tedavisi disinda kimerizm
olusturmaya yonelik hicbir maniptlasyon mevcut degildir. Transplante ettigimiz allogreft
vaskiler anastomoz icermeyen tam kat allojenik deri grefti uygulamast olup, boyutu 3x3 cm
blylUklGgindedir.  Antijenik  yikai fazla olup, tolerans indiuksiyonu acgisindan
degerlendirildiginde  vaskllerize  allojenik  kemik  iligi yuki  olan  VCA
transplantasyonlarindaki rejeksiyon sireleri ile kiyaslanmas: mimkin degildir.

Sadece kemik iligi transplantasyonu, siklosporin tedavisi ve bobrek transplantasyonu ile
beraber yapilan deneysel calismalarda neonatal kimerizm olusmus ve deri allogreft yasam
siresi yedi giinden 27 gune kadar uzatilmistir (325). Hayvan deneylerinde sicanlarda stabil
mikst kimerizmin organ allogreftlerinin  kabulinde ise yaramasina Kkarsin, deri
alorejeksiyonunun onleyemedigi gosterilmistir (317). Genis seri hayvan deneylerinde kas-
iskelet yapilar1 rejekte edilmezken, cilt rejeksiyonu gosterilmistir (301) Split tolerans nedeni
ile immun slipresyon altinda bile deri allogreftlerine kars: immuntoleran olusturulmasi zordur
(326). Bu guclikte deriye spesifik antijenler, derinin 6zel immun sistemi, derinin

ekstraselluler matriksi rol oynar. Deri grefti uygulamas: mikrovaskiler pedikdl transferi veya
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dogal vaskilarizasyon sireci ile yapilabilir. Mikrovaskiler anastomoz ile yapildiginda avantaj
iskemi sliresinin az olmasi ve dondre ait hiicrelerin alictya erken gegisiyle hizli kimerizm
olusmasidir. Fakat vaskuler allojenik hticre gegisinin hizli olmasi, revaskilarizasyon siirecinin
hizl1 olmasi ile alloimmun yanitin hizlanmasi dezavantajdir. Dogal vaskiilarizasyon siireciyle
uygulanmis deri greftlerinde avantaj vaskilarizasyonun ge¢ olusmasi nedeni ile immun
hicrelerin allojenik grefte geg ulasmasi ve immunolojik saldiriin ge¢ olusmasi, iskemik
donemde lenfatik blokaj olmasi iken; dezavantajlar erken vaskilarizasyon ile kimerizm
gelismemesi ve iskemik immunolojik dogal immun yanitin erken donemde olusmasidir. Bu
konuda yapilmis calismalarda deri allogreft rejeksiyonunu etkileyen anlamli 6nemli bir sonug
cikmamis ve konuya aciklik getirilememistir. Deri greftlerinde diger rejeksiyonu etkileyen
faktorler deriye Ozel antijenler (Skn-1, Skn-2, Epa-1), greftin biyukligl (antijen yuku),
deride mevcut 6zel immun sistem, deriye ait ekstrasellller matrikstir (78). Sican deneylerinde
degisik bolgelerden alinmis mikrovaskiler anastomoz icermeyen deri allogreftleri
degerlendirilmis, Langerhans hicrelerinden en zengin olan govde cildi en cabuk rejekte
edilirken, en antijenik bulunmustur. Langerhans hicreleri ile hizl1 allorejeksiyon arasinda
korelasyon bulunmustur (327).

Deriye yonelik tolerans kemik iligi transplantasyonu igeren metotlarla yapilabilecegi gibi
kemik iligi transplantasyonu yapilmadan kisa sireli immun stpresyon, kostimilator
molekiller kullanlarak ve T hiicre deplesyon protokolleriyle yapilabilir. (78, 89). T Gibson
ve P. Medavar tarafindan baglatilan allogreft rejeksiyon sirecine yonelik gozlemlerinin,
Owen, Bilingham, Brent’in deriye yonelik tolerans indiksiyonu calismalarinin tizerinden 60
sene gecmis olmasina ragmen hala deri allogreft rejeksiyonu mekanizmasi tam olarak ortaya
konamamustir (78).

