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AICD Aktivasyonla başlayan hücre ölümü Activation Induced Cell Death 
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Bone morrow derivated mesenchymal stem 
cell 
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1. PROJE ÖZET 

 
Proje Başlığı 
Sıçanlarda Allogreft Rejeksiyonunun Yağ Doku Kökenli Mezenkimal Kök Hücre ile İmmun 

Modülasyonu 

 
Araştırmacının Adı, Fakültesi, Yazışma Adresi 
Dr. Bilge Anıl Tosyalıoğlu  

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Plastik Rekonstrüktif ve Estetik Cerrahi 

Anabilim Dalı İnciraltı/İzmir 

Adres: Korutürk Mah. Öykü sok. No:19 Daire:11 MAB apt. Balçova/İzmir 

 

Amaç ve Hipotez 

Doku kaybı ile oluşan fonksiyonel ve estetik deformiteler için ilk rekonstrüksiyon seçeneği 

otolog rekonstrüksiyonlardır. Otolog rekonstrüksiyon seçenekleri tükendiğinde, yüz ve 

ekstremitelerde oluşan defektlere yönelik protez ve epitez uygulamaları kullanılmaktadır. 

İnsanlarda kompozit içerikli allogreft transplantasyonu fonksiyonel ve estetik rekonstrüksiyon 

için alternatif bir yöntem olarak değerlendirilmektedir. Uygun endikasyonlar sağlandığında, 

sınırlı sayıda ve seçilmiş vakalarda alternatif rekonstrüksiyon seçeneği olarak vaskülarize 

kompozit doku nakli (VCA) insanlarda tüm dünyada uygulanmaya başlamıştır. Hayat boyu 

idame immunsüpresif tedavi gerektirmesi ve immunsüpresif ilaçların yan etkileri nedeni ile 

etkili bir rekonstrüksiyon seçeneği olarak kullanılamamaktadır. Split tolereans VCA’nın farklı 

içerikte dokularının farklı zamanlarda ve hızlarda rejekte edilmesidir. Deri VCA’nın en 

antijenik yapısı olmakla beraber deriye yönelik yüksek antijenik alloimmun yanıt mevcuttur. 

VCA’larda önemli bir bariyerdir. Deriye yönelik split tolerans kavramı ile ilgili deneysel 

çalışmalarının başladığı 1950’li yıllardan bu yana çok sayıda çalışma yapılmış olmasına 

rağmen split tolerans kavramı halen aşılamamıştır. Günümüzde bu nedenle allogreft 

rejeksiyonunu önlemeyi amaçlayan, immunsüpresif ajanların dozunu minimize eden immun 

modülasyon yöntemleri ve tolerans indüksiyon stratejileri üzerinde deneysel çalışmalar 

yapılmaktadır.  

Bu çalışmada yağ doku kökenli mezenkimal kök hücre (ADAS), immun modülatuar 

özelliklerinin etkin olduğu yönünde yayınların yapılması, kemik iliği kökenli MSC (BMSC) 

ile aynı immun modülatuar özelliklerinin olduğunun deneysel olarak gösterilmesi, daha kolay 
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ve çabuk elde edilebilmesi nedeni ile bir tolerans indüksiyon stratejisi ve immun modülasyon 

yöntemi olarak kemik iliği kökenli MSC’ye alternatif olarak düşünülmüştür. Donör kökenli 

ADAS’ların intravenöz (IV), lokal subkutan (SC), IV ve SC uygulamasının allogreft 

rejeksiyon sürecine ve allogreft yaşam süresine olan in vivo immun modülatuar etkileri 

araştırılmıştır. Deriye yönelik split tolerans kavramına immun modülatuar strateji oluşturmak 

amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem 

Deney modelimizde n= 21 Lewis (inbred) sıçan ve n=14 Brown Norway (inbred) sıçan, 

ortalama 8-12 haftalık, 300-350 gram (gr.), alıcı ve donör olarak kullanıldı. Hayvanlar beş 

gruba ayrıldı. 

Kontrol grupları: 
Grup 1: Otogreft (negatif kontrol)  

Grup 2: Allogreft (pozitif kontrol)  

Tedavi grupları: 
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 üretimi için yağ grefti alındı. ADAS eldesini takiben greft 

cerrahisine geçildi. Grup I’de otogreft uygulaması, Grup II-III-IV-V’te allogreft uygulaması 

yapıldı. Tedavi gruplarında alıcıya, IV ve allogreft yatağına lokal SC donör kökenli ADAS 

tedavisi uygulandı. Grup III’te sadece SC, Grup IV’te IV (intravenöz) ve Grup V’te IV 

(intravenöz) ve SC ADAS tedavisi yapıldı. Tüm denekler greft cerrahisinin yapıldığı günden 

itibaren günlük takibe alındı. Greft rejeksiyonu görsel takipleri günlük yapıldı. Tüm 

deneklerden yedinci günde patolojik örnekler alındı. Patolojik örneklerde Banff skorlamasına 

göre rejeksiyon patolojisi ve derecesi bakıldı. Dil boyası ile immunfluoresan altında kök 

hücre görüntülemesi için patolojik kesitlerde inceleme yapıldı. 

Bulgular ve Sonuç 
Donör kökenli ADAS tedavisi immun defisiti olmayan sıçanlarda, immunsüpresif ajan 

kullanılmadan yapılan deri allogrefti uygulamasında allogreft yaşam süresini lokal SC 

uygulama, IV uygulama ve SC+IV uygulamayla anlamlı olarak uzatmış, tüm gruplarda 

rejeksiyon süresini geciktirmiştir. Tek başına donör kökenli SC ADAS tedavisi alan grupta en 
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yüksek ortalama allogreft yaşam süresi saptanmıştır. Tek başına donör kökenli IV ADAS 

tedavisi erken dönemde allogreft yaşam süresini anlamlı olarak uzatmıştır. Fakat tek başına 

IV donör kökenli ADAS tedavisi alan grupta geç dönemde allogreft rejeksiyonu sadece SC ve 

IV+ SC donör kökenli ADAS tedavisi alan gruplara göre anlamlı olarak daha erken 

gerçekleşmiştir. IV ADAS tedavisi geç dönemde allogreft yaşam süresini sadece SC ve 

IV+SC ADAS tedavisi alan gruplara göre anlamlı şekilde azaltmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Allogreft rejeksiyonu, yağ doku kökenli mezenkimal kök hücre, immun 

modülasyon, sıçan. 

 

 

 

 



 4 

 
2. İNGİLİZCE ÖZET 
 
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 reject 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 still 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 a tolerance 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 IV and SC 

ADAS therapy on allograft rejection episode and allograft survival. The purpose of the study 

is to suggest an immunomodulatory strategy for split tolerance to skin allograft. 
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Materials and Methods 
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 IV ADAS therapy 
Group 5: Allograft IV and SC ADAS therapy 

Fat graft was obtained from Group II-IV-V to derivate ADAS. After we started autograft and 
allograft surgery. Autograft surgery was performed to Group I. Allograft surgery was 
performed to Group II-III-VI-V. We treated the recipient with IV and locally administered SC 
ADAS therapy. We treated Group III 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. 
 
Results and 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 III that we only used locally 
administered SC ADAS therapy alone for immune modulation has the longest graft survival 
time. IV (intravenous) administered ADAS therapy prolonged the allograft survival although 
allorejection occurred significantly earlier in Group IV that we administered IV ADAS 
therapy when we compared to the Group III-V that we administered SC and IV+SC ADAS 
therapy. IV ADAS therapy significantly decreased the allograft survival in later phases of 
allotransplantation when we compared to the Group III-V that we administered SC and 
IV+SC ADAS therapy. 
 
Keywords: Allograft rejection, adipose derivated mesencymal stem cell, immun modulation, 
rat 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Travma, tümör cerrahisi, konjenital hastalıklar, yanık gibi sebeplerle yaşanan doku kaybı ile 

beraber oluşan fonksiyonel ve estetik deformiteler için ilk rekonstrüksiyon seçeneği otolog 

rekonstrüksiyonlardır. Otolog rekonstrüksiyon seçenekleri tükendiğinde, yüz ve 

ekstremitelerde oluşan defektlere yönelik protez/epitez uygulamaları kullanılmaktadır (1). 

İnsanlarda aynı türden farklı genetik özellikteki bir donörden allogreft transplantasyonu 

uygulamaları fonksiyonel ve estetik alternatif bir rekonstrüksiyon seçeneği olarak 

değerlendirilmektedir (2, 3). Farklı türler arasındaki zenogreft transplantasyonlarına yönelik 

deneysel çalışmalar halen devam etmektedir (4, 5).  

Ektoderm ve mezodermden gelişen kompozit içerikteki dokuların tek bir fonksiyonel ünite 

şeklinde mikrovasküler transferi vaskülarize kompozit doku nakli (VCA) olarak tanımlanır. 

Kompozit doku damar, sinir, kemik, tendon, kas, deri içerebilir. Kompozit doku kavramı ilk 

defa Kleinert ve Peacock tarafından tanımlanmıştır (2). Vaskülerize kompozit doku 

allotransplantasyonu (VCA) immunoloji alanındaki yeni gelişmeler ile kompleks fonksiyonel 

ve estetik ünitelerin rekonstrüksiyonu için tüm dünyada fayda zarar değerlendirmeleri 

yapıldıktan sonra, uygun endikasyonlar sağlanıyorsa, sınırlı sayıda ve seçilmiş vakalarda 

uygulanmaktadır. Plastik cerrahi alanında el ve yüz allotransplantasyonları olarak 

uygulanmaktadır (2, 6-8). İmmun yanıt, kompozit dokuların antijenitesi ve immunsüpresif 

ilaçlar hakkındaki çalışmalar ve gelişmelerle birlikte insanlarda ilk başarılı el 

transplantasyonu 1999 yılında geniş seri hayvan deneylerinde alınan olumlu sonuçlar 

sonrasında uygulanmıştır (9, 10). Takiben ilk başarılı yüz transplantasyonu 2005 yılında 

yapılmıştır (11). İnsanlarda ilk başarılı el transplantasyonu yapıldığından bugüne Türkiye de 

dahil dünyada yüzün üzerinde hastaya VCA yapılmıştır (12). VCA hayat kurtarıcı bir işlem 

olmamakla birlikte fonksiyonel ve estetik sonuçları ile hayat değiştirici bir rekonstrüksiyon 

seçeneğidir.  

Allogreft rejeksiyonunu önlemek için immunsüpresif tedavi indüksiyon, idame ve akut 

rejeksiyon atağında kurtarıcı tedavi şeklinde uygulanarak yapılmaktadır. VCA uygulaması 

hayat boyu süren idame immunsüpresif tedavi gerektirmektedir. VCA uygulamalarında 

immunsüpresif tedavide poliklonal antilenfosit ajanlar, monoklonal yapıda antikorlar, 

kalsinörin inhibitörleri (siklosporin, takrolimus), mTOR (mammalian target of rapamycin) 

inhibitörleri, antimetabolit ajanlar (mikofenolat mofetil (MMF)) ve kortikosteroidler 
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kullanılmaktadır. Fırsatçı enfeksiyonlar, metabolik komplikasyonlar, lenfoproliferatif 

maligniteler önemli risklerdir (9, 13). Konkomitan transplantasyonların beraberinde getirdiği 

riskler daha fazladır (14). Akut rejeksiyon atağı ilk bir yıl içerisinde en sık görülen 

komplikasyondur. Sıklıkla allogreft kaybı önlenerek rejeksiyon atakları immunsüpresif 

tedavilerle kontrol altına alınmaktadır (15, 16). Kullanılan immunsüpresiflerin yan etkilerinin 

oluşturduğu mortalite, morbidite ve psikososyal nedenler ile VCA uygulama endikasyonları 

ile ilgili etik tartışmalar devam etmektedir. Her bir hasta için klinik ve etik açıdan titiz kazanç 

ve risk değerlendirmesi ve yönetimi yapılması gerekmektedir (3, 17). Allojenik 

transplantlarda transplante edilen kompozit dokunun içeriğine göre immun yanıt 

değişmektedir. Deri en antijenik yapı olmakla beraber kas ılımlı, kemik düşük, kartilaj ve 

tendon en az antijenik içerikli yapıdır (18). Split tolereans VCA’nın farklı içerikte dokularının 

farklı zamanlarda ve hızlarda rejekte edilmesidir. Deriye yüksek immun cevap ve antijenik 

alloimmun yanıt mevcuttur ve split tolerans VCA’larda önemli bir bariyerdir. Deriye yönelik 

split tolerans kavramı tanımlandığı ve deneysel çalışmalar başladığı 1950’li yıllardan beri 

aşılamamıştır. Tek başına uygulanan deri greftleri ve VCA’larda mevcut deri içeriği uygun 

immun modülasyon yapılmadığında rejekte edilmektedir. Bu durum derinin yüksek antijenik 

içeriğine, deriye özel antijenlere bağlanmaktadır. 

İmmunsüpresif tedaviye rağmen ilk bir yıl içerisinde deri içeriği yüksek olan VCA’larda akut 

rejeksiyon atakları görülmektedir (2, 19). Yüksek antijenik karakterde ve antijenik yükün 

fazla olduğu yüzey alanı büyük deri içerikli konkomitan allotransplantasyonlarda, donör 

kökenli kemik iliği transplantı yapılan vakalarda, kompozit dokunun kemik iliği hücreleri 

içermesi halinde GVHD (Greft Versus Host Disease) görülme riski artmaktadır (20, 21). Tüm 

bu sebeplerle VCA alternatif bir estetik ve rekonstrüktif tedavi seçeneği olarak sınırlı olarak 

kullanılabilmektedir.  

‘Donör spesifik tolerans’ alıcı kişinin kendisine ait olmayan hücre serileri içeren bir donörden 

alınmış allogreft ile uyumlu bir şekilde yaşayabilmesi halidir. Gerek solid organ 

transplantasyonlarında, gerek VCA’da donör spesifik tolerans allogreft vitalitesi için gerekli 

bir durumdur. Temel problem olan allogreft rejeksiyon süreci donör spesifik tolerans 

sağlayacak en az risk içeren immun modülasyon yöntemleri ve tolerans indüksiyon stratejileri 

üzerinde deneysel araştırmalar yapılarak aşılmaya çalışılmaktadır (21). Deneysel çalışmalar 

kemik iliği kökenli hematopoietik kök hücre transplantasyonu yapılarak (22) ve vaskülarize 

kemik iliği içeren doku transplantasyonu ile kimerizm oluşturularak (23), T hücre deplesyon 

protokolleri kullanılarak, T hücre proliferasyonunda mevcut kostimülatuar moleküllere 

yönelik blokaj yapan antikorlar uygulanarak (24), immun modülatuar hücreler olan T 
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regülatuar hücre (Treg) (25, 26) ve dendritik hücreler kullanılarak (27), kök hücre tedavisi 

uygulamaları (20) ile devam etmektedir. Güncelliğini korumaktadır. Çalışmalardaki temel 

amaç alıcıdaki immunsüpresiflere ait komplikasyon ve risklerini en aza indiren tolerans 

indüksiyon stratejisi ile immun modülasyon yapmak, donör spesifik tolerans hali oluşturmak 

ve VCA’yı etkin bir rekonstrüksiyon seçeneği olarak ortaya koymaktır (28).  

Erişkin mezenkimal kök hücreler (MSC) multipotent özellikte, kendi kendini yenileme ve 

diferansiyasyon yeteneği olan, erişkinde çok çeşitli dokulardan elde edilebilen bir kök hücre 

tipidir (29). MSC’lerin en önemli genetik bariyer olan MHC bariyerini geçtiği, in vitro ve in 

vivo deneysel çalışmalarda gösterilmiştir. MSC’lerin alloantijeni tanıma özelliği olan, 

alloantijen eliminasyonunda rol oynayan immun sistem hücreleri olan NK, B hücre, T 

hücreleri, antijen sunan hücreler, PLMN (polimorfomononükleer hücreler) üzerinde immun 

regülatuar ve immun modülatuar etkisi vardır (30). MSC’lerin salgıladığı çözünür faktörler 

(sitokinler, büyüme faktörleri) ve hücre-hücre teması ile ancak uygun mikroçevrede immun 

modülatuar etkileri mevcuttur. MSC’lerin immunsüpresif veya immun stimulan olması 

mikroçevresi ile ilgilidir (31) ve plastisitesi yüksektir (32). MSC’ler immun modülatuar 

özellikleri ile deneysel çalışmalarda, otoimmun hastalıklarda (33), kronik inflamatuar 

hastalıklarda (34), kemik iliği transplantasyonlarında, GVHD tedavisine yönelik deneysel 

çalışmalarda kullanılmaktadır. Solid organ ve VCA allotransplantasyonunda tolerans 

indüksiyonu ve allogreft rejeksiyonunun geciktirilmesi ve önlenmesi amacıyla tek başına veya 

‘kombine immunsüpresif ajanlarla’ deneysel çalışmalarda yeni bir strateji olarak 

önerilmektedir (35-39). Kemik iliği kökenli MSC çalışmalarda tercih edilmiştir (20). Kemik 

iliği kökenli MSC’lerin allojenik stimülasyonla uyarılan hücresel immun yanıt ve non spesifik 

mitojene yanıt olarak gelişen immun yanıt üzerinde immunsüpresif etkileri deneysel 

çalışmalarda gösterilmiştir (30). Kemik iliği kökenli MSC’lerin eldesinin zor olması, hücre 

üretiminin daha uzun zaman alması ve yeterli hücre sayısına erişimde yaşanan zorluklar 

nedeni ile ADAS kemik iliği kökenli MSC’lere alternatif oluşturmuş, araştırma konusu 

olmuştur (40). İn vitro çalışmalar kemik iliği kökenli MSC ve ADAS immun modülatuar 

özelliklerinin benzer olduğunu göstermiştir (41). Yakın dönemde yapılan bir deneysel 

çalışmada ADAS’ların immun modülatuar etkileri daha potent olarak gösterilmiştir (42). Bu 

sonuçlar ile beraber ADAS bir tolerans indüksiyon stratejisi ve immun modülasyon yöntemi 

olarak donör kökenli veya alıcı kökenli 5x105 -5x107 hücre/kg olarak (37) beraberinde çeşitli 

tartışmalarla çeşitli protokollerle hayvan deneylerinde kullanılmaktadır (43).  
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Bir tolerans indüksiyon stratejisi olarak allojenik ADAS, SC ve IV olarak allotransplantasyon 

öncesinde, peroperatif ve postoperatif uyguladığımız protokolde (doz, gün ve uygulama 

biçimi) henüz kullanılmamıştır. Bu bilgilerden hareketle deneyimizde uyguladığımız 

protokollerle donör kökenli ADAS IV ve SC kullanımı ile immun modülasyon, 

immunsüpresif ajan kullanılmadan allogreft yaşam süresinde uzama amaçlanmıştır.  
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1.Transplantasyon İmmunolojisi 
4.1.1. Transplantasyon Tarihçesi 

Allotransplantasyon adına ilk bilinen cerrahi beşinci yüzyılda ikiz azizler Cosmos ve Damian 

tarafından yapılmıştır. İkiz azizler bacağını kaybetmiş bir hastaya yeni ölmüş Etiyopyalı bir 

köleden aldıkları bacağı transplante etmişlerdir (44). M.Ö. ikinci yüzyılda, Hint cerrah 

Sushruta burun rekonstrüksiyonu için otolog deri grefti kullanmıştır. Rönesans döneminde 

İtalya’da Bologna şehrinde Gaspare Tagliacozzi (1547-1599) köleden efendisine olmak üzere 

burun allotransplantasyonu ve otolog burun rekonstrüksiyonu yapmıştır. Otolog burun 

rekonstrüksiyonu başarılı olurken, allotransplantasyon başarısız olmuştur. Tagliacozzi bu 

konuda bireyin özgünlüğünü ve bir bireyden diğerine aktarımın bu nedenle olamayacağını ön 

gören fikirlerini 1596’da ifade etmiştir  (9).  

1800’lü yılların sonunda T. Kochen tarafından tiroid implantasyonu ile tiroid rezeksiyonu 

yapılan hastalarda görülen hipotiroidinin kaybolması ile tiroid fonksiyonları ortaya 

konmuştur. Bu yıllarda transplantasyon yoluyla bir organın yerine başka bir organın 

tranplante edilebileceği düşüncesi kabul edilmiştir. A. Eisellberg hemen ardından pankreas, 

over, testis zenotransplantasyon ve allotransplantasyon denemeleri yapmıştır (45).  

1900’lu yılların başlarında A.Carrel köpeklerde başarılı arka bacak nakilleri, C. Guthrie 

köpeklerde kısa süreli başarılı göz kapağı ve tükürük salınımı elde edilen baş 

allotransplantasyonu yapmıştır. M. Jaboulay tarafından domuzlardan insanlara böbrek 

zenotransplantasyonu denemeleri yapılmıştır (9, 45). Fakat zenotransplantasyonların bir hafta 

içerisinde rejekte edilmesi ve mortalite nedeni ile zenotransplantasyon immunsüpresif ilaçlar 

keşfedilene dek denenmemiştir. A. Carrel yaptığı çalışmalarla allojenik rejeksiyonu 

tanımlamış, allotransplantasyon için sinir ve damar mikrocerrahi anastomozu gerekli 

olduğunu ortaya koymuştur (46). Allojenik rejeksiyon tanımlanması sonrasında 

transplantasyon immunolojisi kavramı G. Schöne tarafından ortaya konulmuştur (45). 

Allojenik rejeksiyonu önlemek için 1900’lu yılların başlarında tanımlanan antikorlar, 

radyoterapi, benzen, splenektomi ile retiküloendoteliyal sistem baskılanmaya çalışılmıştır. 

Fakat bu tedaviler enfeksiyonlara, immun süpresyona yol açması ve sebep olduğu morbidite 

ve mortalite nedeni ile klinik olarak uygulanabilir bir pratik olmaktan uzakta kalmıştır. 

1930’lu yıllara gelindiğinde böbrek allotransplantasyonu denemeleri yapılmaya başlanmıştır. 

Fakat denemeler başarısızlıkla sonuçlanmıştır. Bu dönemde Traub transplasental embriyo 
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enfeksiyonu sonrası lenfatik bir virüsün yaşayabildiğini, erişkindeki enfeksiyondan sonra 

yaşayamadığını göstermiştir. Bu erişkindeki immun yanıtın göstergesi olmuştur (47). 

1940’lı yıllarda allojenik immunolojik bariyerlerin (MHC) henüz tanımlanmadığı II. Dünya 

Savaşı sırasında yanık ile yaralamış olan pilotlar için İngiltere Tıp Araştırmaları Konseyi genç 

bir plastik cerrah olan T. Gibson’u görevlendirmiştir. Yanık tedavisinde ilk allogreft 

uygulamaları bu dönemde kullanılmıştır. T. Gibson bu hastaları tedavi ederken aynı donörden 

alınmış allogreftlerin ikinci deneme transplantasyonlarda daha hızlı rejekte olduğunu 

gözlemlemiştir. Bu konudaki gözlemleri için P. Medavar ile birlikte hayvan deneyleri ve 

allogreftler üzerinde çalışmalar yapmıştır. Bu deneylerde alıcı tarafından yaratılan immun 

cevap ile kişiye özel spesifik deri allogreft rejeksiyonu kavramını tanımlamışlardır (48, 49). 

MHC (Büyük doku uyumluluk kompleksi) kavramı fark edilmiştir (50).  