Serdar ve arkadaslar: allotransplante edilen vaskuler anastomoz igeren ve igermeyen deri
greftinde allogreftin buyukltgl, kimerizm yizdesi ve vaskllarizasyon seklini siklosporin
monoterapisi altinda (dort hafta stiresinde 16 mg/kg-2 mg /kg) degerlendirmistir. En yuksek
kimerizm ylzdesi vaskiler anastomoz iceren deri allogreft uygulamasinda saptanmustir.
Vaskiler anastomoz iceren deri greftlerinde allogreftin blyuklugi arttikga kimerizm ytizdesi
artis gostermistir. Vaskiler anastomoz iceren allogreft boyutu arttikga aliciya gegen donor
kokenli passenger lenfosit miktar: artarken, boyut azaldik¢a miktar azalmaktadir. Vaskiler
anastomoz icermeyen deri greftlerinde kimerizm olusumunu gosterilmistir, fakat allogreftin
boyutu arttitkca kimerizm ylUzdesinin distigii gozlemlenmistir. Vaskiler anastomoz

icermeyen deri allogrefti uygulamasinda (6x6 cm buyukluginde) siklosporin monoterapisi ile
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48-105 gune dek uzama kaydedilmistir. (305). Vaskiler anastomoz icermeyen deri greftleri
allogreft yasam siiresi agisindan degerlendirildiginde tepe deger 150 guniin Gzerinde, vaskiler
anastomoz iceren deri greftleri 200 gunun Gzerinde bulunmustur. Buradan yola cikilirsa
vaskiler anastomoz icermeyen deri allogrefti yerlestirildiginde greftin vaskilarizasyonu
olusana kadar erken anastomozlarla alictya dondr kokenli lenfatik hiicreler ve donore ait
lenfositler hizl1 gecemez. Iskemi stiresi artar. Erken donemde vaskiiler anastomoz iceremeyen
allogreft uygulamasinda derinin boyutu arttik¢a antijen yiki artar. Kimerizm olusma ihtimali
geg vaskularizasyon nedeni ile gecikecegi icin tolerans indiksiyonu daha zordur. Bu ¢alisma
baz alindiginda rejeksiyon hizi transplante edilen derinin boyutuyla yani antijen yik artisi ile
artar ve kimerizm ylzdesi azaldikga azalir (78).

T hiicre deplesyon protokolleri (siklosproin ile kombine edilmis TCR ve FK506) ile yapilan
bir calismada 3x4 cm biyutkliginde vaskiler anastomoz iceren deri grefti uygulamasinda
allogreft yasam siresinin 84 gune kadar uzadigi ve dondr spesifik kimerizm gelistigi
gosterilmistir. Hi¢ tedavi almamis gruplarda allorejeksiyon ortalama bes ile yedinci gunlerde
gozlenmistir (328). ATG tedavisi ile 22-26 giine kadar deri allogreft yasam sliresinde uzama
ortaya konmustur. T hiicre deplesyonu periferik tolerans indiksiyon mekanizmasinda rol
oynar (329).

Primatlarda tekrarlayan kostimulatuar molekdl (anti CD158) uygulamalarinda deri allogreft
yasam slresinde yedi giinden 13 giine dek uzama saglamistir. Rapamisin donér, spesifik kan
transflizyonu ve kostimilatuar molekuller (anti CD158 antikor ) ile yapilan bir ¢alismada deri
alogreft yasam siiresi 142 giine dek uzamustir. Deri allogrefti eritematdz bulgularin takibi,
palpasyon ile takip edilmis ve total Ulsere nekroz gelistiginde nekroz olarak kabul edilmistir
(330).

Telerojenik hiicrelerin kesfiyle beraber tolerans indiksiyon ¢alismalar: bu hiicreler Gzerinde
yogunlasmaya baslamistir. Treg htcrelerin allojenik antijene yanitta T efektdr hiicrelerin
aktivasyonunu engelleyerek immun sistem Uzerinde stipresor etki yaptigi gosterilmistir (331).
Bozulic ve arkadaslar1 sican deneylerinde Treg hicrelerin Periferik toleransta etkili oldugu
gostermistir (332). Tolerans indiksiyonunda, GVHD’ de ve rejeksiyon ataklarinda kanda ve
dokulardaki klinik periyotlara gore Treg seviyeleri hakkinda deneysel calismalar mevcut
olmakla beraber konu halen tartismaya ve arastirmaya agik goérinmektedir (333).

Antijen spesifik Treg hicrelerin deri allogreft yasam siresine etkisini arastiran bir in vivo

deneysel calismada hicbir tedavi alamayan deri allogrefti yasam siresi ortalama 6.9 gin
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olarak rapor edilmistir. Bu ¢alismaya gére dondr alloantijenleri ile muamele edilmis aliciya
ait immatir dendritik hiicre kiltir ortaminda gogaltilan antijen spesifik Treg hicreler ve
immunsiipresif tedavi allogreft yasam siresinde 19 gine kadar anlamli uzama gosterilmis
(75).

Plastisitesi yuksek bir telerojenik hiicre olan dendritik hticrelerle yapilan immun tolerans
calismalarinda; aliciya ait immattr dendritik hiicreler alloantijen stimilasyonu sonrasinda
puls olarak verilmis. Gruplarda hicbir tedavi almayan grupta sican arka bacak
transplantasyonunda allogreft yasam stiresi 5-14. giin olarak degismis. Tedavi gruplarindan
siklosporin, antitimosit globiltin ve dendritik hticre tedavisi alan grupta en yiksek allogreft
yasam siiresi ve Treg hiicrelerde artis tespit edilmis (27).