1950’lili yıllarda Owen dizigotik ikizlerde fetal sirkülasyonda mevcut vasküler anastomozlar 

ile oluşan doğal immun tolerans kavramı ortaya konmuş, birbirlerinin hematopoietik 

hücrelerini aldıkları ve birbirlerinin deri greftine karşı immun tolerans oluşturdukları ve 

kimeralar oldukları gösterilmiştir (51) (Şekil 1). Billingram, Brent ve Medavar immun defisiti 

olmayan erişkin donör fareden fetal veya prenatal farelere inoküle olan dalak hücrelerinin 

alıcıda allotoleransa yol açtığını göstermiştir. Yenidoğanda intravenöz allojenik hücre 

enjeksiyonu ile kazanılmış neonatal immun tolerans oluşturulmuş ve allogrefte yönelik donör 

spesifik tolerans geliştirilmiştir. Bu deneyler ilk defa neonatal kazanılmış allojenik toleransın 

oluşabileceğini göstermiştir (52, 53). Yine 1950’li yıllarda plastik cerrah Joseph Murray 

köpeklerde immun tolerans oluşturmak amacıyla deri ve böbrek nakli çalışmaları yapmıştır. J. 

Murray ve J. H. Harrison, 1954 yılında, tek yumurta ikizleri arasında ilk başarılı böbrek 

naklini gerçekleşmiştir (54).  
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Şekil 1: Owen, dizigotik ikizlerde fetal sirkülasyonla oluşan doğal immun tolerans (55) 

 (Free Martin Cattle) 

1950’li yıllarda steroid bulunmuş ve Radyoterapi (RT) ile sitoablasyon ve tolerans 

indüksiyonu çalışmaları başlamıştır. İlk denemelerde steroid ve RT kullanılarak deri allogreft 

yaşam süresi tavşanlarda sadece bir kaç gün uzatılabilmiştir. Canon ve Longmire steroid 

kullanımının sadece allogreft rejeksiyon sıklığını azalttığını, engellemediğini ve kesildiğinde 

rejeksiyonun gerçekleştiğini ortaya koymuştur. Daha sonra Main ve Prehn yaptıkları 

çalışmalarda total myeloablasyon ve allojenik kemik iliği hücreleri inokülasyonu ile donör 

spesifik tolerans oluşturma kavramını ortaya koymuştur. Fakat bu dönemde GVHD ve total 

myeloablasyonun mortalitesi ve morbiditesi, MHC bariyeri önemli bir problemdi. Bu yıllarda 

bir miyeloablatif nitrojen mustard olan alkilleyici ajan siklofosfomid allojenik greft 

uygulamalarında tolerans indüksiyon stratejisi olarak kullanılmış, allogreft yaşam süresinde 

bir üç güne kadar uzama kaydedilmiştir (55-58). 

Owen tarafından ortaya konan dizigotik ikizlerde fetal sirkülasyonla oluşan doğal immun 

tolerans kavramı, Bilingham, Medavar ve Brent tarafından deri allogreftlerine karşı neonatal 

maruziyetle kazanılmış immun tolerans sağlanabileceği gösterilmesi (59), immunoterapi ve 

organ allogreft transferleri ile immunsüpresif ilaçlarca indüklenen donör spesifik immun 

tolerans oluşturduğunun gösterilmesi (60), allogreftin antijenik değil immunojenik olduğu 
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fark edilmesi (53), MHC bariyerinin fark edilmesi modern transplantasyon immunolojisinin 

başlangıcı sayılmıştır. Daha sonra bu deneylerden yola çıkılarak Burnet ve Fenner tarafından 

allotransplant yapılan canlılar arasında yakın genetik ilişki olmadığında antijenik yanıt kapalı 

döngü bir reaksiyon haline dönüştüğü fark edilmiş ve GVHD tanımlanmıştır (55) (Şekil 2). 

 
Şekil 2: Kapalı döngü antijenik yanıt 

1960’lı yılların başında azatiyopürin, 6-merkaptopürin bulundu ve hayvan deneylerinde solid 

organ allotransplantasyonlarında allogreft yaşayabilirliğini uzattıkları ortaya konuldu (61). 

1963’te Ekvator’da azatiyopürin ve hidrokortizon kullanılarak ilk el allotransplantasyonu 

yapıldı. Üç hafta sonra immun rejeksiyon gelişmesi üzerine transplante edilen el geri 

alınmıştır (62). 1967 yılında Peacock tarafından ilk başarılı allojenik en-bloc dijital tendon 

mekanizması transferi uygulaması yapıldı. Kompozit doku allotransplantasyonu tanımlaması 

olarak literatüre girdi (63). İlerleyen yıllarda silikon kullanımı ile yapılan otogreft 

uygulamalarındaki başarı nedeni ile önemini kaybetti. 1970’li yıllara gelindiğinde RT 

tedavisi, kemik iliği transplantasyonu ve kimerizm düşüncesi myeloproliferatif hastalıklarda 

ve allotransplantasyonlarda tolerans indüksiyonu amaçlı kullanılmaya başlandı (64) (Şekil 3). 
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Şekil 3: Kimerizm düşüncesi 

Bu yıllarda allojenik deriye yönelik tolerans önemli bir bariyerdi. İlk defa Billingham (65) 

tarafından ortaya atılan split tolerans kavramı ile Boys ve Old tarafından ortaya atılan deri 

antijenleri kavramı ile bir dokuya tolerans geliştiren alıcının aynı donörden bir başka dokuya 

karşı geliştiremeyebileceği düşünülmüştür (66). Split tolerans allotransplante edilen dokunun 

farklı yapılarına karşı farklı rejeksiyon yanıtının gelişmesi halidir (19). Dolayısıyla bu 

dönemde en antijenik yapı olan deri içerikli allogreft transplantasyonlarında deri rejeksiyonu 

önemli bir bariyerdi.  

1976’da siklosporinin bulunması ile solid organ allotransplantasyonlarında bir devrim oluştu. 

1981 yılında ilk başarılı kalp-akciğer nakli gerçekleşti. Allojenik böbrek transplantasyonu 

yapılan hastalarda akut rejeksiyon atakları %70’den %50’lere düşerken, ilk bir yıl içerisinde 

greft yaşayabilirliği %50’den %80’lere çıktı (67). Kalp, böbrek, karaciğer ve pankreas 

allotransplantasyonlarında alınan olumlu sonuçlar üzerine akut rejeksiyon hızını azaltmak ve 

allogreft yaşam süresini uzatmak amacı ile küçük hayvan deneylerinde arka bacak ve 

mandibula allotransplantasyon denemeleri yapılmaya başlandı (68).  

1970’lerin sonu, 1980’lerin başında üst ekstremite transplantasyonları üzerinde siklosporinin 

efikasitesi test edildi. İlk defa 1984 yılında sıçanlarda siklosporin kullanılarak ekstremite 

transplantasyonu yapılabileceği gösterildi. Fakat siklosporinin toksik etkileri nedeni ile deri 

içeriği fazla olan üst ekstremite allogreftleri yüksek oranda transplantasyon sonrasındaki bir 

kaç ay içerisinde split tolerans kavramına uygun bir şekilde rejekte oldu (2, 69). 
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1990’lı yılların başlarında takrolimus, ortalarında mikofenolat mofetil (MMF) (70), 

sonlarında rapamisinin kullanılmaya başlamasıyla, monoklonal antikor teknolojisindeki 

gelişmelerle (71), MHC gen kompleksi ve immun yanıttaki rolü ile ilgili keşiflerle (72), kök 

hücrelerin immun modülatuar ve immunsüpresif etkilerinin (73), plastisitesi yüksek 

telerojenik hücrelerin (74) ve immun regülatuar hücrelerin keşfi (75) ile kompozit doku nakli 

alanında yeni deneysel çalışmalar yapılmaya başladı (Şekil 4). Ekstremite, vaskülarize diz, 

larinks, allotransplantasyonu siklosporin ile başarılı olarak uygulandı. Takibinde sinir, tendon, 

vakülarize iskelet kası, yüz, penis, dil allotransplantasyonları yapıldı (2). Deneysel hayvanlar 

üzerinde yapılan çalışmalarda elde edilen olumlu sonuçlar ile I. Uluslararası Kompozit Doku 

Sempozyumu düzenlendi. İmmunolojik ve etik bariyerler tartışılarak mevcut hayvan 

deneylerinin insanlarda kompozit doku nakillerinin uygulanabilmesi açısından yeterli olduğu 

ve insanlarda kompozit doku nakline klinik olarak geçilmesi gerektiği fikrinde uzlaşma 

sağlandı. Temel olarak kompozit doku naklinde mevcut deri yükünün fazlalığı nedeni ile 

tedavi prensibi maksimum immunsüpresyon, minimum immunsüpresif kullanımı ve 

minimum yan etki şeklinde karar alındı. Altın standart takrolimus, MMF, steroid 

kombinasyonu olarak belirlenerek el transplantasyonlarının insanlarda denenmesinin uygun 

olduğuna karar verildi (76). Fransa’da 1998’de, ilk unilateral el transplantasyonu yapıldı. 

Postoperatif değerlendirmelerin olumlu olması üzerine bilateral el transplantasyonları yapıldı 

(9, 77). Takibinde 2005’te Fransa da ilk yüz allotransplantasyonu yapıldı (11). Halen VCA 

sınırlı sayıda ve seçilmiş vakalarda, uygun endikasyonlar mevcut ise tek başına veya 

konkomitan, ekstremite ve yüz olmak üzere uygulanmaktadır. 2016 yılına dek yapılmış VCA 

hastaları takip edilmekte, fonksiyonel ve estetik sonuçlar, immunsüpresif uygulamalarla ilgili 

tartışmalar yapılmaktadır. Fakat VCA’larda önemli problem immunsüpresif tedavilerle 

kontrol altına alınsa bile kompozit içerik nedeni ile mevcut antijenik yüke bağlı yaşanan akut 

rejeksiyon atakları ve en yüksek antijenik özellikteki deriye yönelik gelişen split tolerans 

kavramıdır. Bu sebeplerle çeşitli immun modülatuar yöntemlerle allojenik deriye yönelik 

tolerans indüksiyon çalışmaları devam etmektedir. T Gibson, P. Medavar, Owen, Bilingham, 

Brent’in deri greftine yönelik tolerans indüksiyonu çalışmalarının üzerinden 70 sene geçmiş 

olmasına, HLA doku uyumluluk antijenleri ve immun sistem ve immun modülasyon 

yöntemleri ile ilgili keşiflere rağmen hala deri allogreft rejeksiyon mekanizması ortaya 

konamamıştır, bu konudaki deneysel çalışmalar devam etmektedir (78).  
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Şekil 4: İmmunoloji alanındaki önemli gelişmeler (79) 

 

4.1.2. Transplantasyon  
Cerrahi olarak transplantasyon yaşayan hücre, doku ve organların bulunduğu bölgeden ayrılıp 

başka bir bölgeye yerleştirilmesidir. Greft deri veya kemik doku gibi yaşayan bir canlı 

dokunun aynı canlıda bulunduğu bölgeden başka bir bölgeye yerleştirilmesi veya farklı 

canlılar arasında aktarılarak farklı bölgelere yerleştirilmesidir (80). Transplantasyonlar 

transplantasyonun içerdiği organ, fonksiyonel ünite, doku, hücre yapısı bileşimine 

(kompleksite), transplante içeriğin alındığı donöre (genetik orijin), göre sınıflandırılır. Alıcı 

ve donörün aynı canlı olduğu transplantasyonlara ‘ototransplantasyon’, aynı tür içerisinde 

izogenetik canlılar arasındaki transplantasyonlara ‘izotransplantasyon’, aynı tür içerisinde 

farklı genetik yapıdaki canlılar arasındaki transplantasyona ‘allotransplantasyon’, farklı türde 

canlılar arasındaki transplantasyonlara ‘zenotransplantasyon’ denir (81). 

4.1.2.1. Deri Grefti  
Epidermis ve dermisin kısmi ya da totalini içeren donörden tamamen devaskülarize şekilde 

ayrılmış, yerleştirileceği bölgeden plazmatik imbibisyon ve kapiller neovaskülarizasyon, 

revaskülarizasyon ile iyileşmesi hedeflenen dokudur (Tablo 1). Otolog, zenotransplantasyon 

veya allotranplantasyon şeklinde deri grefti uygulamaları yapılmaktadır (Tablo 2). Greft 
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yatağına yerleştirildikten sonraki ilk 48 saat serum inhibisyonu dönemidir. Greft yatağında 

oluşan fibrin doku greftin yatağına yerleşmesini sağlar. Bu dönemde beslenme difüzyon 

yardımı ile olur. Takiben kapiller neovaskülarizasyon, revaskülarizasyon aşamasıyla deri 

grefti yerleştirildiği yatakta vitalite kazanır. Kısmi kalınlıkta deri greftleri epidermisin bir 

kısmını içerirken, tam kat deri greftleri tüm dermisi içeren deri greftleridir (82, 83) (Tablo 1). 

 

Tablo 1: Deri greftleri kalınlığına göre (83) 

Deri Grefti İsim Kalınlık (mm) 
Kısmi kalınlıkta deri grefti 
 

İnce (Thiersch-Ollier) 
Orta (Blair-Brown) 
Kalın (Padget) 

0,15- 0,30 
0,30- 0,45 
0,45- 0,60 

Tam kat deri grefti Wolfe-Krause >12,60 
 

Tablo 2: Deri greftleri alındığı bölgenin genetik orijinine göre (81, 83) 

İsim Orijin 
Otogreft Donör ve alıcı aynı kişi ise 
Homogreft 

Allogreft 
 

İzogreft 

 
Aynı tür içerisinde; farklı genetik özellikte canlılar arasında 
 
Aynı tür içerisinde izogenetik canlılar arasında (ikizler) 

Zenogreft Farklı türler arasında 
  

4.1.2.2. Otolog Deri Grefti  
Kişinin kendisinden yapılan otolog deri grefti transferleri plastik cerrahide bir çok 

rekonstrüksiyon uygulamasında primer ya da ana cerrahiye yardımcı olacak şekilde sıklıkla 

kullanılmaktadır. Sekonder yara iyileşmesine bağlı kontraktürleri önler. Hızlı bir 

rekonstrüksiyon seçeneği olarak bir çok endikasyonda olumlu sonuçlarıyla basit ve etkili bir 

yöntemdir (83). Kültür koşullarında kişinin kendisinden alınmış otolog deri greftleri 

oluşturulmasının zaman alması, otogreftin ince, nazik olması ve zedelenmeye meyilli olması 

yanık hastalarında akut dönemde dezavantajdır. 

4.1.2.3. Allojenik Deri Grefti  
Kronik yaraların ve yanık hastalarının tedavisinde kültür koşullarında oluşturulmuş allojenik 

hücre içerikli biyosentetik deri allogreftleri kullanımdadır. Kronik yaralarda, yara iyileşmesi 

için erken dönemde yara iyileşmesi başlayana kadar yerleştirilerek, uygun yara yatağı 

sağlama ve iyileşme sürecini hızlandırmak için kullanılmaktadır. Tam kat oluşmuş yanıklarda 

otolog kaynaklar sınırlı olduğunda allogreftler kullanılabilir. Erken dönemde hızlı 

rekonstrüksiyon için debridman sonrasında dehidratasyonu, enfeksiyonu önlemek, yanık 
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yarasını korumak için gliserol ile muamele edilerek devitalize edilmiş ve antijenitesi 

azaltılmış olarak allojenik yapay deriyi taklit eden kültür koşullarında oluşturulmuş 

biyosentetik materyaller pahalı olması bir dezavantaj olmakla beraber kullanılmaktadır. (84, 

85). Gliserol ile muamelenin antiimmunojenik, antibakteriyal ve antiviral etkileri vardır. 

İşlem görmemiş canlı allogreft immunojeniktir. Sağlıklı ve immun defisiti olmayan bir alıcıya 

allogreft transplante edildiğinde rejekte edilir. İnsan kadavrasından elde edilmiş allojenik 

hücreler ile üretilen doku mühendisliği ürünleri allojenik deri greftleri kronik ülser ve yanık 

tedavisinde kullanılmasına rağmen allorejeksiyon önlenememiştir. Bu nedenle tedavide 

allojenik deri grefti kullanımını takiben otojenik greft kullanımı zorunludur (18, 86, 87). 

İmmunoloji alanında yeni gelişmeler ve keşiflerle allojenik deri rejeksiyonunu önlemeye 

yönelik deneysel çalışmalar hız kazanmıştır (88, 89). 

4.1.2.4. Zenojenik Deri Grefti 
Transplantasyon için aynı türden donör bulunmasında oluşan zorluklar nedeni ile alternatif 

olarak hücre, doku ve organların başka bir türden elde edilmesi konusu bir araştırma 

konusudur. Yakın ilişkili türler arasında, maymun (primat)-insan ve uzak ilişkili türler 

arasında, domuz (non primat)-insan yapılabilir. Zenogreftlere sağlanacak immun tolerans 

sayesinde hızlı, kolay ve çok sayıda organ donasyonu sağlanabilir (4).  

Yara iyileşmesine zenogreft etkileri ile ilgili ilk çalışmalar Davies ve Silvetti tarafından 

yapılmış, ilk uygulamalar sığır embriyo derisi ile yapılmıştır. Günümüzde domuz sığır ve 

koyun zenogreftleri kullanılabilmektedir. Domuzdan elde edilen zenogreftler ucuz olması ve 

histolojik yapısının insan derisine benzemesi nedeni ile tercih edilmektedir. Domuz zenogrefti 

taze veya gliserol ile kimyasal dehidratasyon uygulanarak veya lipofilizasyon yöntemi ile 

devitalize edilerek kullanılabilir. Domuz zenogrefti deri grefti alınmış donör alanlarda, geniş 

yanıklarda, Stevens-Johnson Sendromu gibi eksfolyatif hastalıklarda, enfekte veya kabuklu 

yaralar ve yanıklarda, sandviç greft tekniği şeklinde uygulanarak tedavi amaçlı kullanılabilir. 

Isı, sıvı ve elektrolit kaybını azaltır. Ağrıyı ve bakteriyel çoğalmayı azaltır. Reepitelize olan 

yaraya fiziksel koruma yapar. Demarke olması beklenen yarada, greft alacak yeterli otolog 

saha bulunmadığında ve total deri grefti için hazırlık uygun olmadığı durumlarda 

kullanılabilir (90). 

Mevcut immunsüpresif tedaviler ile zenogreftlere yönelik immun tolerans oluşturma ve 

zenogreft yaşam süresinde artış hedeflenerek deneysel çalışmalar yapılmaya devam 

etmektedir (4, 5, 91). 
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4.2. Allogreft Rejeksiyon Mekanizması 

4.2.1. Transplantasyon İmmunolojisi Antijenleri 
Organizmada immun yanıt oluşturan ve immun yanıt sonucunda ortaya çıkan antikor ve hücre 

yüzey molekülleri ile birleşme özelliği gösteren, organizmanın yapısına yabancı olan 

maddelere ‘antijen’ denir (81, 92). 

Transplantasyon Antijenleri: 
 1-Major MHC antijenleri 
 2- Minör MHC antijenleri 
 3-ABO kan grubu antijenleri 
 4-Dokuya özel antijenler ve split tolerans 

4.2.1.1. Major MHC ( Büyük Doku Uyumluluk Gen Kompleksi) Proteinleri  
MHC gen kompleksi altıncı kromozomun kısa kolu üzerinde lokalize olan gen topluluğudur. 

MHC gen bölgesi immun sistem fonksiyonunun %40’ı ile ilişkili tanımlanmış 200’den fazla 

gen içermektedir. HLA (insan lökosit antijen) sınıfı proteinlerin yapımından sorumlu 

bölgedir. MHC antijenleri HLA olarak tanımlanır. Bu ismin verilmesinin sebebi ilk defa 

lökosit yüzeyinde bulunmuş olmasıdır (93). İmmun sistem kendi MHC gen kompleksi ile 

uyumsuz MHC ekpresyonu protein (HLA molekülleri) içeren allojenik hücreyi immun yanıt 

oluşturarak rejekte eder (94, 95). 

MHC Sınıf I Bölgesi 
HLA sınıf I doku uyumluluk moleküllerini kodlar. Vücuttaki tüm nükleus bulunduran 

hücrelerde bulunan proteinleri kodlar (94).  

Sınıf I: HLA- A,B,C 

MHC Sınıf II Bölgesi  
HLA sınıf II doku uyumluluk moleküllerini kodlar. Kazanılmış immuniteyi aktive eden T 

lenfositleri uyaran antijen sunan hücre yüzeylerinde, B hücreler, makrofaj, monosit, foliküler 

dendritik hücre yüzeylerinde bulunan protein grubunu kodlar. Yüksek polimorfizmi vardır. 

Alloantijen cevabında MHC II molekülleri çok önemlidir (94). 

Sınıf II: HLA- DR, DQ, DP  

MHC Sınıf III Bölgesi 
Kompleman faktörleri (C2-C4), ısı şok proteinleri ve TNF ile ilgili proteinleri kodlar (93, 96). 
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Farklı tipteki T hücrelerinin olgunlaşma ve proliferasyon süreci TCR peptid-MHC kompleksi 

birleşmesi ile olur. Efektör (CD4+)Th hücreler hücre dışı patojenleri temizlerken, efektör 

(CD8+)Ts hücreler hücre içi organizmalarla enfekte hücreleri doğrudan yok eder. Bir 

antijenik peptidin (CD4+)Th veya (CD8+)Tc hücresinden hangisini uyaracağına peptidi sunan 

MHC proteinleri belirler. T hücreleri yalnız protein yapıda antijenleri tanır ve kazanılmış 

immun yanıtta rol oynar. MHC sınıf II molekülleri ile birlikte sunulan antijenleri, (CD4+)Th 

hücreler tanır. MHC sınıf I molekülü ile birlikte sunulan antijenleri ise (CD8+)Tc lenfositleri 

tanır (97, 98) (Şekil 5). 

 
Şekil 5: MHC T hücre etkileşimi 

MHC ekspresyonu proteinler allogreft rejeksiyonunda doğal ve kazanılmış immunite aracılığı 

ile rol oynar. Major MHC ekspresyonu proteinlerde (HLA) uyumsuzluk olması doku 

uyumsuzluğu anlamına gelir ve allotransplantasyonun postoperatif seyrini olumsuz etkiler. 

1970’li yıllarda Paul Terasaki tarafından bulunan ve allotransplantasyon öncesinde negatif 

çıkması ile allorejeksiyon riskini düşüren doku uyumluluk testlerinin allotransplantasyon 

alanında uygulanmaya başlamasıyla çığır açılmıştır. Bu testler donör HLA tiplendirilmesi, 

HLA’ya yönelik oluşan antikorların sensitif, spesifik testler ile belirlenmesi ve alıcı ve verici 

arasında doku uyumluluğu olduğunu gösteren ‘cross matching’ yöntemlerini içerir. 

Preoperatif ve postoperatif alloreaktif T hücreleri, alloantikorlar çeşitli yöntemlerle tespit 

edilebilmektedir (94, 99).  

4.2.1.2. Minör MHC antijenleri  
MHC majör doku uyumluluğu olsa bile minör MHC proteinleri allotransplantasyon 

sonrasında rejeksiyonu tetikleyebilir. Bu nedenle MHC uyumluluğu mevcut 

transplantasyonlarda rejeksiyon görülebilir (79, 81). 

 
 



 21 

4.2.1.3. ABO antijenleri 
ABO kan grubu antijenleri transplantasyon için önemli bir bariyerdir. Fakat bu bariyer ABO 

uyumlu allotransplantasyon uygulaması ile aşılabilir. Rh antijenleri allogreft rejeksiyonunda 

rol oynamaz. Anti A ve anti B antikorları doğumda mevcut değildir. Bağırsak florasında 

mevcut çapraz antijenlere karşı doğumdan sonra bir kaç gün içerisinde gelişir. ABO uyumsuz 

nakillerde hızlı hiperakut rejeksiyon riski vardır. Kalp ve karaciğer allotransplantasyonları 

akut ABO antijenlerine bağlı gelişmiş rejeksiyona daha az duyarlıdır (81). Daha önce kan 

transfüzyonu almış kişilerde, gebelik esnasında veya geçirilmiş bir allotransplantasyon 

öyküsünde bu antikorlar pozitif olabilir. Hiperakut rejeksiyona sebep olabilir (100, 101). 

4.2.1.4. Dokuya Özel Antijenler ve Split tolerans 
Cilt allojenik transplante edilen dokular içerisinde en antijenik yapıdır (18). İlk defa 

Billingham (65) tarafından ortaya atılan split tolerans kavramı ve Boys ve Old tarafından 

ortaya atılan deri antijenleri kavramı ile bir dokuya tolerans geliştiren alıcının aynı donörden 

bir başka dokuya karşı geliştiremeyebileceği düşünülmüştür (66). Split tolerans 

allotransplante edilen dokunun farklı yapılarına karşı farklı rejeksiyon yanıtının gelişmesi 

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

4.2.2. İmmunolojik Allogreft Rejeksiyonu 
Transplantasyon yapılan hastalarda allogreft immunsüpresif tedavi uygulanmazsa humoral ve 

hücresel immun sistem tarafından rejekte edilmektedir. 

4.2.2.1. Humoral İmmun Yanıt / Antikor Aracılı Yanıt 
Humoral allogreft rejeksiyonunda rejeksiyon mekanizması antikorlar aracılığı ile olur. 

Antikorlar hiperakut, akut ve kronik allogreft rejeksiyonunda rol alır. Doğal immun sistem 

hem erken doğal bağışıklık yanıtı olarak antikor üretimine başlayarak, hem de gebelik, kan 

transfüzyonu veya geçirilmiş transplantasyon öyküsü nedeni ile önceden mevcut antikorlar 

yolu ile allojenik rejeksiyon mekanizmasını tetikler. Endotel üzerindeki ABO ve HLA 

antijenlerine bağlanan antikorlar ‘antikor bağımlı hücre hasarı’ yapar. Kompleman bağımlı 

yollar olan membran saldırı kompleksi (MAC) yolağı, kompleman aracılı reseptör bağımlı 

fagositoz, inflamatuar süreçler, koagülasyon kaskadı allorejeksiyonda rol oynar. Hücresel 

veya humoral yol ile oluşmuş antikor antijen kompleksleri direkt organ veya doku hasarı 

yapar ve akut rejeksiyonu tetikler. Akut rejeksiyonu önlemek için doku uyumluluğu ve alıcıda 

mevcut antikorlara yönelik testler uygulanarak allotransplantasyon yapılır. Antikor üreten 

hücreler üzerinde deplesyon yapan immunsüpresif protokoller, antikorları elimine etme 
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yöntemleri (plazmaferez, IV Ig), steroid ve antikoagülan tedavi ile allogreft hasarını ve 

sekonder organ hasarını önlemeye yönelik tedaviler uygulanmaktadır (100, 102, 103). 

Deri Allogreft Rejeksiyonu 

Allogreftin yerleşmesini takiben ilk doğal immun sistem aktive olur. Doğal immun sistemin 

etkili olan hücreleri dendritik hücreler, makrofajlar ve NK hücreler allotransplant 

rejeksiyonunda ilk olarak harekete geçerler ve kazanılmış immun sistemi uyararak allogreft 

rejeksiyonuna sebep olurlar (104-106). Doğal immun sistemi aktive eden konakçıya ait veya 

donöre ait ligandlar DAMPs (Danger or damage molecular patterns) adı verilen moleküllerdir. 

Bu moleküller TLRs (Toll-like receptors) reseptörlerini aktive etmektedirler (107) (Şekil 6). 

Dendritik hücrelerde eksprese edilen TLRs reseptörleri, PRRs (Patern Recognition Receptors) 

reseptörlerinin bir alt grubu olup allojenik antijenlerin tanınmasında rol oynamaktadır (108). 

Deneysel çalışmalar dendritik hücrelerce eksprese edilen TLRs reseptörlerinin deri allojenik 

rejeksiyonunda doğal immunite üzerinden humoral immun rejeksiyon mekanizmasında etkili 

olduğunu göstermiştir. TLRs reseptör sinyal adaptör proteini bloke edildiğinde lenf nodlarına 

drene olan matür dendritik hücre drenajı azalır, reaktif T hücreleri azalır ve Th1 cevabı 

bozulur. Bu cevap erken doğal allojenik yanıtın hücresel yanıt ile bağlantısını göstermektedir 

(109) (Şekil 6). Allojenik deri rejeksiyonunda T hücre yanıtı dermis ve epidermis ayrılmasına 

ve deri rejeksiyonuna yol açmaktadır. Bu doğal immun yanıtta rol oynayan adhezyon 

molekülleri, sitokin ve kemokinler vardır (110). Bu moleküllerden ICAM-1 ve selektin bloke 

edildiğinde allogreft rejeksiyonun geciktiği deneysel çalışmalarda gösterilmiştir (111). 

 
Şekil 6: Dendritik hücre allojenik doğal immun aktivasyonu (104)
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Allojenik deri rejeksiyonu sırasında epidermiste bulunan Langerhans hücreleri, dermiste 

bulunan dermal dendritik hücreler ve makrofajlar aktive olarak kan dolaşımına ve lenfatik 

dolaşıma geçmekte, lenf nodlarına giderek alloreaktif T hücrelerine antijen sunarak hücresel 

immuniteyi ve alloreaktif T hücre proliferasyonunu aktive etmektedir. Bu süreçte en etkili 

hücre antijen sunan dendritik hücrelerdir. Langerhans hücreleri mezenkimal orijinlidir. 

Epidermisin tüm tabakalarında olmakla beraber, özellikle stratum spinosum’un üst 

bölümünde bulunmaktadır. Alloimmun dermal yanıtta başat uyarıcı hücredir (112) (Şekil 7). 

Deride yerleşik bellek T hücreleri ve Treg hücreler vardır. Langerhans hücreleri antijen 

stimülasyonu varlığında bellek T hücre proliferasyonunu, antijen stimülasyonu yokluğunda 

ise kutanöz Treg hücrelerin proliferasyonunu uyarır (113).  

 

 
Şekil 7: Deri allogreft rejeksiyonu dendritik hücre yanıtı (112) 

  

Zaman ilerledikçe doğal immun sistem ve antijen sunan hücreler tarafından uyarılan 

kazanılmış immunite/hücresel immun yanıt allorejeksiyon sürecine katılır. Hücresel immun 

yanıtın da katılımıyla kuvvetlenen humoral/antikor aracılı immun allogreft hasarı devam eder 

(Şekil 8). 
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Şekil 8: Allogreft rejeksiyonu APC (antijen sunan hücre) etkisi (101) ADCC: Antikor aracılı 

immunite 

 

4.2.2.2. Hücresel İmmun Yanıt  
Antijen sunumunu takiben hücresel immun yanıt, kazanılmış immunite devreye girer. T 

hücreler direkt, indirekt ve semidirekt moleküler yolaklarla allogreft rejeksiyonun 

oluşmasında rol oynar. T hücrelerinin alloantijene yanıt olarak immun aktivasyonu ve 

rejeksiyon sürecinin başlaması için üç sinyal vardır (114, 115) (Şekil 9). 
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Şekil 9: T hücre aktivasyonunda sinyal mekanizmaları (114) 

Birinci sinyal: 
Antijen sunan hücreler T hücre aktivasyonu yapar. Dendritik hücreler ile T hücreler arasında 

karşılıklı etkileşim vardır. donöre ait antijenlerin TCR-MHC kompleksi birleşimi ile T 

hücreleri uyarılır (94) (Şekil 9-10). 

İkinci sinyal: 
T hücre yüzeylerinde bulunan kostimülatör moleküllerin (CD28), makrofaj, dendritik hücre 

ve B lenfosit yüzeyindeki ligandları ile (B7-1 veya B7-2, CD80/CD86) birleşmeleridir (Şekil 

10). . Bu birinci yolaktır, burada inhibitör molekülü CTLA-4’tür. CTLA-4 Ig kullanılarak 

akut rejeksiyon baskılanabilir. Dendritik hücrelerdeki CD40 ile T hücrelerdeki CD154 (CD40 

ligand) birleşmesi ile T hücrelerde B7 protein sentezi indüklenir. CD40:CD154 etkileşimi 

ikinci yolaktır. Bu etkileşimin anti CD40, anti CD154 ile blokajı halinde, T hücre aktivasyonu 

ve proliferasyonu inhibe olur. Anerji ve allotolerans gelişir. Diğer kostimülatör yolaklar 

ICOS:ICOSL, PD-1:PD-L1/L2, OX40:OX40L, 41BB:41BBL, CD27:CD70, LFA-1:ICAM, 

VLA-4:VCAM, TIM molekülleridir (116, 117) (Şekil 9-10).  
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Şekil 10: T hücre aktivasyonu kostimülatuar moleküller (114, 118, 119) 

 
Üçüncü sinyal: 
Aktive T hücreleri IL-2 salgılamaya başlarlar. T hücre proliferasyonu ve diferansiyasyonu 

hızlanır (114) (Şekil 9). 

Allogrefte Yönelik Hücresel İmmun Yanıtta Rol Oynayan İmmun Hücreler  
Doğal immun sisteme ait antijen sunan hücrelerce gerçekleştirilen antijen sunumunu takiben 

Th hücreler, IL-12 ve INF-γ varlığında Th1 hücrelere dönüşür. Th1, IL-2 ve INF-γ ile NK, T 

sitotoksik hücreler ve makrofajları aktive ederler (79) (Şekil 12). T hücreler IL-4 varlığında 

Th2 hücrelere dönüşür. IL-6 ve IL-4 aracılığıyla B hücreleri ve eozinofilleri aktive eder. Th2 

hücreler IL-10 salgılayarak immun yanıt üzerinde inhibitör kontrolü sağlarlar (79, 120) (Şekil 

11-12). 
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B hücreler, Th2 hücrelerce aktive edilip donöre ait antijenler için antikor üretmeye başlar. 

Kompleman bağımlı yolak veya opsonizasyon ile antikor aracılı sitotoksik yanıt oluşturur. 

donöre spesifik hafıza oluşumunu efektör ve bellek T hücrelerinin devamlılığını sağlar (112).  

NK hücrelerin kendine ait MHC I dışındaki moleküllere saldırma özelliği vardır. Alloantijen 

ile temasta direkt sitotoksik etki ile donör hücrelere saldırır ve sitotoksik yanıt oluşturur. Th1 

lehine immun stimülasyon yaparak allorejeksiyonda rol oynadıkları düşünülmektedir. 

Alloreaktif T hücrelerin aktivasyonunu kuvvetlendirir. Deplesyonları allogreft rejeksiyonunu 

engellemez. NK hücreler transplantasyon toleransında etkili olacak güçlü immun modülatuar 

faktörler salgılamaktadır. Deri allogreft deney modelinde yapılmış bir çalışmada alıcıya ait 

NK hücrelerin APC’ler üzerinde regüle edici faktörler ile etkili olduğu bu yolla T hücre 

fonksiyonlarını etkilediği gösterilmiştir (121). 

Tc hücreler aktivasyonu takiben perforinler ve granzimler aracılığı ile direk sitolizis ve 

apopitotik hücre ölümü yapar (119). Bellek (CD8+)Tc hücreler (Memory (CD8+) T cell) 

rejeksiyonda önemli rol oynarken allogreft toleransına önemli bir bariyerdir (120).  

PMNL akut allorejeksiyonda allogrefti infiltre eder. IL-2 varlığında diferansiye olan 

alloreaktif Th2 hücreleri tarafından aktive edilen eozinofiller IL-4 aracılığı ile aktive olup 

allogrefti infiltre eder. Alloreaktif Th1 hücreler INF-γ aracılığı makrofaj aracılı rejeksiyonu 

aktive eder. IL-6 varlığında diferansiye olan Th17 ve IL-17 aracılığı ile nötrofilik rejeksiyon 

uyarılır (120). TGF-β varlığında diferansiye olan Treg hücreler TGF-β aracılığı ile immun 

süpresyon ve allogrefte yönelik immun yanıtta inhibitör etki yapar (79) (Şekil 11). 
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Şekil 11: Allogreft rejeksiyonunda hücresel yolak ile PMNL aktivasyonu (120) 

 
4.2.2.3. Hücresel ve Humoral yanıt  
Süreç ilerledikçe doğal ve kazanılmış immunite hücresel ve humoral mekanizmalarla allogreft 

rejeksiyonunda bir arada etkili olur. (Şekil 12). 
 

 
Şekil 12: Allogreft hasarı Th1 ve Th2 hücre etkileri (79)
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4.2.3. Hücresel İmmun Yanıt Moleküler Tanıma  
4.2.3.1. Direkt Yolak  
Alıcıdaki T hücreleri TCR reseptörleri ile donör kökenli MHC molekülü içeren passenger 

lökositler üzerindeki allojenik MHC moleküllerini tanıyarak aktive olur. Bu yolak çok sayıda 

allojenik lökosit transferi olursa akut rejeksiyon patolojisinde rol oynar. Direk alloreaktif T 

hücreler allojenik MHC’ye spesifik yanıt verir. T hücre bağımlı kazanılmış bir yanıt vardır. 

Direkt yolak ile B hücre proliferasyonu, antikor aracılı yanıt ve hücre aracılı sitotoksik yanıt 

aktive olur (94, 119, 122, 123) (Şekil 13-14). Donör ve alıcının MHC moleküllerinin 

konformosyonel ve yapısal farklılıkları arttıkça direkt allojenik yanıt şiddetlenir (124). İlk 

bakışta bu yolak MHC polimorfizmi nedeni ile daha etkili olabilecek gibi ön görülürken in 

vivo deneysel çalışmalarda allojenik antijen sunan hücrelerin NK hücrelerce erken 

eliminasyonu sonucu etkinliğini kaybetmektedir (125).  

4.2.3.2. İndirekt Yolak 
Bu yolak erken doğal immun yanıt, doğal bağışıklık hücrelerinin (NK) ve APC’lerin 

(makrofaj) aktivasyonu ile başlar. Alıcıdaki antijen sunan hücreler self MHC molekülleri ile 

donöre ait antijenleri alıcı T hücrelerine sunar. Allogreft yerinde durduğu sürece bu yolak 

sürekli çalışmaktadır. Erken rejeksiyon reaksiyonu ile NK hücreler ve makrofajlar donöre ait 

APC’leri elimine ettiği için in vivo allorejeksiyonda indirekt yolak daha etkilidir, devamlı 

antijenik stimülasyonla kronik rejeksiyonda rol oynar (94, 125, 126). İndirekt yolak yüksek 

plastisite özelliği ile immun modülasyon yöntemleri ile hedef alınarak allogreft toleransı 

oluşturulmasında rol oynayabilir (127) (Şekil 13-14). 

4.2.3.3. Semi Direkt Yolak 

Alıcıdaki antijen sunan hücreler donörün MHC protein-allojenik antijen kompleksini T 

hücrelere sunar (Şekil 13). Yukarıda bahsedilen yollar olmasına rağmen immun yanıta çok 

sayıda diğer faktörler (iskemi-reperfüzyon hasarı, alıcının bağışıklık durumu, immunsüpresör 

yan etkileri / immun modülatör protokolleri, enfeksiyöz komplikasyonlar) katkıda bulunabilir. 

İmmun reaksiyon başlangıcının farklı nedenlerle gelişmesi mümkündür (122).  

 
 



 30 

 
Şekil 13: Allogreft rejeksiyonu moleküler mekanizma (122) 

 

 
Şekil 14: İndirekt/direkt yolak ile immun yanıt (94) 
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4.2.4. Allojenik Rejeksiyonda Rol Oynayan İmmunolojik ve Non İmmunolojik 
Parametreler 
1. MHC uyumsuz transplantasyonda anti-donör HLA antikorları, ABO uyumsuz 

transplantasyonlarda anti donör A ve B antikorları mevcudiyetinde hiperakut akselere doğal 

immun yanıt ve allorejeksiyon gelişebilir. Doku uyumluluğu mevcudiyetinde donör minör 

anti HLA antikorları nedeni ile rejeksiyon gelişebilir  (79). 

2. Th hücrelerin dengesi önemlidir. Th1 hücreler ve sitokinleri hücresel immuniteyi başlatarak 

rejeksiyona sebep olurken, Th2 hücresel humoral yanıtta rol oynar, immun yanıtı sınırlayıcı 

sitokin olan IL-10 salınımı ile kontrollü inhibisyon yaparak allogreft kabulünde etkili olur. 

Th1 –Th2 dengesi allogreft kabulünde önemlidir. Th2 yönüne denge olduğunda allogreft 

kabulü artar (128) (Şekil 15). 

 

 
 

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

 

3. Antijen sunan hücreler alloantijen sunumu ile hücresel yanıtta rol oynamaktadır (118). 

4. İmmun regülatuar ve allojenik yanıtı regüle eden ve allotolerans sağlayan Treg hücre 

popülasyonunun ve oranının yüksek olması allogrefte toleransı sağlamaktadır (129). 

5. Allogreftte iskemik veya travmatik hasar olması, posttransplantasyonel enfeksiyon 

gelişimi, doğal immun sistemin aktivasyonunu tetikleyerek akut rejeksiyon atak insidansını 

arttırmaktadır (128, 130, 131).  

4.2.5. Deri Allogreft Rejeksiyon Paradigması ve Rol Oynayan Parametreler 

4.2.5.1. Deri Allogreft Rejeksiyon Paradigması 
Deri allogrefti rejeksiyonuna yönelik çalışmalar ve teoriler P. Medavar tarafından ortaya 

konmuştur. Daha sonra J. Murray tarafından azatiyopürin ve azaserin ile böbrek allogreft 
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rejeksiyonunun önlendiği deneklerde aynı donörden transplante edilen deri allogreftlerinin 

yaşam süresinde uzama oluştuğu ortaya kondu. Siklosporinin bulunmasıyla deri allogreft 

yaşam süresinde uzama oluşmasına rağmen deri içeriği olmayan allogreftlere göre anlamlı 

uzama sağlanamadı ve allorejeksiyon engellenemedi. Total vücut ışınlama, donöre ait 

hücrelerinin intratimik enjeksiyonu, gelişen immun modülatuar yöntemler, kök hücre 

tedavileri, antikor teknolojisi ve gen tedavilerine rağmen deri allogreftine yönelik tolerans 

indüksiyonu deri içermeyen allogreftlere göre halen daha zordur. Split tolerans kavramı halen 

aşılamamıştır (89). 

4.2.5.2. Deri Allogreft Rejeksiyonunda Rol Oynayan Parametreler 
1. Deri allogreft transplantasyonunun mikrocerrahi yöntemlerle vasküler pedikülle transferi 

veya doğal vaskülarizasyonla transferi ile rejeksiyon patolojisi arasındaki ilişki üzerinde 

çalışmalar devam etmektedir. 

2. Transfer edilen deri allogreftinin lenfatik yatağının intakt olması immunolojik yanıtı 

hızlandırmaktadır. 

3. Deriye özel immun sistem mevcudiyeti, deri dokusuna spesifik antijenlerin bulunması, 

Langerhans hücrelerinin ve deriye özel dendritik hücrelerin mevcudiyeti, yaygın MHC Class 

II antijen ekspresyonu, keratinositlerden çok sayıda ve yoğun inflamatuar stokin salınımı, 

dendritik epidermal T hücrelerince canlıya yabancı MHC uyumsuz keratinositlerin yıkımı ve 

deride yüksek konsantrasyonlardaki ekstrasellüler glikoprotein içeriği deri allogreft rejeksiyon 

dinamiğini hızlandırmaktadır (89). 

  
4.2.6. Allorejeksiyon Dinamiği 
Akut ve kronik rejeksiyon olarak değerlendirilir.  

4.2.6.1. Akut Rejeksiyon 
1. Hiperakut Rejeksiyon 
Transplantasyon anastomozunu takiben bir kaç dakika içerisinde gerçekleşir. Dakikalar 

içerisinde allogreftte başarısızlık görülür (128). Antikor aracılı yanıttır. Anti donör MHC 

antikorların küçük arteriyoller ve kapiller damar endotel hücrelerine bağlanıp birikerek 

kompleman aktivasyonu yapar. Kompleman aktivasyonu ile MAC (membrane attack complex 

(C5b-9)) aktivasyonu ile endotel hücre hasarı oluşur. Anafilatoksinler olan C5a ve C3a ile 

trombositleri ve inflamatuar hücreler aktive eder. Aktive Endoteliyal hücreler IL-1 aracılığı 

doku faktörünü ve vWF'i (von Willebrand faktör); selektinler aracılığı ile trombositler ve 

nötrofilleri stimüle eder. IL-8 aracılığı ile nötrofil ve monositleri aktive eder. Erken ve hızlı 
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inflamasyon, tromboz ve vasküler oklüzyon oluşur. Organda veya dokuda kalıcı iskemik 

hasar oluşur (103) (Şekil 16). En önemli sebepler eski transplantasyonlar veya multipl gebelik 

durumların veya kan transfüzyonları sonrasında oluşmuş antikorlarıdır. ABO grubu 

antijenlere karşı gelişmiş antikorlar da sebebiyet verebilir (101, 128). 

 

 
Şekil 16: Antikor aracılı hasar ve kompleman aktivasyonu (103) 

2. Hızlı Akut Rejeksiyon 

Transplantasyondan sonra 24 saatle beş gün arasında gerçekleşen rejeksiyondur. İnterstisiyel 

hemoraji vasküler tromboz, lökosit infiltrasyonu ile karakterizedir. Klasik bir humoral 

rejeksiyon yanıtıdır ve hücresel rejeksiyonu uyarır. Endoteliyal hücrelerde hiperakut 

rejeksiyondaki trombotik oklüzyondan çok bir vaskülit söz konusudur. Ig M, Ig G, izotipinde 

alloantikorlar sorumludur. Proinflamatuar sitokinler IFN-γ ve IL-6 aracılığı ile lökosit 

infiltrasyonu, fibrin, C3 ve alloantikor içerikli endoteliyal depozitler oluşur. Parankimal 

hücrelerde nekroz ile karakterize ve genellikle lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu ile 

birliktedir. Bu infiltrasyondaki lökositler greft parankim hücrelerinin lizisinden sorumludurlar 

(101, 128). 

3. Akut Rejeksiyon  
Transplantasyon sonrası bir kaç gün ile bir kaç hafta içerisinde gelişebilir. Bir, altı ay arasında 

akut rejeksiyon atağı oluşabilir. T hücre aktivasyonu ile humoral ve hücresel immunite 

beraber çalışır. Arterlerin media tabakalarında fibrinoid nekroz, platelet agrevasyonu ile 

karakterize vasküler oklüzyon görülür. Bu esnada allogreftte lökosit infiltrasyonu ve fokal 

nekroz odakları gözlenir (Şekil 17). Vaskülit, dermatit, miyozit, perinöral infiltrasyon, çeşitli 

bölgelerden alınan deri biyopsilerinde gözlenir. Klinik gözlemlerde solid organ 
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transplantasyonlarında akut rejeksiyonda refrakter organ disfonksiyonu, MHC antikorları 

gözlenirken, steroide dirençli iken el transplantasyonlarında bunun tersi bir şekilde MHC 

antikorları gözlenmez ve humoral mekanizmanın etkili olmadığı düşünülmektedir. Allogreft 

iskemi süresi uzadıkça akut rejeksiyon riski artar (101, 128, 130). 

 
 

Şekil 17: İmmunolojik T hücre aracılı akut allojenik rejeksiyon, litik vasküler oklüzyon 

mekanizması (128) 

4.2.6.2. Kronik Reaksiyon 
Transplantasyondan bir yıl veya daha sonra görülür. Kronik rejeksiyon nonimmunolojik ve 

immunolojik faktörlere bağlı değişir. Normal doku fonksiyon ve yapısının kaybolduğu, 

fibrozis ile karakterize bir durumdur. Akut rejeksiyon sıklığına alıcıdaki sensitizasyona ve 

MHC antikorlarına, alıcının yaşına, immunsüpresyon tedavisine, HT (hipertansiyon), CMV 

enfeksiyonları, sigara kullanımı, hiperlipidemi gibi faktöre bağlı değişir (132) (Tablo 3). 

Kronik rejeksiyon görsel bulgu vermez veya görsel bulgular çok geç dönemde ortaya çıkar. 