Aliciya ait Treg hicrelerin donére ait immatir dendritik hicrelerce stimile edilerek
kullamimasi sonrasi uygulanan tedavi ile allojenik deri grefti yasam siiresi 17 giine gikmustir.
Hic tedavi almayan grupta 6.9 gin olarak raporlanmustir (75).

Rekombinant IL-10 ve yiksek ve dusik doz siklosporinle (5/10 mg kg) intramuskiler
kombine tedavide tavsanlarda allogreft siresinde uzama kaydedilirken hi¢ tedavi almamis
grupta 1,5x1,5 cm buyukluginde allogreft rejeksiyonu ortalama bes glinde gézlenmistir (334).

Mikst kimerizmin tolerans indiksiyon calismalarinda kullamimaya baslamasiyla klinik pilot
caismalarda allojenik  bobrek ve aym anda dondrden yapilan kemik iligi
transplantasyonlarinda allotolerans olusturulmus ve antitimor etkilerde (GVHD) gerileme
saglanmustir (335).

Kemik iligi transplantasyonu nonmyeloablatif hazirhk sonrasinda mikst  kimerizm
olusturmaktadir. Buradan yola cikarak kemik iliginde bulunan MSC'lerin tolerans
indiiksiyonu icin kullanimu ile ilgili in vitro ve in vivo deneysel calismalar baslamistir. Kemik
iligi kokenli hematopoietik kok hiicreler kemik iligi icerisinde 6zel bir mikro gevrede tim
hematopoietik seri hiicrelere donusebilmektedir. Kemik iliginden elde edilen MSC'’ ler bir gok
mezenkimal hticre tiplerine donusebilen multipotent nonhematopoietik progenitor hiicrelerdir
(336). Yapilan deneysel calismalarda kemik iligi kdkenli MSC'lerin ve ADAS larin immun
sistem hucreleri Gzerindeki immun modulatuar etkileri in vivo ve in vitro olarak
gogerilmistir. Mezenkimal kok hiicreler immun sistem hticreleri tzerinde ¢ozunir faktorler
ve hucre-hiicre kontakt mekanizmalar ile etkili olur. Mezenkimal kok hiicrelerin immun T

hiicreleri Uzerinde diizenleyici etki ile modulatuar karakterleri in vitro ve in vivo ¢alismalarda
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gogerilmistir (227). Bu etkileri ile T hicre aktivasyon ve proliferasyonunu baskilar, Thl
yolagim Th2 tarafina gevirir. MSC'’ ler dendritik hiicre diferansiyasyon ve matirasyonu inhibe
eder, dendritik hiicrelerin telerojenik hiicrelere donustimiini saglar. Treg hticre induksiyonu
yapar. Dendritik hicrelerin gb¢ 6zelligini azaltarak T hiicre aktivasyon inhibisyonu yapar
(281). NK htcre aktivasyonunu inhibe eder. B hucrelerinin aktivasyonunu inhibe eder.
Mezenkimal kok hticreler immun sistem hticreleri olan antijen sunan hiicreler (dendritik hiicre
makrofa)), NK, B ve T hicreler Gzerinde uygun mikrogevre ve stimulasyonda immun
regulatuar etkilesime girer. Birgok calisma mezenkimal kok hicrelerin immunojenik
kostimulatuar molekuller icermedigini ve alloreaktif T hlicre uyarisi yapmagdigin: gostermistir
(337).

Ilk olarak Bartholomew tarafindan kemik iligi kokenli MSC'lerin  immunsiipresif
kullanilmadan deri allogreftinin ve Ggunct bir dondrden transplante edilen deri greftinin
yasam siresini maymunlarda 7 ginden 11.3-11.8 gune kadar uzattigi gosterilmistir. Fakat
burada uygulanan deri greftinin boyutu raporlanmamstir. Nekroz total eskar formasyonu ve
epidermisin siyrilmasi olarak degerlendirilmistir. Burada dontre ait kemik iligi kokenli kok
hiicreler 1V ve SC kullarlms, doz 1.14-3.6X 10" uygulanmustir. Subkutan uygulama yapilan
hayvanlar teknik nedenlerle kaybedildigi icin degerlendirilememistir. Deri greftinin boyu
olmadig icin ¢alisma saglikli degerlendirilememistir (279).