Bu yüzden kronik fibrozisi takip etmek için VCA’larda allogreft cildi üzerinden aralıklı derin 

doku biyopsileri alınmalıdır. Kronik rejeksiyon akut ataklara ve rejeksiyona göre 
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immunsüpresif tedavinin gün geçtikçe artan başarısı nedeni ile daha az görülmektedir. 

VCA’larda solid organ allotransplantasyonlarına göre kronik rejeksiyon insidansı daha azdır. 

Kronik rejeksiyon VCA’da daha az sıklıkla görülmesinin etiyopatogenezi henüz 

bilinmemektedir. Fakat önemli farklılıklar solid organ transplantasyonlarına göre görsel akut 

rejeksiyon takibinin daha etkili olması, uzun dönem sonuçlarının henüz tam olarak ortaya 

çıkmamış olmaması ve immunsüpresyon dozlarının mümkün olduğunca az uygulanması olası 

sebeplerdir (9).  

Tablo 3: Kronik allogreft rejeksiyonu riskler (132) 

4.2.7. Rejeksiyon Histopatolojisi 
4.2.7.1. Akut Rejeksiyon Histopatolojisi 
Deri en antijenik yapı olduğu için allotransplant içeriğinde deri varsa allorejeksiyon takibi 

transplante edilen kompozit doku içerikli allogreft cildi üzerinden alınan cilt biyopsileri ile 

takip edilebilmektedir (112, 122). VCA rejeksiyon epizotlarının histopatolojik takibinde 

histopatolojik değerlendirme rejeksiyonun tipini, rejeksiyonun ciddiyetini 

değerlendirmektedir. Histopatolojik skorlamada The Banff (2007) skorlaması 

kullanılmaktadır (133) (Tablo 4). The Banff histopatolojik değerlendirmesinde dermisi 

adneksiyel yapıları infiltre eden inflamatuar hücreler, epiteliyal apopitozis, diskeratoz, dermal 

nekroz değerlendirilmesi yapılmaktadır. 

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

Grade 0 İnflamasyon yok ya da çok az inflamasyon mevcut. 

Grade I Hafif dereceli perivasküler infiltrasyon epidermis ayrılması yok. 

Grade II Ilımlı-ciddi perivasküler infiltrasyon, hafif epidermis ayrılması, diskeratoz veya 
keratinolizis, epidermal diskeratoz ve apoptozis yok.  

Grade III Ciddi yoğun inflamasyon ve epidermal ayrılma, apoptoz, diskeratoz veya 
keratinolizis mevcut. 

İmmunolojik Non İmmunolojik 

Donör spesifik MHC antikorları varlığı Transplant tipi 

Akut rejeksiyon sıklığı  Mekanik travma 

T hücre aracılı rejeksiyon Allogrefte olan kan akımı ( iskemik süresi) 

Antikor aracılı rejeksiyon Lenfatik rejenerasyon durumu 

Allogreftin deri yükü varlığı Greft denervasyonu 

CMV pozitifliği, enjeksiyon durumu Sistemik vasküler direnç 

VCA kemik iliği komponent içeriği  
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Grade IV Nekrotizan akut rejeksiyon, dermal nekroz odakları mevcut. 

4.2.7.2. Kronik Rejeksiyon Histopatolojisi  
Kronik allojenik rejeksiyon histopatolojisi intimal hiperplazi, fibrozis, lenfoid foliküllerde 

artış ve transplantasyon vaskülopatisi ile seyreder. Bu nedenle VCA’da düzenli olarak derin 

doku biyopsileri ile kronik rejeksiyon takibi önerilir. Solid organ transplantasyonlarında 

fonksiyonel gerileme ve kayıp ile bulgu verir (132). 

4.3. Allogreft Rejeksiyonu Önlenmesi /İmmun Modülasyon  
4.3.1. İmmun Modülasyon  
Otoimmun hastalıklara (134) sebep olan immun yanıtta, transplante edilen bir allogreftin 

reddine sebep olan alloimmun yanıtta (135) veya kanserli hücrelere karşı immun cevabın 

yeterli olmadığı (136) durumlarda, immun sistem yanıtını değiştirmek için gelişmiş ve 

özelleşmiş immun cevabın regüle edilmesi için yapılan müdahaleler ‘immun modülasyon’ 

olarak tanımlanır. İmmun cevabın arka planı bilindiği ölçüde immunoterapi ile immunolojik 

yanıt regüle edilebilir (137).  

İmmunolojik spesifik tanıma mekanizmaları, immun sistem aktivasyon ve regülasyon 

mekanizmaları ve bu mekanizmalarda rol oynayan hücreler ve ürünleri üzerinden bir 

alloantijene karşı spesifik immun tolerans geliştirilebilir. Temel olarak, antijen-antikor 

kompleksine yönelik antikorlar (Rh antikorları), IL-1 (glukortikoidler), T hücre reseptörlerine 

yönelik ajanlar (OKT3, ALT, anti CD4), IL-2 (siklosporin, takrolimus) ve T hücre 

proliferasyonuna yönelik ajanlar (azatiyopürin, metotreksat, rapamisin, siklofosfamid, MMF, 

steroid) üzerinden immun modülasyon sağlanabilir (137) (Şekil 18). 

 



 37 

Şekil 18: İmmun modülasyon mekanizmaları (137)
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4.3.1.1. İmmun Modülasyonda Kullanılan Yöntemler 
1. Radyoterapi (RT) 
Hematopoietik kök hücre transplantasyonu öncesi myeloablatif yüksek doz tüm vücut RT 

hazırlık tedavisinde kullanılmaktadır. Total vücut ışınlama sonrasında lenfositlerin % 80’i 

ölmektedir. RT parsiyel myeloablatif tedavi olarak düşük doz veya bölgesel olarak lenfoma 

gibi hastalıkların tedavisinde, tolerans indüksiyonunda hazırlık rejimi olarak kullanılmaktadır. 

2-İmmun modülatuar ilaçlar: İmmunsüpresif ilaçlar, antimetabolitler 

3-Sitokinler: IFN, Hepatik büyüme faktörleri, IL-2 

4-Terapötik antikorlar: Poliklonal, monoklonal 

5-Sitokin reseptör inhibitörleri: TNF, IL-2, IL-1 

6-Plazmaferez: İntravasküler dolaşımdan antijen antikor komplekslerini ve Ig’leri 

uzaklaştırma yöntemidir (137). 

İmmun sistem kendisine ait MHC I-II doku uyumluluk antijeni dışındaki yabancı antijenik 

yükü, dokuyu, mikroorganizmayı eradike eder (128). İmmun modülasyon ile konakçıda 

kendine ait olmayan donöre ait MHC moleküllerine karşı immun tolerans geliştirilip, 

allorejeksiyon geciktirilerek veya engellenerek donör spesifik tolerans oluşturulabilir (138). 

4.3.2. İmmunolojik Tolerans  
Self antijene yanıtın süprese edilmesi, persistan ve uzun süreli yabancı antijen ile temasta 

immunolojik cevabın kontrol edilmesidir. İmmunolojik tolerans santral ve periferik 

mekanizmalarla gelişir. Self tolerans ve spesifik tolerans olmak üzere iki çeşittir (92, 118).  

4.3.2.1. Self Tolerans  
İmmun savunmacı konakçının kendine ait antijenlere immun yanıt oluşturmaması, self 

tolerans olarak ifade edilir. İmmun tolerans farklı self antijenler ile temas yolu ile organlarda 

daha lenfositler oluşurken sağlanabileceği gibi, lenfositlerin periferik organlarda self 

antijenlerle karşılaşması sonucu da oluşur (92, 139, 140).  

4.3.2.2. Spesifik İmmun Tolerans  
Kendine yabancı tüm antijenlere immunolojik yanıt veren konağın, bir grup antijene yanıt 

vermemesi halidir. Spesifik immun yanıtsızlık halidir (140).  

4.3.2.3. Allojenik İmmun Tolerans/ Transplantasyon Toleransı  
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Spesifik immun tolerans transplante edilen bir allogrefte yönelik olursa donör spesifik 

tolerans/transplantasyon toleransı olarak isimlendirilir. Donör spesifik tolerans oluştuğunda 

kronik immunsüpresif tedavi olmadan alıcının lenfositleri donöre ait hücreleri tehlikeli veya 

yabancı olarak görmez. Aynı zamanda üçüncü bir kişiden gelen alloantijene yanıt mevcuttur. 

Yıkıcı allorejeksiyon mevcut değildir. (141). Donör spesifik toleransta in vitro T hücre 

aktivitesi mevcuttur. Sadece donör antijenlerine karşı T hücre reaktivitesi yoktur (140, 142). 

4.3.3. İmmun Tolerans Mekanizmaları 
4.3.3.1. Santral Tolerans / Klonal Delesyon 
Santral tolerans kendine ait antijenlere yüksek afinite gösteren self reaktif ve antijen spesifik 

T ve B hücrelerinin timusta ve kemik iliğinde delesyon mekanizması ile elimine edilmesidir 

(143, 144) (Şekil 19). 

4.3.3.2. Periferik Tolerans  
Santral toleranstan kaçan düşük afinitede self reaktif T ve B lenfositleri periferik lenfoid 

organlarda periferik tolerans ile delesyonel (143) veya nondelesyonel mekanizmalar  (145) ile 

elimine edilir (Şekil 19-20). 
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Şekil 19: Santral ve periferik tolerans (144) 

 

4.3.4. Transplantasyon Toleransı 
‘Holly Gray of organ transplantation’ kavramı farmakolojik idame immun süpresyon 

kullanılmadığı halde devamlı transplantation toleransı, uzun süreli allogreft yaşam süresi 

oluşmasıdır. Klinik olarak tolerans transplante edilen organın fonksiyonel olarak çalışması, 

histolojik rejeksiyon bulgularının mevcut olmamasıdır. İmmunsüpresif tedavi alan 

transplantasyon hastalarında idame tedavi ile ‘operasyonel tolerans’ hali gelişmektedir (145). 

Transplantasyon toleransı santral delesyonel-timik; periferik delesyonel ve nondelesyonel 

mekanizmalarla oluşabilir (Şekil 20) (Tablo 5). Etkili bir tolerans indüksiyon mekanizması 

klinik olarak uygulanabilir, güçlü, stabil, ölçülebilir ve allogreft ile uyumlu olmalıdır (140). 

 

 
Şekil 20: Transplant Tolerans Mekanizmaları 

 

4.3.4.1. T hücreler ve İmmun Tolerans  
A. Santral tolerans / Klonal delesyon 
Timusta gerçekleşen santral T hücre toleransına klonal seçilim denir (143). 
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Negatif Seçilim/Delesyon: Erken dönemde timusta medüller timik epitelde Aire 

transkripsiyon faktörü kontrolünde otoreaktif self antijenlere karşı aktif yüksek afinite 

gösteren T hücreler delesyona uğrar (144). 

Pozitif Seçilim: MHC-peptid kompleksini tanıyan self reaktif olmayan T hücrelerin 

seçilimidir (146)  

Timus: Timus self toleransta hayat boyunca etkilidir. Allogrefte yönelik donör spesifik 

tolerans stratejisi olarak da rol alabilir. Karaciğer gibi telerojenik hücrelerin yoğun olduğu 

allotransplantasyonlardan sonra allogrefte yönelik toleransın immunsüpresif tedavi 

kesildiğinde de devam ettiği görülmüştür. Bunun sebebi allogreftte mevcut passenger 

lenfositlerin alıcının organ ve dokularına ekilmesi ve kimerizm hali oluşturmasıdır. Kalp ve 

böbrek gibi telerojenik hücrelerden zengin olmayan organlarda aynı durumu sağlamak için 

nonmyeloablatif indüksiyon tedavisi sonrası allojenik kemik iliği kökenli hematopoietik kök 

hücreler kullanılabilir. Fakat bu yolla oluşan periferik kimerizm uzun süreli ve stabil değildir. 

Santral lenfoid organ olan timusta yapılacak manipülasyonlarla alloantijenle indüklenmiş 

intratimik T hücre delesyonu ile tolerans sağlayabilir. Timus içerisine direkt alloantijen 

enjeksiyonu ile santral tolerans indüksiyonu hayvan deneylerinde gösterilmiştir (147). 

Sıçanlarda santral delesyonel tolerans mekanizması ile intratimik donör kemik iliği kökenli 

hücre enjeksiyonu ile allojenik deri grefti yaşam süresi uzadığı gösterilmiştir (148). 

Transplant toleransında amaç stabil donör spesifik immun toleranstır (Şekil 21). 

 
Şekil 21: Stabil Donör Spesifik Tolerans
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B. Periferik Tolerans  
1. Ekstratimik Delesyon: İlaçlar (rapamisin), süpresör veya regülatuar hücreler T hücreler 

üzerinde periferik apoptozis ve ekstratimik delesyon, anerji ve süpresyona yol açabilir (143, 

149). Kostimulatuar blokaj ve kemik iliği transplantasyonu ile ekstratimik delesyon 

gözlenmiştir (150). Mekanizması AICD (activation induced cell death)’tir (142). Burada 

hücre yüzeyinde bulunan apoptozis tetikleyici faz reseptörleri rol alır (117) (Şekil 23). 

Veto fenomeni (CD8+) Tc hücrelerin sitotoksik T hücrelerini öldürebilme yeteneğinin 

olmasıdır (142). (CD34+) Hematopoietik hücrelerin veto etkisi donör alloantijenlerine karşı 

gelişmiş sitotoksik T lenfosit prekürsörlerinin apoptozis yolu ile elimine edilmesidir. 

Megadoz pürifiye (CD34+) hematopoietik kök hücreler ile allojenik tolerans arttırılıp immun 

tolerans sağlanabilir (151, 152). 

2. Anerji: Efektör fonksiyonlarını yerine getiremeyecek şekilde intrensik moleküler 

değişiklere uğramış T lenfositleri etkisizleştirilir etkili immun yanıt gelişmez. Buna ‘anerji’ 

denir. Kostimulatuar moleküller ve sinyal yolaklarında blokaj uygulaması anerji gelişimini 

sağlar. Anerjik hücreler antijen ile stimüle edildiğinde yanıt vermez (81, 144, 150) (Şekil 22-

23). 

3. İnhibitör Moleküler Sinyaller: CTLA-4 ve PD-1 inhibitör immunmodülatuar sinyallerdir. 

Bu moleküllere yönelik stümülatuar veya inhibitör antikorlar kullanılarak immun stimülasyon 

veya immun tolerans geliştirilebilir. PD-1 inhibitör molekülün yokluğunda farelerde SLE gibi 

otoimmun hastalıklar ortaya çıkmaktadır. Kronik viral hastalıklarda ise bu molekülün fazla 

yükselmesi ile santral toleranstan kaçan düşük afinitedeki otoreaktif T hücreler periferik 

delesyondan kaçarak otoimmun hastalıklara sebebiyet verebilir (144). 

4. Sitokinler: Çözünür faktörler ve sitokinler immun regülasyonda önemli rol oynar. IL-17 ve 

INF-γ inflamatuar ve hemostatik etkilidir, inhibisyonlarında otoimmun hastalıklar ortaya 

çıkabilir. IL-10 ve TGF-β ise immun toleransın devamında rol oynar. IL-6 gibi sitokinler ise 

Th17 aracılığı ile Treg gelişimini antagonize ederek inflamatuar hastalıklarda rol almaktadır. 

Efektör T hücreleri ve Treg hücre fonksiyonları ve yaşamları IL-2’ye bağlıdır. IL-2 

konsantrasyonlarında düşüş olursa T efektör hücre gelişiminde baskılanma ve immun tolerans 

gelişir. Dolayısıyla regülatuar ve efektör hücre dengesi ve burada rol oynayan sitokinler 

önemlidir (144). 
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5. Treg hücreler: Periferik tolerans mekanizmasında önemli rol oynayan immun regülatuar 

Treg hücrelerdir. Treg hücreler hücre-hücre kontakt mekanizması ile otokrin etki ile (IL-10, 

TGF-β) ve parakrin mekanizma ile diğer hücreleri etkileyerek immun regülatuar görev yapar 

(153) (Şekil 22). 

6. Telerojenik dendritik hücreler (periferik lenfoid organlar): Plastisitesi yüksek dendritik 

hücreler Treg hücrelerin fonksiyonları ve proliferasyonları üzerinde etkilidir (154).  

7. İhmal edilme (Ignorance):  İmmunoterapi altında transplante edilen allogrefte yönelik 

yanıt ve nihai olarak stabil transplantasyon toleransı oluşurken yeni oluşmuş alloreaktif T 

hücre kolonlarının tamamı santral delesyona uğramamış iken alloreaktif T hücreler ve 

regülatuar mekanizmalar arasında dengenin sağlandığı stabil olmayan immun yanıtsızlık 

aşamasını ifade eder (141, 153). Eğer donöre ait hücreler alıcının lenfatik dolaşımına ulaşmaz 

ise ve vericide T efektör lenfositler işlevsizse yine bu mekanizma devreye girer. Korneal 

allotransplantasyonlar veya kapsüle edilmiş pankreas adacık allotransplantasyonlarına karşı 

olan immun tolerans örnek verilebilir (155) (Şekil 22-23). 

 
Şekil 22: Periferik Tolerans Mekanizmaları
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4.3.4.2. B hücreleri ve İmmun Tolerans (Santral ve Periferik tolerans)  
Yüzeyinde self antijenlere karşı yüksek afinitede Ig bulunduran B lenfositler kemik iliğinde 

delesyon ve reseptör denetlenmesi ile elimine edilir. Düşük afinitede self reaktif B hücreleri 

ise periferik lenfoid organlarda nondelesyonel mekanizmalar olan anerji, inhibitor reseptörler, 

exhausting, Treg hücreler, immun regülatuar sitokinler ve telerojenik dendritik hücreler ile 

elimine edilir (144) (Şekil 19). 

4.3.5. Transplantasyon Toleransı, Mekanizma ve Endikasyonlar 
4.3.5.1. Allojenik Transplantasyon Endikasyonları 
1. Nonfonksiyonel hayati veya fonksiyonel, estetik bir organ ve doku kaybında 

transplantasyon 

2. Hematolojik maligniteler ve hastalıklar (145)  

4.3.5.2. Transplantasyon Toleransı Mekanizması  (155) 

1. Klonal delesyon (santral ve periferik) 

2. Anerji: T hücrelerinde efektör immun yanıtta baskılanma oluşmasıdır. 

3. Süpresyon: TGF-β, IL-10 aracılığı ile regülatuar ve telerojenik hücre indüksiyonu ile T 

efektör hücrelerde baskılanma oluşmasıdır. 

4. İhmal edilme (Ignorance) 

5. İmmun yön değiştirme (Immune Deviation): Sitokinler, büyüme faktörler, ile efektör T 

hücre popülasyonlarında apoptotik değişim gelişmesi ve immun cevaplarında baskılanma 

oluşması (117) (Şekil 23). 

 
Şekil 23: Anerji, delesyon ve immun yön değiştirme (deviasyon)/süpresyon (117) 
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Allogreft kaybına antijene bağlı olmayan rejeksiyon yanıtı allogreftte iskemi reperfüzyon 

hasarı olması ve allogreftte travmatik hasar olması ve Toll like reseptörler aracılığı ile olur. 

Allogreft kaybına antijene bağlı rejeksiyon yanıtı ise daha önce oluşmuş antikorlar üzerinden 

doğal immun yanıtın gelişmesi ile hücresel ve humoral immun yanıt ile olur. T hücre ve B 

hücre bağımlıdır (142).  

 
4.3.6. Transplant Toleransı Stratejisi ve Yöntemler 
Tablo 5: Tolerans indüksiyonunda strateji ve yöntemler (142). 

Kategori Strateji Yöntem  

Timik Delesyonel Timusta T hücrelerinin 
eliminasyonu 

1. Tam veya mikst hematopoietik 
kimerizm indüksiyonu 
2. İntratimik alloantijen enjeksiyonu 
veya intratimik donör kemik iliği 
kökenli kök hücre enjeksiyonu 
enjeksiyon 

Periferik Delesyonel Donör spesifik efektör T 
hücrelerin eliminasyonu 

1. Veto aktivitesi ve veto hücreleri 
kullanımı  
2. Aktivasyonla indüklenen hücre 
ölümü, periferik T hücre apoptozisi 
(AICD) yaratan yöntemler 

Periferik Non-
delesyonel 

Donör alloantijenleri ile 
alıcıda T lenfosit 
cevabını regüle etme 

1. Treg hücre indüksiyonu  
2. Kostimulatuar molekül blokajı ve 
inhibitör moleküllerin indüksiyonu 

  

Myeloablatif tedavi sonrası donör hematopoietik makrokimerizm transplant toleransı 

açısından en güvenilir yöntemdir. Çünkü intratimik klonal delesyon mekanizması donör 

reaktif T lenfositlerin delesyonuna sebep olur. Non-delesyonel mekanizmalar olan anerji 

süpresyon ve immun modülasyon stabil kalıcı bir mikst kimerizm hali oluşturmaz (145). 

Myeloablatif tedavi sonrası kemik iliği kökenli hematopoietik hücre ve böbrek 

transplantasyonu ile GVHD oluşmadan tam makrokimerizm oluşturulmuş ve bir yıl sonra 

immunsüpresif tedavi ihtiyacı kalmamıştır (156). 

Allotransplantasyon yapılan hastalarda immunsüpresif ilaç tedavisi ile operasyonel tolerans 

sağlanmaktadır (145, 157). Bu hastaların bir çoğunda immunsüpresif tedavi devam ettiği 

sürece saptanabilir bir hematopoietik kimerizm oluşmaktadır. Hematopoietik kimerizm hali 

transplantasyon toleransı için gerekli bir durumdur. Solid organ, VCA transplantasyonları ve 

hematopoietik kök hücre transplantasyonları, allojenik cevap biyolojisi, solid organ ve VCA 

transplantasyonlarında hematopoietik kimerizmin rolü, telerojenik ve immun regülatuar 
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hücreler ve yeni tolerans indüksiyon stratejileri hakkında çalışmalar devam etmektedir (145). 
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4.3.7. Transplantasyon Tolerans İndüksiyon Tedavisinde Kullanılan Eski ve Yeni 
Stratejiler 

1. RT 
2. İmmun modülatuar/ immunsüpresif ilaçlar ve antikorlar 
3. Stabil mikst kimerizm  
4. Hücresel tedaviler ( Treg hücre, dendritik hücre, MSC tedavileri) 
5.  Genetik tedaviler 

4.4. İmmun modülasyon, İmmunoterapi ve Komplikasyonları  
İmmun cevabı düzenlemeyi, inflamatuar, otoimmun hastalıkların tedavisini, kanser 

tedavisini ve allorejeksiyonların önlenmesini amaçlayan etkili immun modülatuar tedaviler 

immunsüpresif ilaçlar, sitokinler ve sitokin reseptörleri ve hedefe yönelik antikorlar ile 

yapılmaktadır (137).  

4.4.1. İmmun Modülatör İlaçlar Etki Mekanizmaları 
Yabancı antijen stimülasyonu ile IL-12 etkisi ile T hücre proliferasyonu başlar. Th hücrelerin 

devreye girmesiyle T hücre aktivasyonu artar. Antijen sürekli ise bellek T hücre oluşumu ile 

hafıza oluşur. Sinyal I TCR-MHC birleşmesi, sinyal II kostimülatuar molekül etkileşimi ve 

sinyal III antijenik yanıtın hızlanması ile hücre içine giden sinyallerle gen transkripsiyonu ve 

sitokin sentezi gerçekleşir. Hücrede protein kinaz aktivasyonu ile fosforilasyon ve hücre içi 

sinyal moleküllerinin aktive olması sağlanır. Bu işlem Th hücrenin sitokin üretimi için 

gereklidir. Th hücre kaynaklı sitokinlerin T hücre reseptörlerine (IL-2/IL-2 reseptörleri) 

bağlanması ile T lenfositlerde mitotik aktivite başlar ve proliferasyon aşaması gelişir. IL-2 

reseptör aracılığı ile sinyal iletimi çoğalma için gereklidir. İmmun modülatuar ilaçlar ve 

antikorlar bu yolaklar üzerinden etki göstermektedir (115, 158). 

İmmunsüpresif ilaç tedavisi merkezden merkeze, hastadan hastaya, allotransplante edilen 

doku veya organa göre değişir. Amaç minimum immunsüpresyon, morbidite ve mortalite 

oluşturacak yan etkiden kaçınma, minimum komplikasyon, iyi oluşmuş bir allogreft toleransı 

ve allogreft rejeksiyonun önlenmesi yani immun modülasyondur. Allotransplantasyon öncesi 

ve sırasında indüksiyon, hemen arkasından idame, akut rejeksiyon ataklarında kurtarma 

tedavisi olarak immunsüpresif ilaçlar kullanılır (158, 159).  

4.4.2. Transplantasyon Tolerans İndüksiyonunda Kullanılan İmmunsüpresif İlaçlar 
İlk olarak steroid ve azatiyopürin kullanılmış olup (61), siklosporinin keşfi ile akut rejeksiyon 

atakları allotransplantasyonlarda dramatik olarak düşmüştür. Takrolimusun bulunmasıyla, 
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siklosporinden daha potent olması nedeni ile iyi bir alternatif olmuştur. Takrolimus 

antiproliferatif ajan MMF ile kombine tedavide kullanıldığında akut rejeksiyon atak 

insidansını düşürmüştür. Nefrotoksik özellikleri olmayan TOR inhibitörlerinin (rapamisin; 

sirolimus, everomilus) bulunması ile nefrotoksik yan etkilerden kaçınmak için TOR 

inhibitörleri düşük doz kalsinörin inhibitörleri ile beraber kullanılmaya başlamıştır (160) 

(Şekil 24) (Tablo 6).  

 
Şekil 24: İmmunosüpresif ilaçların bulunuşu (161) 

Tablo 6: Günümüzde kullanılan immunsüpresif ilaçlar; mekanizma, hedef ve 

komplikasyonlar (115, 161, 162)  

Mekanizma İlaç Hedef Komplikasyonlar 
Gen 
ekspresyonunun 
regülasyonu 

GK GK reseptör 
inhibitörleri 

Gerilemiş yara iyileşmesi 
Katarakt  
DM 
Hiperlipidemi 

Alkilasyon Siklofosfamid DNA Lökopeni 
Hemorajik sistit 
Kardiyotoksisite 
Alopesi 

Kinaz ve fosfataz 
inhibitörleri 

Siklosporin  
 
Takrolimus  
 
 
Rapamisin 

Kalsinörin, JKN/p38 
kinaz inhibitörü 
Kalsinörin, JKN/p38 
kinaz inhibitörü 
 
Siklin kinaz kaskatı 

Nefrotoksisite 
 
HT, Hiperglisemi 
GİS semptomları 
Hiperkalemi 
Hiperkolesterolemi, 
hiperlipidemi, lökopeni, 
trombositopeni 
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Pürin sentez 
inhibisyonu 

Azatiyopürin 
 
 
 
 
MMF  

Çeşitli enzimler 
 
 
 
 
IMPDH 

Kemik iliği süpresyonu 
(Lökopeni, trombositemi, anemi) 
Malignite gelişme riski 
Kemik iliği süpresyonu 
GİS toksisitesi  
Diare, lökopeni, trombositopeni 

IMPDH: İnozin 5 monofosfat dehidrogenaz GK: Glukortikoid
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4.4.3. Transplantasyon Tolerans İndüksiyonunda Kullanılan Antikorlar 
Allorejeksiyonu önlemede kullanılan antikorlar kostimulatuar moleküllere, TCR 

reseptörlerine veya IL-2’ye yönelik olabilir (162). VCA’da indüksiyon terapisinde sıklıkla 

antilenfosit antikorları, anti T hücre antikorları içeren tedavi protokolleri kullanılmaktadır 

(21). Poliklonal veya monoklonal üretilmiş olabilirler. Selektif ve non selektif etkileri vardır. 

4.4.3.1. Poliklonal Antikorlar  
İnsan lenfositleri tarafından uyarılmış at veya tavşan kanındaki IgG tipi antikorların izole 

edilmesiyle elde edilir. Tipik insan antijenlere yanıt olarak üretilen antikorlar farklı plazma 

hücre serileri tarafından üretildiği için heterojen yani poliklonaldır. Spesifik değildirler (163). 

Lenfositler üzerinde deplesyon etkisi olan poliklonal antikorlar ATG (antitimosit globulin) 

gibi (9) allotransplantasyon cerrahisinde indüksiyon tedavisinde kullanılmaktadırlar. 

4.4.3.2. Monoklonal Antikorlar  
Monoklonal antikor üretim metodolojisi farelerin spesifik antijenlerle aşılanması ve B 

lenfositlerle myelom kanser hücrelerinin hibridoma oluşturmasına dayanmaktadır. 

Homojendir, yani monoklonaldır. Belirli bir hedef antijene karşı üretilirler (71). 

Allotransplantasyonlarda (Daklizumab, Basiliximab; anti IL-2) indüksiyon tedavisinde 

kullanılmaktadır (9). 

4.4.4. Mekanizmalara Göre Transplantasyon Toleransı Oluşturmak için kullanılan İlaç 

ve Antikorlar 
4.4.4.1. Sinyal I /T hücre Deplesyonu 
TCR-MHC kompleksine yönelik blokaj T hücre deplesyonu yapar. T hücre proliferasyonunu 

bloke eder. T hücre deplesyonu allogreft kabulü için insanlarda allotransplantasyon esnasında 

kullanılan bir protokoldür. Tek başına etkili değildir. Genellikle kombine kullanılır (21). 

Hayvan deneylerinde kompozit doku allotransplantasyonlarında siklosporin ile kombine 

kullanılmış T hücre deplesyon protokollerinin allogreft yaşamını uzatarak kimerizm 

indüksiyonu yaptığı gösterilmiştir (164, 165). Aktive T hücrelerinin sayısının düşürülmesi, T 

hücre deplesyonu ile allogreft kabulü artar (166) (Şekil 26). T hücre deplesyonu selektif ve 

non selektif yapılabilir (21, 164) (Tablo 7) 
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Tablo 7: T hücre deplesyonu (selektif ve non selektif) 
 

 

4.4.4.2. Sinyal II / Kostimulatuar Moleküller 
Çok çeşitli kostimulatuar etkileşim ve molekül vardır (155, 167). Kostimülatuar moleküller 

periferik tolerans oluşumda anerji, delesyon, Treg hücre indüksiyonu yaparak etkili olur (116) 

(Şekil 25).  

T hücre yüzeylerinde bulunan kostimülatör moleküllerin (CD28), makrofaj, dendritik hücre 

ve B lenfosit yüzeyindeki ligandları (B7 ligandları; B7.1:CD80, B7.2:CD86) ile birleşmeleri 

T hücre aktivasyonuna yol açar (Sinyal II). Kostimulatuar moleküllerin etkisi olmazsa, T 

hücre aktivasyonu gelişmez ve immun yanıt baskılanır. T hücre yüzeyinde bulunan CD28 

molekülü B7 (CD80, CD86) ile etkileştiğinde T hücre aktivasyonu maksimum düzeye 

ulaştığında CTLA-4 (CD152) ekspresyonu artar, CD40 ile etkileşerek CD28 ile yarışarak 

aktivasyonu sınırlı tutar ve IL-2 yapımı azalır. CTLA-4 immun yanıttı sınırlayıcı inhibitör rol 

oynayan bir moleküldür. Aktivasyon esnasında reseptör ligand ilişkisi içerisinde antijen sunan 

hücreler ve T hücreler arasında kostimulatuar moleküller salgılanır. Bu moleküllerin blokajı T 

hücre aktivasyonunu TCR reseptöründen bağımsız olarak bloke eder. Bu nedenle immun 

tolerans stratejisi sadece aktive olan T hücrelere yöneliktir. CTLA-Ig’ler CD28-B7 

etkileşimini bloke ederek T hücre proliferasyonunun inhibe eder (Şekil 25). 

Kostimulatuar CTLA-4 Ig kullanılarak allojenik kök hücre engreftmanı, allojenik deriye 

yönelik tolerans, ekstratimik T hücre delesyonu ve T hücre toleransı sağlanabilir (168, 169).  

Selekif  
Seçici olarak aktive T hücrelerini hedef alır, 
aktivasyonu önler. NK monositler ve diğer 
lenfositleri hedef almaz. 
Komplikasyon daha azdır. 
Tek başlarına yeterli immunsüpresyon 
yapmazlar. 

Siklosporin 
Anti α- β-TCR antikor (matür T lenfositte 
bulunan T hücre aktivasyonunu sağlayan 
proteine karşıdır.) 

Non Selektif 
Lenfodeplesyon yapar, komplikasyon daha 
fazladır. 

Poliklonal 
Anti lenfosit serum (ALT) 
Antitimosit globulin (ATG) 
Monoklonal antikorlar 
Anti CD3 = Muronab / OKT 3 
Anti CD52 = Campath-IH / Alemtuzumab 
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Şekil 25: Kostimülatuar moleküller ve sinyal I-II-III (155) 

 

CD154-CD40 etkileşimine yönelik kullanılan spesifik monoklonal antikorların (anti CD40) 

hayvan deneylerinde deri ve kardiyak greft rejeksiyonunu engellediği ve uzun dönem allogreft 

yaşam süresini uzattığı bildirilmiştir (170). Anti-CD40 antikorlarının CTLA-4 Ig ile 

sinerjistik etki yaratarak deri allogreft yaşam süresini kemik iliği transplantasyonu ile beraber 

uzattığı gösterilmiştir (171). 

Anti CD154 antikorları T efektör hücre aktivasyon ve proliferasyonunu sınırladığı, Treg hücre 

indüksiyonu yaptığı gösterilmiştir (172). 

4.4.4.3. Sinyal III 
Kalsinörin enzim inhibitörleri (siklosporin, takrolimus), pürin sentez inhibitörleri 

(MMF, azatiyopürin), TOR inhibitörleri (rapamisin), IL-2 reseptör blokörü antikorlar 

(daclizumab, basiliksimab) ve steroidler sinyal III yani T hücre proliferasyonu ve aktivasyonu 

için gerekli IL-2 sentezini bloke ederler (158) (Şekil 26). 
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Şekil 26: İmmunsüpresif ilaçlar ve immun modülatuar antikorların etki mekanizmaları  (101) 

  

4.4.5. Deri İçerikli Allogreft (VCA) rejeksiyonunu önlemede kullanılan immunsüpresif 
ilaçlar 
Temel amaç VCA akut ve kronik rejeksiyonunu önleyecek şekilde minimal dozda 

immunsüpresif kullanımı, minimum immunsüpresif komplikasyon, düşük enfeksiyon ve 

malignite riski ile beraber GVHD hastalığı olmadan allogreft ve hasta yaşam süresini 

uzatmaktır (21) (Tablo 8). 
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Tablo 8: İmmunsüpresif Tedavi/Deri İçerikli Allogreft (VCA) 

 
4.4.6. Allogreft Rejeksiyonunu Önleyici İmmunosüpresif Tedavi Komplikasyonları  (9)  

1. GVHD 
Allojenik transplantasyon sonrası donöre ait immun hücrelerin alıcıya saldırması ile doku ve 

organlarda immun yanıt sonrasında oluşan antijen antikor komplekslerinin doku ve organlarda 

birikerek organ disfonksiyonu yapması ve allogreft rejeksiyonunu indüklemesi halidir. Donör 

lenfositlerinden zengin kompozit içerikli allogreft transplantasyonu GVHD riskini 

arttırmaktadır. Allotransplantasyonlarda önemli bir problem olmakla beraber kontrolü 

önemlidir. Allotransplante edilen dokuda, kemik iliği ve lenf nodlarının bulunması ve 

ışınlanmadan transplantasyon yapılması GVHD riskini beraberinde getirmektedir. VCA 

transplantasyonu öncesi total allogreft ışınlaması, lenfadenektomi, cross match çalışması, bu 

sebeple uygulanmaktadır (21, 173-175).  

İndüksiyon 
Terapisi (9) 

 1-Antitimosit Globülin (ATG)  
 T hücre antijenlerine yönelik poliklonal antikordur.  
 Kompleman aracılı lizis, non selektif lenfosit deplesyonu yapar. 
 2-Anti IL 2 / Monoklonal antikor  
 Daclizumab ve Basiliximab 
 Aktive T hücrelerindeki IL-2 reseptörü alfa subünitine bağlanır. 
 T hücre proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu önler. 
 T hücre deplesyonu yapar. 
 3-Anti-CD52 / Monoklonal antikor (campath-1H) 
 Alemtuzumab; T ve B hücre deplesyonu yapar. 
 4-Anti CD3 / Monoklonal antikoru (OKT3) 
 T hücrelerine bağlanarak T hücrelerini siler. 

İdame 
Tedavi (9) 
 

1-Tacrolimus / Kalsinörin inhibitörü  
 Siklosporinden 10-100 kat güçlüdür. 
 Streptomyces tsukubaensis’dan üretilen bir makroliddir. 
 Kalsiyum bağımlı IL-2 üretimini bloke eder. 
2-MMF / Pürin sentez inhibitörü 
 Lenfositlerdeki guanin nükleotid sentezini inhibe ederek lenfosit  
 proliferasyonunun inhibe eder. 
 T ve B lenfosit inhibisyonu yapar. 
3-Kortikosteroid 
 Non selektiftir. IL-2 proliferasyonunu baskılar.  
 Antijen sunan hücreleri ve T lenfositlere etkilidir. 

Kurtarma 
Tedavisi  (9) 

1- Sirolimus/ Rapamisin: TOR inhibitörleri makrosiklik laktonlardır. 
2-Steroid: Yüksek doz IV bolus şeklinde uygulanır. 
3-Antikorlar: Yüksek doz IV infüzyon şeklinde uygulanır. 
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2. Metabolik  
Kreatinin yüksekliği, renal disfonksiyon, cushing sendromu, hiperglisemi, arteriyel 

hipertansiyon, hiperparatiroidi, avasküler kalça nekrozu görülebilmektedir (13). 

3. Fırsatçı Enfeksiyon 
CMV, herpes, bakteriyel enfeksiyonlar, kutanöz mikoz, Clostridium difficile enfeksiyonu 

görülebilmektedir (13). 

4-Lenfoproliferatif Hastalıklar ve Maligniteler (13) 

4.4.7. Allogreft Rejeksiyonunu Önleyici Yaklaşım  
4.4.7.1. Preoperatif 
A. Hiperakut rejeksiyona neden olabilecek önceden oluşmuş antikorların tespiti (ABO, anti 

HLA antikorları) 

B. Alloantikorların tespiti (akış sitometri) ve doku uyumluluk testleri (Cross Match): Her ne 

kadar majör MHC antijenleri ve antikorları açısından uygun sonuçlar ile transplantasyon 

yapılsa da minör MHC antijenleri nedeni ile akut rejeksiyon ihtimali mevcuttur.  

C. İndüksiyon immunoterapi  

D. Allogreftte travmatik hasarın ekarte edilmesi (79) 

4.4.7.2. Peroperatif 
A. Uzamış iskemik süre allogreft transplantasyonunda doku hasarını arttırmakta ve 

rejeksiyon riskini beraberinde getirmektedir (130). 

B. Allogreftin travmatize edilmesi endotel hasarını arttırmakta doğal immun yanıtı 

kuvvetlendirmekte ve rejeksiyon sürecini tetiklemektedir (79). 

4.4.7.3. Postoperatif 
İdame immunsüpresif tedavi düzenlenmeli ve akut rejeksiyon açısından hasta takibe 

alınmalıdır. 

4.5. Tolerans İndüksiyon Stratejileri 
Allojenik doku nakillerini sınırlayan en önemli faktör immunsüpresif kullanımı ve yan 

etkileridir. Tolerans indüksiyon çalışmalarının odak noktası, alıcıda immunsüpresyon 

oluşturmadan transplante edilmiş allogreftin rejeksiyonunu önlemek, donör spesifik tolerans 

hali oluşturmaktır. En az zarar veren ve en etkili metotla allotoleransın devamlılığını 

sağlamak, allogreft yaşam süresini uzatmak, immunsüpresif tedavileri azaltmak, donör 

spesifik tolerans temel amaçtır (164) (Tablo 9). 
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Tablo 9: Tolerans indüksiyon stratejileri (21) 

 

4.5.1. Kimerizm, Mikst Kimerizm ve Tranplant Toleransı 
Kimerizm kişinin belirli bir yüzdede kendine ait olmayan hematopoietik seriden hücreler 

bulundurması halidir. Tipleri mevcuttur (150, 164) (Tablo 10). 

 
Tablo 10: Kimerizm tipleri (150)  

Kİ: Kemik iliği, Tx: Transplantasyon  

Total ve Mikst Kimerizm 
Total kimerizme göre mikst kimerizm transplantasyon toleransı açısından daha avantajlıdır. 

Total kimerizmde olduğu gibi alıcıya ait bütün immun sistemin yerine donör immun sistem 

geçmez. Alıcının immun sistemine ait cevap sağlamdır. Hem allojenik reaktif hem alıcıya ait 

reaktif immun sistem hücreleri bir arada bulunur. Bu durum üçüncü bir vericiden gelen 

antijene immun savunma sağlar. Timusta santral tolerans hem alıcıya hem de donöre karşı 

gelişir. Hazırlık rejimi ardından hematopoietik kök hücre transplantasyonu ile periferde ve 

timusta mikst kimerizm oluşturularak hem alıcıya hem de donöre karşı immun tolerans 

sağlanabilir. Total kimerizmde GVHD riski daha fazladır (176). Allotransplantasyonlarda 

Tolerans İndüksiyon Stratejileri Mekanizma 

1. Mikst kimerizm  Kemik iliği transplantasyonu  
Vaskülarize kemik iliği transplantasyonu 

2. Treg hücre İn vitro manipülasyon ile çoğaltılmış Treg hücre IV 
enjeksiyonu 
T hücre deplesyonu 

3. Dendritik hücre  İn vitro alloantijenle manipülasyon sonrasında IV 
infüzyon 

4. MSC Otolog veya allojenik kök hücre infüzyonu  
İmmunmodülatuar etki 

5. Gen Terapi MHC gen terapi 

TİP Tanım Klinik Tablo  
1. Kimerizm  Kendine yabancı antijenik hücre 

bulundurmak.  
 

2. Mikrokimerizm  <%1 kendine ait olmayan 
hematopoietik seride hücre 
bulundurmak.  

Organ transplantasyonlarından 
sonra görülebilir. 

3. Makrokimerizm 
Total 
 
Mikst  

 
Tüm hematopoietik seri donöre 
aittir. 
%1- %100 arasında donör hücre 
bulundurmak.  

 
Total myeloablatif Kİ Tx 
sonrasında görülür. 
Parsiyel myeloablasyon ile 
yapılan Kİ Tx. sonrasında  
görülebilir. 
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GVHD riski alıcının immunolojik durumu, donör ve alıcının arasındaki doku uyumluluğu 

derecesi ile ilişkilidir. İmmun süpresif hastada doku uyumluluğu mevcut değilse görülür. 

Allogreftin hematopoietik hücre ve lenfoid doku içeriği arttıkça artar. Allogreft kabulü için 

kimerizm indüksiyonu nonmyeloablatif olarak düşük doz total vücut RT, timik RT, poliklonal 

ve monoklonal antikorlarla, siklofosfamid gibi sitoredüktif ilaçlarla, MMF, rapamisin gibi 

immunsüpresif özellikteki ilaçlar ile yapılabilir. Myeloablatif ablasyon mortalite ve morbidite 

riski nedeni ile transplantasyon toleransında kullanılmamakta, mikst kimerizm indüksiyonu 

tercih edilmektedir (158, 173, 177, 178). 

İmmunsüpresif tedavi altında VCA yapılan hastalarda kemik iliği veya vaskülarize kemik iliği 

içeren kompozit doku transplantasyonu yapılmışsa, donöre ait hücreler alıcının vücudunda 

mikst kimerizm oluşmaktadır. GVHD riski (179) mevcuttur. Oluşan mikst kimerizm 

allogreftte donör spesifik immun tolerans sağlamaktadır (180). Uzun dönem immunsüpresif 

ihtiyacını azaltmak amacıyla yapılan geniş seri hayvan deneylerinde hematopoietik kök hücre 

nakli ile beraber yeni geliştirilen stratejilerle oluşturulan mikst allojenik kimerizmin allojenik 

kompozit doku naklinde allogreft yaşam süresini uzattığı gösterilmiştir (181-183). Mikst 

kimerizm solid organ transplantasyonlarında da bir tolerans indüksiyon stratejisi olarak 

değerlendirilmektedir (184) (Şekil 27). 

 
Şekil 27: Mikst kimerizm indüksiyonu. Non myeloablatif hazırlayıcı rejimin ardından donör 
hematopoietik kök hücre transplantasyonu, alıcı kemik iliğinde gerçekleşen kök hücre 
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yerleşimi, timusta donör ve alıcı antijen sunumu, donör ve alıcı reaktif timosit klonal 
delesyonu, Treg hücre gelişimi, mikst kimerizm oluşması ve transplant toleransı gelişmesi 
(178). 

4.5.2. Treg Hücre (CD4+CD25+Foxp3+Treg) ve Ts ve İmmun Modülasyon 
Allojenik stimülasyon halinde T hücrelerin süpresör özelliği olan (CD8+) ve (CD28-) bir alt 

grubu olan T supresor (Ts) hücrelerin geliştiği ve zenojenik ve allojenik immun yanıtı 

MLR’da baskıladığı gösterilmiştir (185). Ts hücreler MHC I taşır ve Th2 antijen spesifik 

alloreaktif yanıtı süprese ederek, Th2 hücrelerin immunsüpresif fonksiyonlarını ortaya çıkarır. 

Ts hücreler APC’lerdeki kostimulatuar moleküllerin inhibisyonu ve inhibitör moleküllerin 

stimülasyonu ile anerji oluşturarak APC’lerde telerojenik dönüşüme sebep olur. Treg hücre 

oluşumunu stimüle eder. İmmun süpresif etkileri vardır. Telerojenik APC’ler (dendritik 

hücreler), Ts hücreler ve Treg hücreler arasında etkileşim vardır (186) (Şekil 28). 

Telerojenik dendritik hücreler yüzeylerinde bulunan reseptörler (ILT-3 (Ig like transcript 

inhibitor receptor 3), ILT-4 (Ig like transcript inhibitor receptor 4)) yardımıyla sitokinler (IL-

10, IFN-α ve vitamin-D) yolu ile Ts ve Treg hücre oluşumunda ve periferik tolerans ve 

anerjide rol oynar. Telerojenik olmayan dendritik hücreler ise T hücre alloaktivasyonu yapar 

(187) (Şekil 28). 

 

 
Şekil 28: Telerojenik dendritik hücre, Ts ve Treg hücre ilişkileri; immun stimülasyon ve 

tolerans mekanizmaları (187) 
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Doğal (CD4+) ( CD8+) (Foxp3+)Treg hücreler timusta gelişir. Yüzeylerinde CD4 ve CD25 

ekspresyonu vardır ve diferansiyasyonları transkripsiyon faktör Foxp3’e bağlıdır. Treg’ler 

(CD4+)T hücrelerinin farklılaşmış bir grubudur. Periferik (CD4+)T lenfositlerin %10’udur. 

Bunlar doğal Treg hücrelerdir. Self proteinlere toleranstan ve otoimmun hastalıkların 

baskılanmasından sorumludur. İmmun regülatuar hücredir. Allojenik kemik iliği kök hücre 

transplantasyonunda GVHD tedavisinde kullanılmışlardır (188-190). Yeni doğmuş farelerde 

timus kökenli (CD4+) (CD8+) (FOXP3+)Treg hücrelerin baskılanması sonucu otoimmun 

hastalıklar gelişir (191). Bu çalışmalarla Treg hücrelerin immun regülatuar hücre oldukları 

fark edilmiştir.  