Sicanlarda kemik iligi transplantasyonu ile beraber yapilan 1x1,5 cm biyudkluginde allogreft
uygulamasinda sadece M SC tedavisi alan grupta 16.6 gin yasam siiresi gosterilmistir. Kontrol
grubunda 15.5 gin yasam siresi bildirilmistir. Kemik iligi kokenli hematopoietik kok hticre
transplantasyonu ve kemik iligi kokenli MSC transplantasyonu ile allogreftte bir yili agkin
yasam siresi  bildirilmistir. Burada kullamlan deri grefti boyutu disuk olup bizim
uyguladigimiz allogreftin antijen yukine gore alt1 kat daha azdir ve dondr kemik iligi kokenli
MSC kullanilmustir (338)

Shano sicanlarda yaptig1 bir ¢alismada siklosporin kullaniimadan yapilan dondr kemik iligi
kokenli kok hicrelerin IV uygulama ile hizlanmis deri allogreft rejeksiyonuna (1,5x1,5 cm)
yol actigini gbstermistir, bu grupta 13 ginde rejeksiyon gelismistir. Kemik iligi kokenli
MSC’lerin allojenik ve 1V uygulandiginda siklosporin tedavisi alinmadiginda; siklosporin
tedavisi ve MSC tedavisi almayan kontrol grubuna (17 giin) gore alogreftin daha gabuk
rejekte oldugu (13 gun) gosterilmistir. Kemik iligi kokenli MSC’lerin IV ve immunsiipresif
kullanilmadiginda ve dondrden alindiginda antijenik oldugu yoninde fikir beyan edilmistir.
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Allojenik 1V kemik iligi kokenli MSC tedavisine siklosporin eklendiginde allogreft yasam
siresi 19 gune cikmustir. Calismada dikkat ceken 6zellik siklosporin tedavisi altinda
allogreftin yasam siiresinin highir tedavi almayan gruba gore daha disik raporlanmasidir. (15
gun). Klasik literattrle 6rtismemektedir. Burada antijenik yik bizim ¢alismamiza gore dokuz
kat daha azdir ve kullamlan allojenik kok hiicre kemik iligi kokenli kdk htcredir (280).

Badillo hichir tedavi almayan immun defisiti olmayan sicanlarda yapmis oldugu bir calismada
kemik iligi kokenli alojenik MSC'lerin immunojenik oldugunu 1,5x 0.5 cm allogreft
rejeksiyon izlemi ile ve kontrol gruplariyla kiyaslamalarla in vivo ve in vitro olarak da
hiicresel ve humoral alloimmun cevabr arttirdigim gostererek ifade etmistir. Allojenik kemik
iligi kokenli MSC tedavisi alan grupta allogreft rejeksiyon median degeri 6.71 + 0.39 gln
olarak bildirilmistir (339).

Kompozit doku transplantasyonu yapilan deneysel calismalarda allojenik MSC tedavisinin
alogreft yasam slresini uzattigi ve immun modulasyon yaptigir gosterilmistir. Domuzlarda
yapilan bir calismada hemifasiyal allogreft uygulamasi ile beraber siklosporin ve donér kemik
iligi kokenli MSC uygulamas akut rejeksiyon ataklari ve inflamasyonu azaltirken, allogrefte
toleranst arttrmus ve allogreft yasam siresini anlamli olarak uzatmustir. MSC'ler
salgiladiklar: sitokinler Uzerinden T hicreler tzerinde immun modtlasyon yapmistir. Ayni
calismada higbir tedavi almayan kompozit igerikli allogreft grubunda 7- 9 giinde allogreftler
rejekte olmustur (340). Burada kemik iligi icermeyen bir uygulama mevcuttur. Dolayisiyla
kemik iligi transplantasyonu ve kimerizm indiksiyonu yoktur. Sicanlarda yapilan deneysel
calismalarda kemik iligi kokenli allojenik MSC tedavisinin arka bacak transplantasyonunda
Rapamisin, total vicut 1sinlama, anti timosit globulin tedavisi ile allogreft yasam slresini
uzattigi gosterilmistir (20).

ADAS hicrelerinin MSC’ lere benzer diferansiyasyon potansiyeli, in vivo (304, 341) ve in
vitro (342) immunsipresif kapasitesi (265) vardir. Kolay elde edilebilir olmasi, daha ylksek
yogunlukta bulunmasi ve minimal donér morbiditesi nedeniyle ADAS hicreleri bir alternatif
tedavi olarak distntlmis ve deneysel calismalar baslamustir.