Periferde naif (CD4+)T hücrelerin telerojenik koşullar ve antijen varlığında farklılaşması ile 

periferik (CD4+) (CD8+) (Foxp3+)Treg hücreler gelişir (189, 192). Periferik Treg hücreler 

TGF- β salgılayan Th3 hücreleri ve IL-10 salgılayan Trl hücreleri olarak ikiye ayrılırlar. Bu 

hücreler ekstrasellüler ATP sentezi, IL-2 tüketimi, immun baskılayıcı sitokinler olan IL-10 ve 

TGF- β sentezi ile dendritik hücre matürasyonunu inhibe eder. İn vivo ve in vitro aktive 

edilmiş periferik Treg hücreler periferik tolerans ve allogrefte yönelik immun toleransta rol 

oynar (189, 193, 194). 

Hem doğal hem de periferik indüklenmiş Treg hücreleri transkripsiyon faktörü Foxp3 

ekspresyonu ve CD25 yüzey ekspresyonu ile karakterizedir. Foxp3 up-regülasyonu Treg 

hücre oluşumu ve fonksiyonları için önemlidir. Treg hücreler immun baskılayıcı etkilerini IL-

10 ve TGF-β gibi baskılayıcı sitokinlerin salınımı, IL-2 lokal konsantrasyonunun tüketimi ve 

inhibisyon (195), apopitozisin tetiklenmesi ve hücre-hücre temasında hücre döngüsünün 

durdurulması ile gösterir (196). Treg hücreler transplantasyon tolerans indüksiyon 

çalışmalarında donör spesifik tolerans oluşturmak için deneysel aşamada kullanılmaktadır 

(Şekil 29). Allojenik transplantasyonlarda allogreftin reddinin engellenmesinde önemli bir 

rolü vardır. Geniş hayvan serilerinde (Foxp3+)Treg hücre ile immuntolerans oluşturmak için 

yapılmış deneyler ve olumlu sonuçlar vardır. GVHD tedavisinde etkileri halen 

araştırılmaktadır (75, 197, 198). 

Treg hücrelerin indirekt allospesifitesi vardır. Otoantijenlerin desensitizasyonda rol 

oynamaktadır. Alıcıdan alınan Treg hücreler ex vivo olarak donör alloantijenleri ile muamele 

edilip çoğaltılarak alıcıya geri verildiğinde indirekt allospesifisitenin tolerans indüksiyonunda 

önemli rol oynayabileceği hayvan deneylerinde gösterilmiştir (25). Bu bilgi transplant 

toleransında Treg hücrelerin kullanılmasının yolunu açmıştır. Alıcıdan alınan (Foxp3+)Treg 
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hücreler ex vivo olarak donör antijenlerinde allosentize edilen Treg hücre tedavisinin kemik 

iliği transplantı ile beraber sitoredüktif tedaviye ihtiyaç olmadan, deri allogreftinin yaşam 

süresini uzattığı farelerde gösterilmiştir (199). 

 
Şekil 29: Tolerans indüksiyonunda dendritik hücre ve Treg hücre ilişkisi (200) 

4.5.3. Dendritik Hücre Tedavisi 

Dendritik Hücreler/ Langerhans Hücreleri 
Kemik iliği orijinli olan dendritik hücreler myeloid veya lenfoid seriden farklılaşabilir. 

Plastisitesi yüksektir. Öncül dendritik hücreler kemik iliğinde, matür dendritik hücreler 

sekonder lenfoid organlarda bulunurken, immatür dendritik hücreler kan ve periferik 

dokuda bulunur. Periferde dermiste yerleşmiş olan immatür dendritik hücreler antijen 

stimülasyonu ile olgunlaşma süreci geçirerek kana geçerler. Kan yolu ile T hücrelerden 

zengin sekonder lenfoid organlara ulaşırlar. Matür dendritik hücreler, lenfoid organlarda 

antijeni naif T hücrelerine sunarlar ve onları aktive ederler. Aynı şekilde B hücrelerinin 

proliferasyonunu ve antikor oluşumunu, NK hücrelerinin aktivasyonunu sağlarlar. Antijen 

stimülasyonu olmadığında ise kostimülatuar moleküllerin yokluğu ile telerojenik özellik 

kazanan dendritik immatür hücrelerin T hücre toleransı sağladıkları düşünülür (201, 202) 

(Şekil 30). 
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Şekil 30: Dendritik hücre periferik immunobiyolojik yanıt (201) 

 

Lenfoid organlarda (interdigitating), aferent lenf nodlarında (Veil), kanda sirkülasyon halinde, 

dermiste (Dermal), epidermiste (Langerhans hücreleri), dokularda interstisiyel alanlarda 

(İnterstisiyel), lenfoid foliküllerde (Foliküler), timüste (Timik dendritik hücreler) 

bulunabilirler (203).  

Lenfoid dokularda bulunan foliküler dendritik hücreler, B hücrelerine antijen sunumu 

yaparlar ve bellek B hücre oluşumunda, anerji ve self toleransta rol oynadıkları düşünülür. 

Periferik lenfoid organların germinal merkezlerine veya foliküllerine ulaşan antijenleri tanırlar 

(204).  

Timusta korteks ve medullada bulunan timik dendritik hücreler antijen sunumu yaparlar. 

Self antijen ve MHC klas II antijenden zengin olup, timus içinde self antijenlerle reaksiyona 

giren lenfositlerin negatif seleksiyon, klonal delesyon ile yok edilmelerinde, self tolerans 

oluşmasında belirleyici rol oynarlar (202). 

İmmatür dendritik hücreler MHC class II stimülasyonu ve kostimulatuar sinyaller olmazsa 

anerji ile periferik T hücre tolerasına yol açar. İmmatür dendritik hücreler Periferik T hücre 
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toleransı ve delesyonda rol oynar. Th1 proliferasyon inhibisyonunda, Treg hücre 

indüksiyonunda, matürasyon sürecinde antijen stimulasyonu ile T hücre immunitesinde rol 

oynarlar (205). Tüm bu özellikler dendritik hücrelerin matürasyon ve fonksiyonel 

diferansiyasyonu ve telerojenik özellikleri ile ilgilidir (206, 207). 

Telerojenik dendritik hücrelerin telerojenik özelliklerinin transplantasyon immunolojisinde 

kullanımında önemli sorular, bu hücrelerin bellek T hücreleri ve Treg hücreleri olan ilişkileri, 

immuntolerans için uygun fenotipik özellikte olan dendritik hücrelerin tespiti, hangi sürede ve 

zamanlamada, hangi immunsüpresif ajanlarla kullanımının fayda sağlayabileceği konularıdır 

(74). Otolog kemik iliği kökenli dendritik hücreler in vitro donör alloantijen ile stimüle 

edildiğinde alloantijen spesifik Treg hücre oluşumunu ve proliferasyonunu arttırdığı 

gösterilmiştir (27). Sacks ve arkadaşları kısa dönem geçici immunsüpresif tedavi ile alıcının 

donöre ait alloantijenle stimüle edilmiş verici kemik iliğinden elde edilmiş immatür dendritik 

hücrelerin kullanımının sıçanlarda arka bacak allotransplantasyonunda allogreft ömrünü 

uzattığını ortaya koymuştur (208). Garrovillo ve arkadaşları sıçanlarda antitimosit globulin ile 

beraber donör alloantijen ile temas eden alıcıya ait IV dendritik hücre tedavisi ile kalp 

allogreft ömrünü uzatmıştır (209).  

4.5.4. Mezenkimal Kök Hücre Tedavileri 
Salgıladığı çözünür faktörler ve hücre-hücre etkileşimine yol açan faktörler etkisi ile 

immun modülasyon ve immunsüpresyon yapan MSC’ler hem solid organ hem kompozit doku 

transplantasyonlarında tolerans indüksiyonu deneylerinde umut vermektedir.  

4.5.5. Gen Terapi 
Sitokinler, antikorlar ve rekombinant ligandlar gibi terapötik ajanların retrovirus, adenovirus 

veya non viral yöntemlerle gen transferi ile aktarılan immunolojik özellikleri immun 

modülasyon amaçlı allotransplantasyonlarda, allogreft rejeksiyonunu ve iskemik hasarı 

önlemek, donör alloantijenlerine yönelik tolerans geliştirme amaçlı kullanılmaktadır ve umut 

vermektedir (210). MSC’lerle ilgili genetik araştırmalar devam etmektedir (31). 

4.6. Kök Hücre Tedavisi 

4.6.1. Kök Hücre  
İlk defa 1963 yılında ışınlanmış bir fareye kemik iliği hücreleri enjekte eden Becker ve 

arkadaşları dalakta nodül oluşumunu izlemiş ve enjekte edilen miktar arttıkça dalakta nodül 

oluşumunun artmasıyla kök hücre kavramını fark etmişlerdir. Kök hücre, çoğalarak kendini 

yenileyebilen, uygun koşullarda vücuttaki diğer hücre tiplerine diferansiye olma potansiyeli 
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olan özelleşmemiş bir hücre tipidir. Kemik iliği kökenli kök hücre Dexter ve arkadaşları 

(1977), Allen ve arkadaşları (1981), Tavassoli ve Friedenstein (1983) tarafından 

tanımlanmıştır. Kök hücre mikroçevresine niş denir. Kök hücre ve mikroçevresi yani ekstra 

hücresel matriksi arasında sinyal molekülleri aracılığı ile intersellüler iletişim etkileşim 

mevcuttur. Mikroçevre değişirse diferansiyasyonun yönü de değişir. 

Kök hücreye ait üç önemli özellik:vardır: 

1. Kendi kendini yenileyebilme 

2. Uzun süre bölünerek çoğalma 

3. Uygun hücre kültürlerinde özelleşmiş farklı hücre serilerine dönüşebilme 

Kök hücreler elde edildiği dokuya ve farklılaşma özelliklerine göre çeşitli alanlarda 

kullanılmaktadır. Deriden elde edilen kök hücreler, iskelet ve kas hücrelerinden elde edilen 

kök hücreler, hematopoietik kök hücreler (kemik iliği, kordon kanı, periferik kan), nöronal 

kök hücreler, somatik MSC’ler (kemik, kıkırdak, kemik iliği stroması, yağ) farklı hastalıkların 

tedavisinde deneysel ve klinik olarak kullanılmaktadır. Kök hücrelerin tedavide kullanımı 

immunolojik özelliklerinin tam olarak bilinmiyor oluşu, insanlarda uygulanmış tedavilerin 

sınırlı olması ve insanlarda teratojenik tümörler oluşturma riski nedeniyle henüz sınırlıdır. Bir 

çok çalışma deneysel aşamadadır (29). 

4.6.1.1. Bölünme ve Farklılaşma Özelliklerine Göre: 
Totipotent Kök Hücreler 
Sınırsız farklılaşma özelliği olan, tüm ekstraembriyonik yapılara dönüşebilen, farklı yönlere 

diferansiye olabilme yeteneğine sahip döllenmiş yumurta ve sperm birleşimden oluşan erken 

embriyonel kök hücrelerdir. Totipotent hücre tüm organizmayı oluşturma kapasitesindedir. 

Zigot oluştuktan sonra 2, 4, 8, 16 blastomere kadar totipotenttir (211, 212) (Şekil 31). 

Pluripotent Kök Hücreler 
Organizmada üç germ yaprağına ait birçok dokunun oluşmasına kaynak oluşturan kök 

hücrelerdir. Tüm organizmayı oluşturma kapasitesi yoktur. Embriyoda beşinci ve altıncı 

günlerde oluşan blastokistin iç hücre kitlesinden elde edilebilirler. Pluripotent hücreler üç 

farklı embriyolojik kökendeki hücrelere (bilinen 200 hücre çeşidine) dönüşebilirler (29, 211, 

212) (Şekil 31). 
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Şekil 31: Diferansiyasyon özelliklerine göre kök hücreler (www.kokhucredernegi.org.tr) 

 
Multipotent Kök Hücreler 
Multipotent kök hücre bulunduğu dokudaki hücrelere ve dokuya dönüşebilme, sınırlı 

diferansiyasyon kapasitesi olarak tarif edilir. Pluripotent özelliklerini kaybetmişlerdir. Kök 

hücre hiyerarşisinde en altta bulunurlar (29) (Şekil 31). 

4.6.1.2. Elde Edildiği Kaynakların Tipine Göre: 
Embriyonik Kök Hücre 
Embriyonik kök hücreler pluripotenttir. Beşinci ve altıncı günlerde embriyoya ait blastokistin 

iç hücre kitlesinden elde edilir. Ölümsüzdür. Telomeraz gen ekspresyonu vardır. Teratoma 

oluşturma özelliğindedir. Pasajlarda stabil karyotip özelliği gösterir. Klonal çoğalma özelliği 

vardır. Oct-4 pluripotent marker ekspresyonu vardır. Pluripotent embriyonik kök hücreler üç 

germ yaprağına ait dokulara dönüşebilir. Düşük yapılmış fetüsten (kadavra), in vitro 

fertilizasyon çalışmalarında kullanılmayan embriyolardan, laboratuar koşullarında sadece kök 

hücre elde etmek için yaratılmış embriyolardan elde edilebilir. İnsan embriyosunun 

kullanımına dair etik tartışmalar halen devam etmektedir (29, 212, 213). 

 

Non-Embriyonik Kök Hücre/ Erişkin kök hücre 
Erişkin kök hücreler bir doku veya organda farklılaşma aşamasını tamamlamış matür hücreler 

arasında bulunan farklılaşmamış hücreler olup, kendi kendini yenileyebilme kapasitesine 

sahiptir. İçerisinde bulunduğu dokuya ait hücrelere dönüşerek (kemik, kas, kemik iliği 

stroması, tendon, ligaman, kartilaj, yağ gibi) dokunun devamlılığı sağlar (212). Multipotent 

özelliktedir. Fakat son çalışmalar kemik iliği kökenli hematopoietik kök hücrelerin, nöronal 

kök hücrelerin ve iskelet kasından elde edilen kök hücrelerin değişik dokulara 

http://www.kokhucredernegi.org.tr)
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dönüşebileceğini raporlamıştır (214-216). Bu durum erişkin kök hücrelerin plastisitesini 

(217), bir dokudan diğer bir dokuya dönüşebilme yeteneğini yani transdiferansiyasyon 

yeteneğini gösterir. Bu özellikleri ile embriyonik gelişim aşamalarındaki sıkı soy bağlılığı ve 

hiyerarşiye meydan okumaktadır (29, 212). 

Non embriyonik erişkin kök hücreler 
1. Kemik iliği kökenli hematopoietik kök hücreler (periferik kan, kordon kanı, kemik iliği) 

2. Mezenkimal stromal kök hücreler (Kemik, kas, kıkırdak, deri,kemik iliği stromal alan, 

nöral doku) 

4.6.2. MSC (Mezenkimal Stromal Kök Hücre) 
İlk defa Fridestein kemik iliğinde bulunan fibroblastik klonal özellikte nonhematopoietik 

hücrelerin osteojenik diferansiyasyon kapasitesi olduğunu göstermiştir (218). Stromal 

dokudan elde edilen MSC sistematiği Owen (219) tarafından tanımlanmıştır. 1980’li yıllarda 

oluşan bu gelişmeler konnektif doku mühendisliğinin, hücre transplantasyonunun, stromal 

MSC transplantasyonunun çeşitli alanlarda kullanılmasının ve bu konudaki deneysel 

çalışmaların önünü açmıştır (211). MSC’ler pluripotent özelliklerini yitirmişlerdir. 

Multipotent özelliktedirler. Köken aldıkları özelleşmiş doku ve ilişkili diğer dokulardan 

gelişirler. Adiposit, osteoblast, kondrosit, myosit gibi çok çeşitli hücreye dönüşebilirler (29).  

Fakat bazı MSC’lerin nonmezodermal hepatosit (220) ve nöronal hücrelere diferansiye 

olduğu, yüksek diferansiyasyon kapasitesi, transdiferansiyasyon özelliği ve yüksek plastisitesi 

olduğu gösterilmiştir (211). Pluripotent özellikleri olan bu hücrelere MAPC (multipotent 

erişkin kök hücre) denmektedir. Tedavide ve deneysel çalışmalarda embriyonel kök hücrelere 

alternatif olarak kullanılmaktadır (221).  

4.6.2.1. MSC Dünya Hücresel Tedavi Derneği Minimum Kriterleri  (222) 
1. Kültür koşullarında plastik yapışma 

2. CD105, CD73, CD90 pozitifliği 

3. CD34, CD45, CD11a,CD19 veya CD79a, CD14 ve MHC II (HLA-DR) negatifliği 

(Hematopoietik belirteçler) 

4. İn vitro diferansiyasyon kapasitesi 

4.6.2.2. Erişkinde MSC Elde Edilebilecek Dokular 
Amniyotik sıvı (D. Coppi; 2007), umbilikal kord-Wharton jeli (Wang ve arkadaşları; 2004), 

yağ doku (Zuck ve arkadaşları; 2001), santral sinir sistemi (Gage; 2001), kemik iliği (Caplan; 

1991), retina (Troppe ve arkadaşları; 2000), deriden (Toma ve arkadaşları; 2001) gibi bir çok 
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dokudan elde edilebildiği uygun ortamda farklı dokulara dönüşebildiği gösterilmiştir (29) 

(Şekil 32). 

 
Şekil 32: MSC kaynakları ve diferansiyasyon  (29) 

4.6.2.3. MSC’lerin Genel Özellikleri ve Kullanım Alanları 
Antiapopitotik, immun modülatuardır. Skar iyileşmesinde antifibrotik, proliferasyon ve 

diferansiyasyon yeteneği ile anjiyogenetik ve rejeneratiftir (223) (Şekil 33). 
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Şekil 33: MSC özellikleri  (223) 

Kök hücrelerin immun modülatuar ve rejeneratif özellikleri, diferansiyasyon kapasiteleri her 

alanda umut göstermektedir (29, 223, 224). 

1. Dejeneratif ve nöroinflamatuar hastalıklar, iskemik hasar, travma sonrası doku defekti 

2. Kemik kaybı; malunion, non union içeren kırıklar, osteogenezis imperfekta 

3. Kıkırdak kaybı 

4. Tendinöz ve ligamentöz kayıplar 

5. Spinal kord yaralanmaları, spinal müsküler atrofiler 

6. Konjenital veya miyokard enfarktüsü sonrası kardiyak kas güçsüzlüğüne bağlı kalp 

yetmezliği 

7. Doku mühendisliği rejeneratif çalışmaları  

8. Myeloproliferatif hastalıkların tedavisi, GVHD tedavisi 

9. Transplantasyon immunolojisi 

10. Estetik uygulamalar 

11. Antikanser tedavileri 

12. Otoimmun hastalıklar 
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4.6.3. MSC İmmun Modülatuar Özellikleri 
Yeni keşifler ve deneysel çalışmalarla beraber MSC’lerin immun regülatuar etkileri ve 

özellikleri ortaya konmuştur. İn vitro MSC’lerin alloimmun hücre yanıtını regüle ettiği 

gösterilmiştir (225). MSC’ler ile antijen sunan hücreler, T hücreler ve inflamatuar hücreler 

arasında etkileşim vardır. Non spesifik veya hücresel mitojenle uyarılan olgun T hücrelerinin 

aktivasyonunu ve fonksiyonlarını inhibe eder (226). Naif ve bellek T hücrelerinin spesifik 

antijene MHC yanıtını dramatik olarak baskılarlar (227). Tip I matür dendritik hücrelerin 

TNF-α salgılamasını süprese eder. Tip II matür dendritik hücrelerden IL-10 salınımını 

arttırırlar. dendritik hücre matürasyon ve aktivasyonunu inhibe ederler. Th1 hücrelerden 

interferon salgılanmasını azaltırlar. Th2 hücrelerden IL-4 salınımını arttırırlar. Treg hücre 

oranını MLR’de artırırlar (228).  

4.6.3.1. MSC’lerin İmmun Modülatuar Etki Mekanizması 
 MSC’lerin T hücreler üzerinde antiproliferatif ve immun modülatuar etkilerini humoral; 

çözünür (soluble) faktörlerin etkisi ile ve hücresel; hücre-hücre teması etkisi ile yaptığı ön 

görülmektedir (31, 73) (Şekil 35).  

Çözünür faktörler kültür ortamında immun sistem hücreleriyle stimüle edilen MSC’lerin 

aktive olmasıyla salgılanan faktörlerdir (228). İmmun modülasyonda rol oynayan çözünür 

faktörler SCF (Stem cell factor), IL-6, 8, 10, 12, HGF, TGF-β1, PGE2, IFN-γ, M-CSF, 

VEGF’dir. MSC’lerin immunsüpresif etkisini gösterebilmesi için çözünür faktörler, direkt 

hücre-hücre teması ve inflamatuar bir mikroçevre gerekmektedir. Aralarındaki etkileşim halen 

çalışılma konusudur ve tam olarak ortaya konamamıştır (73). Hücreler arası kontakt 

etkileşimde intersellüler adezyon moleküllerinin (ICAM-1) ve vasküler adhezyon 

moleküllerinin (VCAM-1) rol oynadığı gösterilmiştir (229). Yaralanmış bölgelerdeki 

inflamatuar hücrelerden salınan faktörler inflamatuar mikroçevre MSC’ler için kemotaktik 

uyarıcıdır. Dolayısıyla MSC’lerin immun modülatuar etkileri doğal değildir. İnflamatuar 

faktörler tarafından stimüle edilir (31) (Şekil 34). 
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Şekil 34: İnflamatuar mikroçevrede MSC’lerin aktivasyonu, lenfosit aktivasyon, 

proliferasyon inhibisyonu ve Treg indüksiyonu (31). 

 

 

 
Şekil 35: MSC; hücre-hücre kontakt mekanizma ve çözünür faktörler (73). 

 
4.6.3.2. MSC’lerin İmmun Sistem Hücreleri ile İlişkisi 
MSC’ler lenfositlerde anerji, apoptozis oluşturarak lenfosit proliferasyon inhibisyonu, Treg 

hücre indüksiyonu yapar. Antijen sunan hücrelerin matürasyon ve diferansiyasyonu inhibe 

eder. MSC’lerin immun sistem hücrelerine etkisi vardır (Tablo 11) (Şekil 37).  
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MSC T hücre ilişkisi 
MSC’ler non spesifik mitojenik uyarı veya allojenik mitojenik uyarı ile gelişen T hücre 

proliferasyonunu inhibe eder (226). MSC periferik tolerans mekanizmasında (CD8+) veto 

hücreleri (facilitating cells) ile telerojenik hücreler ile periferik anerji oluşturarak, Treg ve Ts 

(T süpresör hücre) hücre oluşumu ile, Th1 ve Th2 hücrelerine olan etkileri ile Tc ve NK 

hücreler aracılığı ile gelişen hücre aracılı sitotoksik yanıtı baskılama yolu ile immun 

modülasyonda rol oynar (30, 225, 228, 230, 231).  

Kemik iliği kökenli MSC’lerin TNF-α ve IFN-γ salınımı ile miktarı artan PGE2 (232) ve IDO 

(233) üzerinden immunsüpresif etkileri vardır. Monositlerden gelişen dendritik hücreler ve 

kemik iliği kökenli MSC’ler arasında alloreaktif T hücrelerini inhibe edici bir kontrol 

mekanizması vardır (228). İn vitro bir çalışmada, Proglandin E2 (PGE2) etkisi ile MSC’lerin 

IL-10 ve IL-4 salınımını arttırdığı, TNF-α, IFN-γ, IL-12 salınımını azalttığı, Th2 yönüne 

dengeyi değiştirdiği, IL-1β miktarını ve Treg miktarını artırdığı, Th1, NK hücreler üzerinde 

inhibitör etki yaptığı, dengeyi Th2 tarafına çevirdiği gösterilmiştir (225) (Şekil 36). 