Donér kokenli, alici kékenli ve tigiinci bir vericiden elde edilen intraperitoneal verilen 5x10°
ADAS lar, farelerde 1-2 cm capli deri allogreftleri yerlestirilerek calisilmis. Rejeksiyon
zamanlamasi olarak tedavi almayan grupta ortalama yasam stiresi 12 gin bulunurken, tglinct
bir alicidan ve alict kokenli ADAS alan grupta yasam stiresi 11 guin olarak bulunmus (304).
Allojenik MSC tedavisi alan grupta allogreft yasam siiresi uzayarak ortalama 17 giin olarak
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raporlanmis. Bu calismaya kiyasla calismamizda kullamilan antijenik yik ¢ok daha fazla olup
(3x3cm buyuklugunde allogreft uygulamas: yapilmustir.), ADAS larin tedavi protokolli ve
uygulamas: farklidir. Aymi zamanda deney diizenegimizde IV ve SC ADAS uygulamasi ve
IV+SC uygulamast ayri1 ayr1 gruplarda gozlenmis olup ADAS verilis bigimi (protokol)
farklidir ve gruplar arasi degerlendirmeler yapilmistir. Calismamizda ADAS larin hem in
vivo allogreft yasam slresi Uzerindeki etkileri gbzlenmis, hem de verilis bicimlerine gore
ADAS larin allogreft rejeksiyonuna etkisi gozlemlenmis ve karsilastirilmstir.

Sicanlarda allojenik siklosporin  ve antimosit globulin tedavisi atinda arka bacak
transplantasyonu yapilan bir calismada 2x10° dozda 7., 14., 21. giinde IV uygulanan donor
kokenli ADAS larin allogreft yasam siresini 150 gunun Uzerine cikardigir gosterilmistir.
Hicbir tedavi almayan grupta sekiz giin igerisinde rejeksiyon izlenmis (43).

Sicanlarda yapilan arka bacak transplantasyonunda, tiletamine ve zolazepam altinda dondr
kokenli ADAS peroperatif ve operasyonu takiben 3 giinde 1x10° olacak sekilde, 4 doz olarak
IV verilmis. Transplante edilen arka bacak ADAS tedavisi alan grupta rejeksiyon 12.0 £ 3.7
gun, tedavi almayan grupta ortalama 6.8 + 1.4 glinde gerceklesmis. Arka bacak naklinde
ADAS tedavisi ailmayan gruba gore alan grupta allogreft yasam siiresinde anlamli uzama
gbzlenmistir (252). Fakat bu ¢alismalarda kompozit igerikli doku ve beraberinde kemik iligi
transplant: yapilmis olup tolerans induksiyonu yapilmistir. Dolayisiyla hicbir tedavi
amaksizin sekiz ve 12 gin siresi bir vaskilerize kemik iligi transplant: ve teorik olarak
kimerizm halinde yani tolerans indiiksiyonu altinda bulunmus bir stiredir.

Mezenkimal kok hicrelerin otojenik, allojenik ve tglinct bir dondrden kullammu ile ilgili
farkli yonde yayinlar vardir. Allojenik MSC kullammu ile ilgili tartismal1 konular vardir. Bazi
calismalar olumlu sonuclar raporlarken bazilari olumsuz sonucglar raporlamistir. Han ve
arkadaslar1 yaptiklar: ¢alismada kemik iligi kokenli MSC ve embriyonik MSC' lerin allogreft
rejeksiyonunu engellemedigini  raporlamistir  (287). Sicanlarda yapilan bir calismada
bahsettigimiz Gzere dondr kokenli kemik iligi MSC’lerin siklosporin altinda tolerans
induksiyonu yapmasina ragmen tek basina kullanildiginda hizli rejeksiyona sebep verdigi
gogerilmis; dondr kokenli MSC'lerin antijenik olup olamayacag: yoninde bir tartisma
konusu acilmistir (280). Buna tam ters bir sekilde yine bahsettigimiz tzere maymunlarda
alojenik kemik iligi kokenli MSC transplantasyonun allogreft rejeksiyonunu yukarida

belirtildigi Uzere boyutlar belirsiz vaskiler anastomoz icermeyen bir deri greftinde standart

140



bir protokol ve uygulama ile olmamak kaydiyla in vivo calismalar gozlenerek 1V ve tek
basina uygulandiginda geciktirdigi yoninde yayinlar da vardir (279).

Cashiragi semiallojenik kalp transplantasyonu 6ncesinde allojenik mezenkimal kok hicre
monoterapisinin allogreft yasam siiresini kisa stireli uzattigin raporlamistir (343). Bu calisma
akut rgjeksiyonun onlenmesine karsin, kronik vaskdlitin allogreftte énlenemedigini, solid
organ transplantasyonunda gostermistir.  Pop ve Egghenhofer allojenik MSC
transplantasyonun kardiyak allogreftlerde alicida donér spesifik immun yanit baslattigini kalp
allogreft rejeksiyonunu hizlandirdigini raporlamistir (344).

Farelerde yapilan bir deneysel calismada allojenik kemik iligi transplantasyonu yapilan
alicida kemik iligi kokenli allojenik MSC uygulamasi yapilmistir. MSC'lerin T hiicre
proliferasyonunu engelledigi, kimerizm indiksiyonu yaptigi, donér antijenlerine tolerans
sagladigi gosterilmesine ragmen, alicida kemik iligi engreftmanim azalttigi raporlanmus,
alojenik MSC’lerin immunolojik olabilecegi fikri ortaya konmustur. Dikkat cekilen nokta
alojenik MSC'lerin in vivo T hicre proliferasyonunu engellemesine dondr ve aliciya spesifik
antijenlere allotolerans olan kemik iligi hicrelerinin engreftmanint artirmasina karsin, dalak
hicrelerinde dontr hiicrelere kars: guicli proliferatif ve immunolojik etki yaparak engreftman
sonrasi dondre ait engreftman saglayan kok hicrelerin yasam siiresini dustrmesidir. Burada
MSC’ lerin bellek T hicrelerin proliferasyonunu tetikledigi distntlmtsttr (345).

Zenojenik ADAS uygulamasi ¢alismalarinda insan kokenli ADAS (3x10°) ve donér kokenli
kemik iligi hematopoietik kok hicre transplantasyonu ve minimal hazirlik rejimi ile
sicanlarda 4 cn?? lik bir allojenik deri greftinde yasam stiresini 200 giiniin tizerine cikardig:
gogterilmistir (286).

Transplantasyon toleransi ¢alismalarinda zenojenik, Gglncti bir Kisiden, allojenik veya otolog
kokenli ADAS larin SC ve IV uygulamada kullanimi in vivo immunslpresif etkileri arastirma
konusudur. Uygulanan protokoldeki tedavi zamanlamalar: da henliz konuda etkin bir ¢calisma
olmadig icin ayr1 bir arastirma konusudur (281).

Bizim ¢alismamizda immun defisiti olmayan siganda immunsipresif kullamlimadan allojenik
kullamlan ADAS SC ve IV olarak standart bir protokolle preoperatif, peroperatif, postoperatif
olmak Uzere IV ve cerrahi giniinde SC olarak uygulanmstir. Allogreftin boyutu 3x3 cm (9
cm?), non-vaskiilerize olup, ADAS tedavisi disginda herhangi bir tolerans indiksiyonu
mekanizmasi devreye girmemistir. Sonuglarimizda SC ve IV ADAS tedavisi tim allogreft
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uygulamalarinda allogreft yasam siiresini istatistiksel olarak anlamli bir bicimde uzatmustir.
En yiksek median allogreft yasam slresi sadece SC ADAS uygulamas: yapilan grupta
gbzlenmistir. Gruplar karsilastirildiginda SC allojenik ADAS uygulamasi yapilan grupta ve
SC+IV ADAS uygulamasi yapilan grupta allogreft yasam siiresi sadece IV ADAS tedavisi
kullanilan gruba gore anlamli olarak uzamistir. Dolayisiyla tek basina allojenik 1V ADAS
kullaniminin SC ve 1IV+SC ADAS kullanimina gore allogreft yasam stiresini azalttigi in vivo
olarak sicanlarda gozlemlenmistir. Tek basina IV ADAS uygulamas: allogreft yasam
siiresinde hichir tedavi almayan allogreft yasam siiresine gére anlamli uzama saglamis olsa da
sadece SC ve SC+IV ADAS kullanilan gruba gore allogreft yasam stresini anlamli bigimde
azalmistir. SC+IV ADAS tedavisi sadece SC ADAS uygulamast yapilan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde olmasa da allogreft yasam slresini azalmistir.
Dolayisiyla burada tek basina 1V allojenik ADAS kullanimimin bir tolerans indiksiyonu
metodu olarak allorejeksiyonu SC ve IV+SC allojenik ADAS kullammina gore hizlandirmis
oldugu gozlenmistir. IV+SC ADAS kullanim ile allogreft yasam siiresinin sadece SC ADAS
kullammina gére disik olmas: istatistiksel olarak anlamli olmasa da ayni distncemizi
kuvvetlendirmektedir. Literatiirde henliz boyle bir ¢alisma mevcut degildir (281).