 
Şekil 36: MSC PGE2 ve sitokinler üzerinden immun modülatuar etkisi (225)
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MSC Dendritik hücre ilişkisi  
MSC dendritik hücrelerden IL-12 salınımını azaltarak, Th yolağına karşı çalışır. Salgıladığı 

TGF-β ile dendritik hücrelerin matürasyonunu inhibe eder. Ayrıca Treg indüksiyonu ile 

dendritik hücre matürasyonunu geciktirir. İmmun stimülasyon ve TNF-β sekresyonu yapan 

dendritik hücre (DC1) sayısını azaltırken; IL-10 salgılayan, IL-12 salınımını azaltan, MLR’da 

T hücre proliferasyonunu azaltan dendritik hücre (DC2) sayısını arttırır (30). MSC’ler 

monosit kökenli dendritik hücre matürasyonunu inhibe eder (234, 235). 

MSC- B hücre ilişkisi  
MSC’ler B hücrelerin proliferasyonunu PD-1 (Programmed death-1), PD-L1 (Programmed 

death ligand-1), PD-L2 (Programmed death-2) yolağı ve çözünür faktörler etkisi ile süprese 

eder (193, 236).  

MSC- NK ilişkisi 
Kemik iliği kökenli MSC’ler IL-2 ile uyarılmış NK hücre proliferasyonunu INF-γ salınımını 

azaltarak, TGF-β, PGE-2 ve IDO üzerinden inhibe eder (30, 225, 237).  

Tablo 11: MSC İmmun modülatuar etki mekanizmaları  (73) 

 

MSC İmmun Modülatuar Etkiler Mekanizma 

Lenfosit proliferasyon inhibisyonu IDO, NO 
T lenfosit anerjisi indüksiyonu  Çözünür faktörler ve hücre-hücre teması 
Treg hücre indüksiyonu  Çözünür faktörler ve hücre-hücre teması 
T lenfosit apoptozisi IDO, IFN-γ, HLA-G bağımlı 

Antijen sunan hücre modülasyonu  
MHC II ekspresyonunun, kostimülatuar 
moleküllerin baskılanması 
IFN-γ TNFα, IL-2, IL-12 inhibisyonu 
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Şekil 37: MSC’lerin farklı hücre tiplerine immunolojik etkisi (37) 

 

4.6.3.3. MSC İmmun Modülatuar Sitokin ve Faktörler (238) 

1. (1-2,3-dioksijenaz) (IDO) 
Demir içerikli triptofan indirgeyicidir. Triptofan yıkıcıdır. İntrasellüler bir enzimdir. 

İnflamasyon sırasında inflamasyonu sınırlayıcı bir faktör olarak salınır. T hücre 

inaktivasyonunda önemli bir faktördür (239). 

2. Nitrik oksit (NO) 
Dendritik hücrelerin gelişimini TNF-α üretimini bloke ederek engeller. Antijen sunumunu 

bloke eder. Antioksidan ve antiinflamatuar bir faktördür. T hücrelerini baskılar. Periferik 

mononükleer hücrelerini Th2 hücrelerini bloke eder ve IL-4 salınımını süprese eder. Alveoler 

makrofajlarda yaygın bulunur ve T hücre proliferasyonunu önler. c-GMP inhibisyonu yaparak 

T hücre aktivasyonunu ve dendritik hücre diferansiyasyonunu önler (240, 241). 

3. Proglandin E2 (PGE 2) 
Araşidonik asit mekanizmasında rol oynar. T hücre ve makrofajlarda mevcut sistem üzerinden 

T hücre ve makrofajların etkisini sınırlandırır. TNF-α ve IL-12 salınımını inhibe eder. 

Makrofajlar üzerindeki MHC II ekspresyonunu baskılar. T hücre proliferasyonunu süprese 
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eder. Th1 hücresel cevabı sınırlar ve IL-4 ve IL-5 üzerinden dengeyi Th2 yönüne çevirir 

(238). 

4. HLA-G (Doku Uyumluluk Antijeni) 
Lökositler, T, B, NK hücrelerinde reseptörleri vardır. Bu reseptörlere bağlandığında bu 

hücreleri baskılar. Gebelerde immun toleransı sağlar. Trofoblastlarda yoğun olarak bulunur 

(238). HLA-G5 (çözünür formda HLA) IL-10 stimülasyonu sonrasında MSC’lerce üretilir. 

NK ve (CD8+)T hücre inhibisyonu, Treg hücre indüksiyonu ve Th2 yönüne değişim yolu ile 

immunsüpresyon yapar (242). 

5. TGF-β1 
P53 genini süprese ederek apoptozisi hızlandırır ve proliferasyonu inhibe eder. Bu yol ile 

immun sistem hücrelerine etki yapar. Makrofaj ve lenfositlerden inflamatuar sitokinlerin 

salınımını engeller (238). 

6. INF- γ  
Varlığı ile IDO üretimini arttırarak antiinflamatuar etki gösterir.  

7. IL-1β 
Kemik iliği kökenli MSC’ler ile monosit hücreleri arasında inhibisyon mekanizmasında rol 

alır (228). 

8. IL-10  
İmmunsüpresif sitokindir. IL-2, INF- γ, IL-12, TNF-α üretimini inhibe eder. MHC I 

ekspresyonunu baskılar. İmmun cevabın baskılanmasından sorumludur.  

9. M-CSF (Makrofaj Koloni Stimüle Edici Faktör) 

Çözünür faktörler ve M-CSF’nin etkileşim içerisine girerek dendritik hücre 

diferansiyasyonunu inhibe ettiği düşünülmektedir (73). 

10. Hepatosit Büyüme Faktörü (HPG) 
Multifonksiyonel bir sitokindir. Hücre büyümesi, morfogenez, hücre mobilizasyonu ve 

anjiyogenezde rol oynar. Hepatositlerden salınan HPG’nin otoimmun ansefalit deney hayvan 

modelinde, Treg hücreler dışında inflamatuar hücre sayısını azalttığı, T hücre apopitozisini 

uyardığı ve dendritik hücre kontrolünde rol oynadığı gösterilmiştir (243, 244). 
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 4.6.4. ADAS (Yağ Dokusu Kökenli Mezenkimal Kök Hücre) 
Yağ dokusu embriyonik mezodermden köken alır. Yağ dokusunun iskeleti mekanik hasardan 

korumak, canlıyı soğuktan korunmak, stres durumu için yağ depolamak olmak üzere önemli 

işlevleri vardır. Bir endokrin organdır. Fonksiyonel hücresinin adı adiposittir. Leptin ve 

adiponektin salgılar. Adiposit dokunun % 90 ı adipositlerdir. ADAS multipotent özellikte bir 

kök hücredir. Uygun kültür ortamında kas kemik kıkırdak yağ dokuya dönüşebilir. İlk defa 

Zuk ve arkadaşları tarafından 2001 (29) yılında yağ dokunun kök hücre kaynağı olduğu 

gösterilmiştir (245, 246). 

Yağ dokusu çok çeşitli hücre içerir. 

1. Yağ dokusu kökenli kök hücre (ADAS) 

2. Preadipositler, adipositler 

3. Endoteliyal hücreler 

4. Damardan köken alan perisitler 

5. Fibroblastlar 

6. Hematopoietik seri hücreleri 

 

4.6.4.1. ADAS Elde Edilmesi 
Subkutan yağ dokusu ve omental yağdan elde edilebilir. Örnek alırken çok sayıda kök hücre 

içermesi minimal invaziv bir yöntemle alınması amaçlanır. Kemik iliğinde total mononükleer 

hücreler içerisinde MSC’lerin frekansı düşüktür (0.001-0.01). ADAS frekansı yağ dokuda 500 

kat daha fazla olduğu gibi eldesi kolay ve risk azdır (42). Liposakşın yöntemi ile elde edilen 

lipoaspirat incelendiğinde adipositlerin %98-%100 canlı olduğu tespit edilmiştir. Liposakşın 

kök hücre eldesi için yağ doku eldesi yöntemi olarak güvenli, risksiz ve tolere edilebilir bir 

yoldur. 300 ml. lipoaspirat 1x107-6x108 ADAS aralığında >% 90 canlı kök hücre bulundur 

(247, 248). 

4.6.4.2. ADAS İzolasyonu ve Diferansiyasyonu 
Elde edilen yağ dokusu enzimatik parçalama öncesinde parçalara ayrılır, yıkanır, Yüzen 

adipoz dokusu ayırt edilir. Takiben ekstrasellüler matriksten ayrılması istenen yağ dokuya 

kollajenaz enzimi ile işlem yapılır. Daha sonra filtre edilip santrifüj yapılır. Ortaya çıkan 

görüntüde çökmüş olan yapı stromal vasküler fraksiyon (SVF)’dur. SVF ADAS’ları içeren 

yapıdır. SVF içerisinde düz kas hücreleri, endotel hücreleri, perisitler, fibroblastlar, 

lökositler, Hematopoietik hücreler, endoteliyal progenitör hücreler vardır. Daha sonra 

SVF’den enzimatik parçalanma ve santrifüj yöntemleri ile ADAS’lar diğer hücrelerden 
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ayrılarak uygun kültür ortamına aktarılır. ADAS’lar kök hücreye spesifik antikorlar ile seçilir 

ve diferansiyasyon yetenekleri test edilerek elde edilmiş oldukları ispatlanır. Sonrasında 

kullanıma geçilir (247, 248) (Şekil 38-39). 

 

 
Şekil 38: ADAS Eldesi ve Diferansiyasyonu (248) 
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Şekil 39: ADAS uygun mikroçevrede çeşitli dokulara diferansiyasyon (248) 

  
4.6.4.3. ADAS Özellikleri ve Kullanım 
Kolay elde edilebilir ve az miktarda dokudan çok sayıda üretilebilir olması avantajdır. 

Endotele yapışabilmesi ve orada Endoteliyal hücrelere dönüşebilmesi nedeniyle damar 

stabilizasyon ve onarımında vasküler frame ile beraber kullanılabilir. Uzamış kültür süresinin 

diferansiyasyon ve proliferasyonu olumsuz etkisi düşünüldüğünde, ADAS kemik iliği kökenli 

MSC ye göre daha avantajlı görünmektedir (40, 249). 

Kemik iliğinde MSC frekansı total mononükleer hücrelere göre %0.001-%0.01'dir. Adipoz 

dokuda 500 kat daha fazla yoğunluktadır. Kemik iliğinden doku eldesi ağrılı ve zordur. 

Komplikasyon riski adipoz dokuya göre daha fazladır. Elde edilmesi daha uzun süre 

almaktadır. Bu nedenlerle kullanımda ADAS bir alternatiftir (42).  

ADAS tarafından salgılanan VEGF, HGF, TGF anjiyogenez ve yara iyileşmesinde; IL-10, 

PGE2 immun modülatuar süpresif etkilerde; G-MSF, IL-6, -7, -8, -11 ve TNF-α gibi 

proinflamatuar faktörlerle debrisin makrofajlar üzerinden uzaklaştırılmasında etkilidir. 
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Kültürde salgılanan ADAS faktörleri Endoteliyal hücre migrasyonu, tüp formasyonu ve 

anjiyogenezi arttırmaktadır. İn vitro ADAS tarafından sekrete edilen faktörler hücresel 

apopitotik, fibrotik ve hipertrofik belirteçleri azaltır (246). 

ADAS kronik inflamatuar hastalıklarda (250), hematolojik kök hücre transplantasyonlarda, 

GVHD tedavisinde (251), VCA (252) ve solid organ transplantasyonlarında (253) tolerans 

indüksiyonunda deneysel aşamada kullanılmaktadır. ADAS tarafından salgılan faktörlerin 

böbrek hasarı, geçici iskemik atak ve inmede (254), miyokard enfarktüsünde (255), periferik 

sinir iyileşmesinde (256) ve spinal kord yaralanmasında (257) rejeneratif etkileri deneysel 

çalışmalarda gösterilmiştir. 

4.6.4.4. ADAS İmmun Modülatuar Özellikleri ve Mekanizması 
ADAS salgıladığı faktörler etkisi ile periferik kan hücreleri ve lenfositleri etkileyerek doza 

bağlı immun modülasyon ve lenfosit proliferasyon inhibisyon yapmaktadır (258). ADAS 

MLR’da alloreaktiviteyi provoke etmemekte ve mitojenle stimüle edilen lenfosit 

proliferasyonunu inhibe etmektedir (259). ADAS’lar immunsüpresif etkilerini hücre-hücre 

temasıyla yani kontakt faktörler aracılığı ile ve çözünür faktörler ile yani PGE2, IDO, Lösemi 

inhibitör faktör ve IL-6 bağımlı mekanizmalarla gerçekleşir (260).  

ADAS’ların ve kemik iliği kökenli MSC’lerin TNF-α ve INF-γ gibi proinflamatuar faktörler 

ve aktive T hücre varlığında PGE2 ve IDO salınımı artar. ADAS’ların bu çözünür faktörler 

üzerinden immunsüpresif etkileri vardır (261, 262). ADAS’lar TGF-β, PGE2, IDO, IL-6, IL-2 

üzerinden immun modülasyon, T hücre proliferasyon inhibisyonu yapar (263). 

ADAS 13 pasajdan yapıldığında SLE hastalarında IL-17 miktarını azaltıp süpresif etki 

yaparken, sekizinci pasaja çıktığında IL-17 değerini arttırarak proinflamatuar olabilir. Etki 

uzatılmış pasajlardan bağımsız değildir. ADAS L-arginini metabolize ederek, T hücre 

proliferasyonunu süprese etmektedir. Galaktin salgılayarak T hücre ölümünü stimüle 

etmektedir (246, 263, 264). 

4.6.4.5. MSC- ADAS İmmun modülatuar Özellikleri Karşılaştırma 
Bir MSC olan ADAS’ların sitokinler ve trofik faktörler üzerinden immun modülatuar etkileri 

önemlidir. Bir çok çalışmada çeşitli dokulardan elde edilmiş MSC’lerin ve yağ dokudan elde 

edilmiş bir MSC olan ADAS’ların immun modülatuar etkilerindeki benzerlik gösterilmiştir 

(265). İnsan kemik iliği kökenli MSC ve ADAS karşılaştırıldığında aktive T hücrelerden 

salgılanan TNF-α ve IFN-γ üzerinden IDO salınımı artmış ve T hücre proliferasyonu inhibe 
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olmuştur. Mitojenle indüklenen T hücre proliferasyonu üzerinde Warton jelinden, umbilikal 

korddan ve yağ dokudan elde edilen MSC’ler (ADAS) ve kemik iliği kökenli MCS’ler aynı 

şekilde inhibitör etki göstermiştir (232).  

İnsandan elde edilen ADAS ve kemik iliği kökenli MSC karşılaştırıldığında yüzey belirteçleri 

arasında bir fark gözlenmemiştir. ADAS hücrelerinde farklı olarak endoteliyal 

diferansiyasyon gözlenmiştir. Mikst lenfoid reaksiyon (MLR) çalışmasında inhibisyon 

potensleri aynı bulunmuştur. T lenfosit proliferasyonunu aynı şekilde inhibe etmişlerdir. TGF-

β, HFG ve IL-10 salınımları aynı bulunmuştur. Hücresel mesafe açıldığında etkide bir 

gerileme gözlenmemiştir. Dolayısıyla çözünür faktörlerin inhibitör etkisi ön planda 

gözlemlenmiştir (265). ADAS’lar IL-6 bağımlı bir mekanizma ile dendritik hücre 

diferansiyasyonunu inhibe eder, matür dendritik hücreler üzerindeki MHC II CD40 ve CD86 

ekspresyonunu (kostimülatuar moleküller) baskılar. ADAS PMNL’ler baskılanmasında, 

dendritik hücre proliferasyonu inhibisyonunda daha potent ve sitokin salınım konsantrasyonu 

daha yüksek gösterilmiştir  (266). İnsan amniyotik membranından elde edilen epiteliyal ve 

mezenkimal kök hücrelerle, yağ dokudan elde edilen ADAS’ların doza bağlı immunsüpresif 

etkisi aynı bulunmuştur. ADAS’ların kemik iliği kökenli MSC’ye alternatif olarak immun 

modülasyonda kullanılması önerilmiştir (258). 

ADAS kemik iliği kökenli MSC gibi alloimmun yanıtı ve T hücre proliferasyonunu inhibe 

eder. İmmun sistem ve immun sistem hücreleri üzerine immun modülatuar etkisi in vitro 

çalışmalarda benzer bulunmuştur. Bütün bu bulgular eşliğinde ADAS’ların kemik iliği 

kökenli MSC ye alternatif olarak kullanılabileceği konusunu gündeme gelmiştir. 
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Şekil 41: ADAS yüzey belirteçleri ve immunsüpresif özellikleri (246) 

4.6.5. MSC İmmunolojik Özellikleri 
Undiferansiye MSC’ler düşük derecede HLA I taşırken, HLA II ve kostimülatuar moleküller 

taşımaz. Mevcut özelliklerle alloreaktif T hücre reaksiyonunu tetiklemesi gerekirken yapılan 

in vitro çalışmalarda diferansiye veya undiferansiye MSC’lerde MHC II ekspresyonu 

gelişmediği veya INF-γ varlığında az miktarda (%10) geliştiği, MSC’ye yönelik allojenik T 

hücre yanıtı gelişmediği gösterilmiştir. Bu durum allojenik kökenli kök hücrelerin immun 

modülasyonda kullanılabileceğini göstermiştir (260, 267, 268). İnsan kökenli undiferansiye ve 

osteojenik diferansiye ADAS’ların ve kemik iliği kökenli MSC’lerin zenojenik 

transplantasyonlarda kullanılabileceği gösterilmiştir (260, 269, 270). 

 MSC’ler taze elde edilmiş NK hücrelerince lizise uğramaz. IL-2 ile stimüle edilmiş NK 

hücreler, IL-15 ile aktive olmuş NK hücreler MSC lizisine yol açabilmektedir. Fakat ortama 

INF-γ eklendiğinde MSC’ler aktive NK hücre proliferasyonunu inhibe etmektedir. MSC’ler 

IL-2 salınımını baskılayarak IL-2 ile indüklenmiş NK proliferasyonunu inhibe etmektedir. 

NK ve MSC’ler arasındaki etkileşim önemli araştırma konusudur (30, 271, 272). 



 80 

 Embriyonik kök hücre çalışmalarında embriyonik kök hücre üzerinde düşük miktarda MHC I 

molekülü bulunduğu diferansiyasyon ile in vitro ve in vivo bu MHC molekülünün arttığı 

gösterilmiştir. INF-γ tedavisi MHC I ekspresyonunu attırmaktadır. MHC II yokluğu ve MHC 

I ekspresyonundaki artış Tc hücrelerin sitotoksik aktivitesini embriyonik kök hücrelere 

yöneltebilir. INF-γ’nın NK hücrelerinin sitotoksik aktivitesini transplante edilen embriyonik 

kök hücrelere yöneltebileceği düşünülmüştür (273). 

Kök hücre kullanımına karşı bariyerler: 

1. Kök hücrelerin immun defisit halinde teratojenik etkileri ve etik bariyerler (274) 

2. Kök hücrelerin elde edilmesi, pasaj sayısı ve beraberinde kullanılan immun tolerans 

stratejisi (37, 275) 

3. Kök hücrelerin immunojenik özellikleri (273) 

4. Kök hücrelerin veriliş zamanlaması ve dozajı (31, 258) 

VCA protokollerinde hayvan deneyler modellerinde 5x105-5x107 hücre/kg olarak 

uygulanmaktadır ve üç pasajdan ileri pasajlar kullanılmamaktadır (37). 

4.6.6. MSC ve ADAS’ların İn-vivo İmmun modülatuar Özellikler  
İn vitro ve in vivo ADAS ve MSC’lerin immunsüpresif etkilerinin ortaya konmasıyla ADAS 

ve MSC’ler organ transplantasyonları (276) ve kompozit doku nakillerinde çeşitli hayvan 

deney modellerinde (39) donör spesifik immun tolerans oluşturmak amacıyla kullanılmıştır. 

Tolerans indüksiyonu ve allogreft rejeksiyon süresinde uzama, GVHD baskılama beklentisi 

ile immun modülasyon yöntemi olarak alloimmun yanıtı baskılama amaçlı in vivo hayvan 

deney modellerinde halen kullanılmaktadır (Şekil43). Donör kökenli MSC uygulamasının 

kardiyak allogreft yaşam süresini uzattığı bildirilmiştir (277). ADAS böbrek 

allotransplantasyonlarında hayvan deneylerinde kullanılmış ve akut rejeksiyon atağını 

önlediği gösterilmiştir (278).  

Bartholomev ve arkadaşları tarafından immunsüpresif kullanılmadan allojenik tam kat deri 

grefti transferi yapılan maymunlarda, IV allojenik kemik iliği kökenli MSC tedavisi 

kullanılmış, allogreft sağkalımında uzama belirtilmiştir (279). Fakat kemik iliği kökenli MSC 

tedavisinin immunojenik olduğu ve siklosporin tedavisi almayan immun fonksiyonları sağlam 

sıçanlarda deri allogreft rejeksiyonunu hiçbir tedavi almayan kontrol grubuna kıyasla 

tetiklediği ve immunojenik olduğu, siklosporin tedavisi ile allogreft yaşam süresini uzattığı 

yönünde yayınlarda vardır (280). 
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 Sıçanlarda non myeloablatif tedavi allojenik kemik iliği kökenli MSC tedavisi ve allojenik 

hematopoietik kök hücre transplantayonu ile GVHD olmadan mikst kimerizm oluştuğu 

gösterilmiştir (20). 

Sıçanlarda ADAS’lar 2x 106 olacak şekilde 7. 14. ve 21. günlerde uygulanmıştır. ADAS’lar 

geçici immunsüpresif tedavi ile immun modülatuar oluşturup allogreft yaşam süresini 

uzatmıştır (43). Sıçanlarda yapılan arka bacak transplantasyonunda, tiletamine ve zolazepam 

altında donör ADAS peroperatif ve operasyonu takiben 4 gün boyunca, 1x 105 olacak şekilde, 

4 doz olarak IV verilmiş. Transplante edilen arka bacak allorejeksiyonu tedavi alan grupta 

12.0 ± 3.7 gün, tedavi almayan grupta ortalama 6.8 ± 1.4 günde gerçekleşmiştir. Arka bacak 

naklinde ADAS tedavisi almayan gruba göre alan grupta allogreft yaşam süresinde anlamlı 

uzama gözlenmiştir MSC uygulamaları otolog, allojenik veya üçüncü allojenik vericiden veya 

zenojenik olmak üzere uygulanabilmektedir (Şekil 42). 

 
Şekil 42: Genetik orijinine göre MSC uygulaması 

MSC allojenik kullanımla ilgili tolerans indüksiyonu yaptığı ve allogreft yaşam süresini 

uzattığını gösteren çalışmaları olduğu gibi allojenik MSC’lerin immunojenik olduğu yönünde 

yayınlar da vardır (281). 

MSC’lerin MHC II ekspresyonunun olmaması zenojenik bir mikroçevrede de yaşayıp 

fonksiyon gösterebileceği fikrini düşündürtmüştür. Saite ve arkadaşları erişkin sıçanlara 

enjekte ettiği kemik iliği kökenli fare MSC’leri sonrasında koroner arter ligasyonu yaptığında 

12 hafta sonra sıçanda kemik iliğinde miyorkardiyal enfarktüs olmadan veya olarak fareye ait 

kök hücre ekilmesini ve dolaşımda fareye ait hücreleri bulmuştur (282). Fakat aynı deney 

insan kökenli ADAS’lar kullanıldığında başarısız olmuştur (283). Bu durum insan kökenli 

MSC’ler ile fare kökenli MSC’ler arasında farklı immunolojik özellikler olduğunu 

düşündürtmüştür. Fakat insana ait ADAS’lar kullanılarak hayvanlarda yapılan zenojenik 
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ADAS transferi ile serebral iskemi (284) ve müsküler distrofi (285) modellerinde olumlu 

sonuçlar gösterilmesi ile MSC’lerde MHC II ekspresyonunun olmamasının bir avantaj olduğu 

ve zenojenik transplantasyonlarda deneysel çalışmalarda kullanılabileceği düşünülmüştür. 