Calismamizda yedinci gunde alinan histopatolojik degerlendirmelerde Banf histopatolojik
degerlendirmesine gore gruplar arasinda anlamli bir istatistiksel fark bulunamamustir.
Histopatolojik Banf skorlamasi hasta yonetiminde, arastrmalarda, veri degerlendirmelerinde
ve istatistiksel degerlendirmelerde objektiflik ve standardizasyon saglar. Fakat sinirlamalari
mevcuttur. Gozlemcinin tecribesizliligi nedeni ile T hiicre dominant inflamatuar reaksiyon ve
alorejeksiyon karakteristigi karistirilabilir. Simirda (Borderline) akut rejeksiyon ile akut
rejeksiyon arasinda kesismeler oldugunda tamda guclik cikabilmektedir (122). Bu konu
onemli bir tartisma konusu olurken organ transplantasyonlarinda histopatolojik akut
rejeksiyon bulgusu klinik yaklagim olmadan yetersiz gorilmektedir (346). Bazi ¢alismalarda
VCA hayvan deneylerinde histopatolojik olarak ciddi dereceli rejeksiyon gdzlenmemesine
karsilik Kklinik olarak rejeksiyon bulgusu gozlenmemistir (122, 347). Allogreft rejeksiyonun
histopatolojik Banf skorlamasi degerlendirmesi ciddi tecrtibe isteyen ve allogreft rejeksiyon
degerlendirmesinde standardizasyon saglayan bir yontem olmasina karsin guvenilirligi
hakkinda tartismalar mevcuttur. Calismamizda yedinci giinde degerlendirilen patolojik
orneklerin arasinda hichir tedavi almayan allorejeksiyon grubu ile ADAS tedavisi uygulanan
allogreft gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamustir. Denek sayisinin azligi, histolojik
kesitlerin patolojik 6rnekten alinma bigimi, skorlamanin dermal nekroz odaginin gozlenip
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gbzlenmemesine gore yapilmast (Banf skorlamas)) bu sonuca yol agmus olabilir.
Histopatolojik incelemelerde sadece SC ADAS tedavisi alan grupta farkl: olarak kollgjen
olusumu ve daha az dermal nekroz odaklari gozlenmistir. Bu gosterge SC ADAS tedavisi
yonunde istatistiksel olarak anlamli olmasa da olumlu bir gosterge olarak kabul edilebilir.
Degerlendirmede daha sik araliklarla drnek alinirsa ve histolojik kesitler daha ¢ok alinirsa ve
immunsipresif tedavi ile beraber uygulanirsaistatistiksel sonuglar degisken olabilir.

Dil boyasi ile kok hucrelerin allogreft sahasina yerlesimi  immunfluoresan altinda
histopatolojik 6rnekler incelendiginde gozlemlenmistir. Deri allogrefti uygulamalarinda dil
boyasi ile kok hicrelerin isaretlenmesi teknigi kok hicrelerin hedef sahada olup olmadigina
yonelik bir bulgu olarak kullanilabilecek givenilir bir metot olarak kullanilabilir.
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8. SONUC VE ONERILER
Calismamizda ortaya koydugumuz tolerans indiksiyon stratejisi multipotent ADAS larin

allogreft rejeksiyonuna olan etkilerini ortaya koymak tzerinden planlanmistir. MSC' lerin son
yillarda ortaya ¢ikan immun modulatuar etkileri literattire gegcmis olup yag dokusundan elde
edilen ADASlarin 0Ozellikleri de kemik iligi kokenli MSC'lerin immun modulatuar
Ozellikleriyle aym bulunmustur. Bu durum kolay elde edilmesi donér alan morbidite ve
mortalitesinin az olmast ve bu konuda yapilmis ¢alismalarin sinirli sayida olmasi dolayisiyla
bizi bu tolerans indilksiyonu Uzerinde calismaya ve gézlem yapmaya yonlendirmistir. Immun
modulatuar strateji ortaya konurken MSC’lerin kullanildigr dozlar, elde edildigi pasaj sayisi
hakkinda literattirde yapilmis galismalar baz alinmustir.

ADAS larin verilis gunleri agisindan ¢ok cesitli stratgjiler denenmis olup bizim ortaya
koydugumuz immun modulatuar stratejimizde, verilis biciminde, deney dizeneginde
uygulama mevcut degildir. Hem preoperatif yedinci ginde hem peroperatif hem de
postoperatif ¢ ve yedinci ginde uygulayarak ADAS etkisini mimkin oldugunca genis bir
zaman diliminde etkili kilmaya c¢alistik. MSC’lerin MHC 11 molekilleri ve kostimulatuar
molekil tasimadigina ve immun sistemden kagtigina, vicutta yikilmadigina yonelik yapilmis
yayinlar bizi preoperatif ADAS uygulamasi yapmaya yonlendirmistir. MSC’ lerin allojenik,
otojenik, Gglncl bir kisiden ve zenojenik olarak uygulamasina yonelik cok sayida calisma
vardir. Birbirini destekleyen sonuclar oldugu gibi tam tersi yonde sonuclarda ortaya
konmustur. ADAS larin uygulama bigimi ve bu bicimin allorejeksiyona olan etkileri gruplar
degerlendirildiginde onlarin allogreft rejeksiyonuna etki mekanizmalar1 Uzerinde bize in vivo
yaptigimiz deneysel calismada fikir vermistir. Uyguladigimiz  allogreft boyutlari ve
vaskularizasyon bicimi itibari ile immun modulasyon ve immun tolerans stratejimizle modile
edilmesi oldukca zor bir vaskiler anastomoz icermeyen tam kat allojenik deri greftidir.

Deri alogreftlerine yonelik tolerans indiksiyonu ¢alismalart 1940’11 yillarda baslamis olup
halen bir arastirma konusudur. Split tolerans kavrami derinin allojenik reaksiyonu halen
aydinlatilamamstir ve split rejeksiyon immunstpresif ilaglar kullamlmadan mevcut immun
tolerans stratgjileriyle asilamamustir. immun modulasyon stratejilerdeki temel amag immun
tolerans olusturmak, immunsipresif ilag dozlarint minimize etmek ve azaltarak ortadan
kaldirmaktir. insanlarda olusmus fonksiyonel ve estetik deformitelerin tedavileri otolog

rekonstriksiyonlar tikendiginde protez ve epitez uygularim disinda yapilamamaktadir ve
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ancak sinirli sayida ve segilmis vakalarda uygun endikasyonlar saglandiginda allogreft
transplantasyonu yapilabilmektedir.

Doku mihendisligi alanda yapilan calismalar, kok hiicre ve gen tedavilerinde yeni gelismeler,
immunolojik mekanizmalarin anlasilmasi ile yeni immun tolerans stratgjileri olusturulurken
split tolerans asilmaya ve VCA’lar yaygin bir rekonstriksiyon secenegi olarak ortaya
konmaya calis1lmaktadr.

Bir baska onemli konu olan yarik hastalarinda yizey alam bilyidiginde olusan sistemik
inflamatuar ve enfeksiydz yanit, dondr alan yetersizligi, morbidite ve mortalite sebebidir. Bu
hastalarin akut donem tedavilerinde biyosentetik cesitli kok hicre igeren allojenik ve
zenojenik doku mihendisligi Grtnleri, allogreftler kullammdadir. Fakat erken donemde
komplikasyonlar1 azaltmaya yonelik yapilan bu tedaviler allogreft immun rejeksiyon nedeni
ile rejeksiyon sonrasi otolog deri grefti ile rekonstriksiyonu zorunlu kilmaktadir. Deriye
yonelik immun tolerans ¢alismalarimin yanik hastalarimin erken dénemde rekonstriksiyonu ve
yasamsal destegi ve allogreftle rekonstriksiyon agisindan dnemli gelismelere yol acabilmesi

S0z konusudur.

Yaptigimiz in vivo deneysel calismada ADAS'lar allogreft rejeksiyonunu tedavi olarak
uygulandigi tiim gruplarda anlamli olarak geciktirmistir. En ylksek allogreft yasam siresi
sadece SC ADAS uygulamas: yapilan grupta bulunmustur. IV ADAS uygulamasi tek basina
uygulandig: diger gruplara gore rejeksiyonu geciktirmis olsa da anlamli olarak daha erken
rejeksiyona sebebiyet vermistir. Buradan yola c¢ikildiginda 1V ve SC ADAS tedavisinin
allogreft rejeksiyonunu geciktirme agisindan immun moduilasyon stratejisi olarak tedavide
beraberinde baska ajanlarla kullarilabilecegini ortaya koymustur. Tek basina SC ADAS
tedavisinin 1V ADAS tedavisi alan gruba gore allogreft yasam siresinde anlamli olarak
uzama saglamasi, tek basina kullanildiginda en uzun allogreft yasam siiresi saglamada yeterli
oldugunu ortaya koymustur. ADAS larin SC ve IV uygulamada in vivo in vitro immun
modulatuar etkileri tzerinde alternatif ok sayida immun modulatuar strateji igeren ¢alismaya
ihtiyag vardir. Aym zamanda ADAS larin verilis zamam ve dozlar lzerinde daha fazla
kombinasyonla yapilmis hayvan deneylerine konu hakkinda yogun literatir birikimine ihtiyag
vardir.

Onerimiz kombine immunsiipresif gjanlarla yeni stratgjiler olusturulmasi, doz ve zamanlama
icin daha fazla in vivo ve in vitro ¢alisma yapilarak konunun desteklenmesidir. Allogreft
rejeksiyonunun molekiler ve immunolojik alt yapisina yonelik daha fazla in vitro ¢alismaya
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ihtiyag vardir. Split rejeksiyon kavraminmn asilmasi immunoloji alaninda ve plastik cerrahi
alaminda yeni bir aydinlanma olacak ve rekonstruktif alamnda allorekonstrikksiyon cagini
acacaktir. Otolog kaynaklarin tikendigi mortalite ve morbiditesi yiuksek yanik vakalarinda
oldukca etkili bir sekilde alogreft kullammnin yolunu agacaktir. Otolog kaynaklarin
tukendigi durumlarda veya hizli allojenik deri rekonstriksiyonu gerektiren yiksek yizdeli
yanik hastalarinda allojenik doku mihendisligi Grtnleri kullamminda temel bariyer olan
alogreft rejeksiyonu asildiginda bu alanda daha kolay elde edilebilir hazir ve etkili Grinler
ortaya konulabilecektir.
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