Son yapılan bir çalışmada undiferansiye ve ostejenik diferansiye zenojenik ADAS ve kemik 

iliği kökenli MSC SC enjeksiyonu sonrasında undiferansiye MSC ve ADAS hücrelerinin 

sekiz hafta boyunca yaşadığı, fakat osteojenik diferansiyasyon gösteren MSC ve ADAS’ların 

dört haftada elimine olduğu gösterilmiştir. Bu bulguyu ADAS ve MSC’lerin zenojenik 

transplantasyonda kullanılabileceği yönünde değerlendirmişlerdir (269). Non myeloablatif 

tedavi ile donör kemik iliği transplantasyonu ile insan kökenli ADAS farelerde allojenik deri 

grefti yaşam süresini uzatmıştır (286). Fakat allojenik uygulanan ADAS’lar için bile henüz 

çalışmalar yeni ve beraberinde bir çok tartışmayı getirirken ADAS’ların allojenik 

transplantasyonunun otolog transferine göre in vivo hayvan deneyleriyle değerlendirilmesi ilk 

aşamada daha iyi bir seçenek olarak görülebilir (260). 

Embryonik kök hücrelerin ve MSC’lerin immun modülatuar tedavi olmadan kullanıldığında 

allogreft yaşam süresini uzatmadığı yönünde yayınlar vardır (287). ADAS halen tolerans 

indüksiyonu ve allogreft yaşam süresinde uzama beklentisi ile hayvan deneylerinde allojenik, 

zenojenik ve otojenik transplantasyon şeklinde kullanılmaya devam etmektedir.  
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Şekil 43: MCS Allogrefte Etkisi (39) 
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4.6.7. Doku Mühendisliği ve ADAS  
4.6.7.1. Doku Mühendisliği  
Konjenital anomali, travma veya kanser nedeni ile hasar görmüş hayati veya fonksiyonel 

doku ve organlar konvansiyonel yöntemlerle ve otolog dokularla tedavi edilemiyorsa organ 

veya doku allotransplantasyonu ilk tedavi seçeneğidir. Organ transplantasyonlarında immun 

rejeksiyon, allotransplante edilen doku ve organın yaşam süresinin kısa oluşu ve 

immunsüpresif tedavi gerekliliği ve immunsüpresif komplikasyonları önemli problemlerdir.  

 Hasar görmüş doku ve organların biyolojik eşdeğerlerinin in vitro geliştirilmesi ile 

rekonstrüksiyonu üzerine çalışan interdisipliner biyomühendislik alanı doku mühendisliğidir. 

Organ ve doku üretimi iddiası ile transplantasyona alternatif oluşturmaktadır (288). Doku 

mühendisliğinin Avrupa Komisyonu tarafından tanımlanması canlı ve rejeneratif kapasitesi 

olan hücrelerin ekstrasellüler sentetik veya biyolojik materyallerle desteklenerek biyolojik, 

fonksiyonel, eşdeğer doku veya organ oluşturulmasıdır. Doku mühendisliğinin amacı 

onarmak, yerine koymak ve rejenere etmektir. Yeni organ ve doku geliştirilmesi için 

rejeneratif kapasitesi olan kök hücreler, büyüme faktörleri ve üç boyutlu skafoldlar gereklidir. 

Bu üç bileşenin olmadığı tedaviler yalnızca kök hücre tedavileri olarak değerlendirilir. Kök 

hücrelerin desteklenmesi için kullanılan biyolojik ekstrasellüler matrikslere skafold denir. 

Skafoldların en önemli özellikleri hücre proliferasyonunu, hücre-hücre kontakt etkileşimini, 

migrasyon ve tutunmayı desteklemesi ve mevcut defekte doğru kök hücreleri 

yönlendirmesidir. Skafoldlar immunolojik değildirler. Hücrelerin çoğalması sırasında 

hücrelere yapısal destek sağlar. Skafoldlar kollajen, hyalüran, glikozaminoglikan, fibronektin, 

ipek, polietilen, polilaktin gibi sentetik veya doğal biyopolimerler içerebilir. İdeal skafoldlar 

dokuya özel ektrasellüler matriksten elde edilen üç boyutlu yapısal fonksiyonel moleküllerin 

karışımından oluşur. Diferansiyasyon ve proliferasyon yeteneği olan kök hücreler doku 

mühendisliğinde ana kaynaklardır. İstenilen dokunun veya organın organogenezini 

diferansiyasyonu ve proliferasyonu indükleyen büyüme faktörleri ve ideal üç boyutlu skafold 

mevcudiyetinde kök hücreler doku mühendisliği ve rejeneratif tıp açısından umut 

vermektedir. Günümüzde deri, kıkırdak ve kemik üretimi yapılabilmektedir (289, 290). 

4.6.7.2. Üç boyutlu Biyoyazıcı Yöntemi 
Kök hücre, büyüme faktörleri ve skafoldların aslına uygun şekilde üç boyutlu hassas dağılımı 

ile fonksiyonel doku ve organların oluşturulması için uygulanan bir fabrikasyon 

teknolojisidir. Cilt, damar, nöral doku, iskelet kası, yağ doku, kıkırdak ve kemik üretimleri ile 

rejeneratif tıpta son yıllarda etkinlik kazanmıştır. Yüksek çözünürlükte hücre birikimi, 
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kontrollü hücre dağılımı, vaskülarizasyon, inervasyon gibi güçlükler üç boyutlu oluşturulmak 

istenen doku veya organ için üzerinde çalışmalar için sınırlayıcı faktörlerdir (291). 

4.6.7.3. Deri Doku Mühendisliği 
Kollajen hiyolüronik asit çeşitli sentetik polimerlerden elde edilmiş bir skafold üzerine 

ekilmiş çeşitli deri hücreleri (fibroblast, kerotinosit,) ile oluşturulan doku mühendisliği 

ürünleri yara iyileşmesi, yanık ve kronik ülserlerde kullanılmaktadır.  

Uygun özellikte skafoldlar kullanılarak ADAS’ların çeşitli immun modülatuar, anjiyojenik, 

antiapopitotik, antiskatrisiyel, antiinflamatuar özellikleri transplantasyon immunolojisinde de 

kullanıma girebilir. Kullanılacak olan canlı hücrenin in vivo etkileri açısından deneysel 

çalışmalar bu nedenle gerek skafoldlarla gerek sadece kök hücre tedavisi (ADAS) olarak 

devam etmektedir. 

 4.6.7.4. ADAS Lokal Uygulamada Etkileri  

1. Yara iyileşmesi 
Nonimmunolojik, anjiyojenik, antiapoptotik, rejeneratif, antiinflamatuar özellikleri ile yara 

iyileşmesine katkıda bulur. Lokal uygulanmış ADAS salgıladığı büyüme faktörleri etkisiyle, 

anjiyogenetik faktör artışını sağlar, anjiyogenezi hızlandırır, endoteliyal diferansiyasyon 

göstererek vasküler yapılara dönüşür, neovaskülarizasyonu uyarır (PDGF, VEGF, HGF, FGF-

2). Epitelizasyonu ve epiteliyal stabiliteyi artırır (EGF). İskemik hasarı azaltır. Granülasyon 

dokusu oluşmasını hızlandırır. Antiinflamatuar etki gösterir (TGFβ). Yara kapanmasını 

hızlandırır. Domuzlarda lokal uygulanmış ADAS’ların tam kat deri grefti iyileşmesinde 

iskemiyi azalttığı epidermal iyileşmeyi hızlandırdığı gösterilmiştir (292-296). Sıçanlarda 

skafold kullanılarak uygulanan ADAS’lar otolog deri grefti uygulamasında 

mikrodamarlanmayı ve kollajen artışını arttırmıştır (297). 

2. İmmunolojik 
Allojenik kök hücre ekilmiş özel skafold ve siklosporin uygulaması ile 8x8 mm boyutundaki 

deri allogreftine yönelik inflamatuar reaksiyonun baskılandığı gösterilmiştir (298). 
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5. GEREÇ VE YÖNTEMLER 
Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi (DEÜTF) Deney Hayvanları araştırmaları etik 

kuruluna tez projesi sunuldu ve etik kurul onayı alındı. DEÜTF BAP kuruluna yapılan 

başvurunun onaylanmasının ardından deney için malzeme alımları yapıldı. Deneyin her 

basamağında ülkemizde yürürlükte olan hayvan refahı yasası göz önüne alınarak hareket 

edildi. 

5.1. Gereçler  
5.1.1. Deney Hayvanları  
Lewis, inbred özellikte, 21 adet erkek sıçan; Brown Norway, inbred özellikte, 14 adet erkek 

sıçan, ortalama altı, sekiz haftalık, 150-200 gr olarak Kobay Deney Hayvanları Limited 

Şirketi yolu ile Charles River Deney Hayvanları Laboratuarı ABD‘den ithal edilmiştir. Deney 

hayvanları mikrobiyolojik testleri yapılmış onaylanmış, patojenden arındırılmış, sağ ve 

sağlıklı olarak altı haftalık olarak veteriner hekimden teslim alınmıştır. Teslim alınan deney 

hayvanları DEÜTF Deney hayvanları bölümüne deney öncesinde bakım, karantina ve 

sağaltım açısından yerleştirilmiştir. Günlük kilo alımları, genel durumları, cerrahi öncesinde 

takip edilmiştir. Takiplerde komplikasyon, enfeksiyon görülmemiş, düzenli kilo alınımı 

gözlenmiş, komplikasyon gelişmemiştir. 8-12 haftalık, 300-350 gr. aralığına ulaşan denekler 

ile deney aşamasına geçilmiştir. 

5.1.1.1. Deney Hayvanların Genetik Özellikleri  
Hayvanlar genetik olarak tanımlanıp tanımlanmamalarına göre ikiye ayrılırlar. Genetik olarak 

tanımlanmamış soylar ‘outbred’ olarak tanımlanır. Outbred soylar hayvanların genetik 

özelliklerinin önemli olmadığı çalışmalarda kullanılmaktadır. İnbred soylar ise izogenetik 

yani genetik olarak tanımlanmış soylardır. Bu soylar genellikle genetik homojenitenin önemli 

olduğu immunolojik deneylerde kullanılmaktadır. 

5.1.1.2. İnbred Hayvan 
Bir ana babadan doğan yavrular çiftleştirilerek yapılan üretim şeklidir. Bu üretimin amacı 

genetik heterojeniteyi azaltıp homojeniteyi artırarak genetik değişkenliği immunolojik 

deneylerde en aza indirgemektir. İnbred soylar, yirmi ve daha fazla ardışık jenerasyon erkek 

ve dişi kardeşlerin çiftleştirilmesiyle elde edilir. Yirmi veya daha fazla jenerasyon boyunca 

tüm yavrular tek bir atasal çifte kadar geri izlenebilir. Bu şekilde inbred üretilen soylar 

izogenik (genetik olarak tanımlanmış) soylar olarak tanımlanır. Soylar fenotipik olarak tek tip 

olma eğilimindedirler. Bu soylar bir çok jenerasyon boyunca stabil olarak kalırlar ve önemli 
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bir kısmı genotiplendirilmiş durumdadır. Her soy için köken, geçmiş, genotipik ve fenotipik 

bilgiler mevcuttur. En sık kullanılan yöntem erkek ve kız kardeşlerin ya da ana veya baba ile 

yavrusunun çiftleştirilmesidir.  

Projemizde kullanılacak sıçan suşları immunolojik bir deneyde kullanıldığı için alıcı ve verici 

gruplarda genetik homojenitenin oluşması için aynı genetik özellikte, yani inbred yetiştirilmiş 

sıçan suşlarından seçilmiştir. Yapılan transplantasyonun ‘allotransplantasyon’ olarak kabul 

edilmesi ve sonuçların değerlendirilmesi aşamasında projenin anlamlı olması için aynı türe 

ait, ayrı genetik özellikte olan iki ayrı inbred sıçan türünde ‘transplantasyon’ yapılması 

gerekmektedir. Deneyimizde bu nedenle inbred iki ayrı suş kullanılmıştır. DEÜTF deney 

hayvanlarında konvansiyonel şekilde barındırılmıştır. İki hayvan için bir adet kafes kullanımı 

yapılmıştır. Günlük ortalama 15-25 gr. besin ve 30-45 ml. su alımları sağlanacak standart 

şekilde beslenmiştir. 

5.1.1.3. Deney Grupları (Şekil 44)  
Kontrol grubu: Otogreft ve allogreft kontrol grupları 
1. Otogreft: Lewis sıçan (7 adet) 

2. Allogreft: Lewis sıçan (7 adet)  

Donör olarak; Grup III ve Grup III’ten alınan deri allogrefti kullanılmıştır. 

ADAS tedavisi uygulanmamıştır. 

Deney grubu: Allogreft ve tedavi grupları 
1. Allogreft: Brown Norway sıçan alıcı (7 adet ) 

2. Donör olarak; Grup II ve Grup II’den alınan deri allogrefti kullanılmıştır. 

3. Tedavi: SC ADAS (Grup II’den alınan yağ greftinden elde edilen ADAS kullanılmıştır.) 

4. Allogreft tedavi: Brown Norway sıçan alıcı (7 adet) 

5. Donör olarak; Grup V, Grup V’ten alınan deri allogrefti kullanılmıştır. 

6. Tedavi: IV ADAS (Grup V’ten alınan yağ greftinden elde edilen ADAS kullanılmıştır.) 

7. Allogreft tedavi: Lewis sıçan alıcı (7 adet) 

Donör olarak Grup IV, Grup IV’ten alınan deri allogrefti kullanılmıştır. 

Tedavi: IV ve SC ADAS (Grup IV ten alınan yağ greftinden elde edilen ADAS 

kullanılmıştır.) 
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II-III, IV-V. gruplarda mevcut denekler alıcı ve donör olarak çaprazlanarak aynı anda iki 

denekte greft cerrahisi uygulanarak allogreft yerleştirme işlemi yapılmıştır. Allogreft 

uygulaması aşağıda şematize edilmiştir. 

 

 
Şekil 44: Deney şematik gösterimi (Ok işaretleri yerleştirilen allogreftlerin alıcı ve verici 

olarak çaprazlanmasını göstermektedir) 
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5.1.2. Deneyde Kullanılan Laboratuarlar ve Olanaklar 
 

Tablo 12: Deneyde kullanılan laboratuarlar ve olanaklar 

5.1.3. Deneyde Kullanılan Malzemeler 
Cerrahi işlemler için gerekli cerrahi set temini kimlik karşılığında DEÜTF hastanesinden 

alınmıştır.  

Cerrahide Kullanılan Sütür Materyalleri: 

o Poliglaktin 910 sütür materyali 

o Poliglaktin 910 sütür materyali 

o İpek sütür materyali 

Tie-over Uygulaması: Bactigras™ ve Steril pamuk  

Pansuman Esnasında Kullanılan Malzemeler: SF (serum fizyolojik), Batticon, Octanicept, 

1/100 (%1) oranda sulandırılmış Savlon solüsyonu (klorheksidin glukonat ve setrimid içerir.) 

DEÜTF, Histoloji 
Embriyoloji AD/İZMİR 

Mikrotom 
Kameralı Mikroskop 
Faz kontrast Mikroskobu 
Monoküler ve Binoküler Mikroskop 
Işık Mikroskobu (Olympus dp70) 
Dijital kamera (Olympus dp71) 
Bilgisayarlı analiz sistemi (Imagetool Analiz Programı) 

DEÜTF, İBG  
(İzmir Biyotıp ve Genom 
Enstitüsü) /İZMİR 

Faz-kontrast inverted mikroskobu (Nikon LWD O.52) 
Roller (Labnet Labroller-II) 
Hibridizasyon Fırını (Atto AB-1950) 
CO2li İnkübatör (Thermo Scientific Steri Cycle) 
Laminar kabinet (Thermo Scientific MSC Advantage) 
Hücre Kültürü Santrifüjü (Hettich Zentrifugen Rotanta 
460R) 
Hücre Kültürü Su Banyosu (Nüve Nb9) 
80 Soğutucu (Thermo Scientific Forma 700 series) 
PH metre (Hanna instruments Microprossesor) 
Fluoresans mikroskobu (Nicon Y-FL) 
İnverted Floresans Mikroskobu (Olympus) 
Sıvı Azot Hücre Saklama Tankı (Thermo Scientific 8031) 
Santrifüj (Hettichzentrifugenmicro 200R) 
Soğutmalı Santrifüj (Eppendorf 5415R) 

DEÜTF Deney Hayvanları 
Bilimi 

Kafes içerisinde hayvan barındırma ve bakım alanı 
(konvansiyonel) 
Hayvan cerrahisi için cerrahi ameliyathane ve cerrahi 
donanım 
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Yağ grefti patolojik örnekleri steril idrar kabında steril SF solüsyonu içerisinde alındıktan 

sonra yarım saat içerisinde DEÜTF/İBG bölümüne teslim edilmiştir. 

Patolojik örnekler için % 10’luk formol solüsyonu Histoloji Embriyoloji ABD dan aynı gün 

temin edilmiştir. 

Deneyde Kullanılan Anestezi: Deney hayvanlarına IV enjeksiyonlar ve patoloji işlemleri 

sırasında hafif eter anestezisi uygulanmıştır. Yağ grefti alınması ve deri grefti cerrahisi 

esnasında ketamin ve ksilazin ile intraperitoneal genel anestezi sağlanmıştır (Fotoğraf 1). 

 

 
Fotoğraf 1: Kullanılan Anestetikler: Ketamin: 80-100 mg/kg (Ketalar), Ksilazin: 5-10 mg/kg 

(Ksilazol) 

 

5.2. YÖNTEM 
5.2.1. Deney Cerrahi Akış Planı 
Greft cerrahisi uygulanmadan önce ADAS hazırlanacak Grup II-IV-V’ten inguinal bölgeden 

alınan yağ grefti alınmıştır. Alınan yağ greftleri DEÜTF/İBG Bölümüne teslime edilmiştir. 

Alınan yağ greftlerinden ADAS hazırlanma aşamasına geçilmiştir. Çalışmada kullanan 

ADAS’lar yağ dokudan ve olgun adipositlerden SVF olarak ayrıştırılmıştır. SVF içerisinden 

enzimatik yöntemlerle ayrılan kök hücreler hücre kültürüne alınmıştır. Yıldızsı uzantıları olan 

ve flaska yapışan kök hücreler görüntülenmiştir. Elde edilen kök hücrelerin görüntülenme 

aşamasını takiben flow/akış sitometri yöntemi ile kök hücreye spesifik antikorlarla belirlenen 

kök hücrelerin diferansiyasyon özellikleri değerlendirilmiştir. Hücreler, in vivo ortamda 

izlenebilmeleri için takip edilebilir lipofilik fluoresan boyayla (dil) işaretlenmiştir. Elde edilen 

ADAS’ların etkinliği ve karakterizasyonu bu yolla gösterilmiştir. ADAS eldesini takiben greft 

cerrahisi IV ve SC ADAS terapisi içeren deney aşamasına geçilmiştir. 
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5.2.2. ADAS eldesi için Yağ Grefti Alınması  
Cerrahi prosedür öncesinde eter anestezisi altında, sıçanlarda dört gün önceden cerrahi alan 

tıraşlaması yapıldı. ADAS uygulaması yapılacak üç grup (Grup III-IV-V) için üç gruptan 

(Grup II-IV-V) inguinal bölgeden yağ grefti alındı. 

Uygun oda sıcaklığı ve cerrahi alan sağlandıktan sonra, sıçan tartılarak uygun doz hesaplanıp, 

ketamin ksilazin ile intraperiyoneal GAA sıçanın önce Batticon daha sonra 1/100 (%1) oranda 

sulandırılmış Savlon solüsyonu ile iki defa tüm cerrahi alanı yıkandı. Yıkamayı takiben sıçan 

cerrahi sahaya alındı. Sol femoral bölgesinden daha önce tıraşlanmış olan alandan insizyon ile 

cilt ve cilt altı yapılar geçilerek inguinal bölge subkutan yağ dokusuna ulaşıldı. Subkutan yağ 

dokusu total olarak diseke edilip eksize edildikten sonra işlem 4.0 poliglaktin 910 ile primer 

sütür ile sonlandırıldı (Fotoğraf 2, 3, 4,5 ).  

Elde edilen yağ doku steril idrar kabında ve steril SF içerisinde cerrahi sonrası 30 dk 

içerisinde DEÜTF İBG bölümüne uygun şekilde teslim edildi (Fotoğraf 6). 

 
Fotoğraf 2: Yağ Grefti Eldesi İçin Yapılan Tıraşlama İşlemi 
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Fotoğraf 3: Yağ Grefti Eldesi İçin Yapılan İnsizyon 

 

 

 
Fotoğraf 4: Yağ Grefti Eldesi 
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Brown Norway Sıçan 

 
Lewis Sıçan 

Fotoğraf 5: Yağ Grefti Eldesi Cerrahi Saha Yakın Çekim 
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Fotoğraf 6: Yağ grefti: Ortalama 1x1,5 cm büyüklüğünde yağ grefti görünümü 

Postoperatif dönemde her gün Batticon ile pansuman uygulaması yapıldı. Sıçanlarda cerrahi 

yara yeri enfeksiyonu ve komplikasyon gözlenmedi (Fotoğraf 7). 
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Fotoğraf 7: Yağ Grefti Eldesi Sonrası Sütür Hattı 
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Fotoğraf 8: Postoperatif Işık Altında Bakım 

5.2.3. ADAS İzolasyonu 
Hazırlanması gereken solüsyonlar 
PBS enzimatik parçalama öncesi yıkama tamponu: 1X PBS (Phosphate Buffer Saline) 

içine %1 Penicillin/Streptomycin (10,000 units/mL of penicillin ve 10,000 µg/mL of 

streptomycin) ile 2.5ug/ml amfoterisin eklenerek hazırlandı. 

Tip 2 kollajenaz solüsyonu: Küçük parçalara ayrılan doku parçalarının hacminin yarısı 

kadar DMEM (hücre kültürü büyüme ortamı) içinde son konsantrasyon %0.2 olacak şekilde 

eklenen kollajenaz iyice çözündü, 0.45um filtreden süzüldü ve son konsantrasyonu %1 

olacak şekilde pen/strep solüsyona eklendi. 

PBS enzimatik parçalama sonrası yıkama tamponu: 1X PBS içine %1 

Penicillin/Streptomicin (10,000 units/mL of penicillin ve 10,000 µg/mL of streptomycin) ile 

2.5ug/ml amfoterisin ve %2 FBS (Fetal Bovine Serum) eklenerek hazırlandı. 

Kırmızı kan hücresi lizis tamponu: 2.06 g/L Tris Base, pH 7.2, 7.49 g/L NH4Cl. 

Hazırlandıktan sonra steril olarak filtrelendi. 
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5.2.3.1. Rat Adipoz Dokudan Stromal-Vasküler Fraksiyonun (SVF) Elde Edilmesi 

A. Yağ dokunun yıkanması ve küçük parçalara ayrılması 
Kasıktan alınan yağ dokusu %1 Penisilin/Streptomisin (10,000 units/mL of penisillin ve 

10,000 µg/mL of streptomisin), 2.5ug/ml amfoterisin içeren PBS ile birkaç kez yıkanarak kan 

ve diğer yapıların uzaklaştırılması sağlandı. Doku, steril doku makası ve penset yardımıyla 

küçük parçalara ayrıldı ve steril 50 ml’lik flakon tüp içine alındı (Fotoğraf 9). 

Fotoğraf 9: Yağ Dokunun Küçük Parçalara Ayrılması 

B. Enzimatik parçalama 
Küçük parçalara ayrılan doku hacminin yarısı kadar hacimde hazırlanan %0,2 Tip II 

kollajenaz solüsyonu ile, 37oC’de yaklaşık iki saat çalkalamalı olarak inkübe edilerek 

enzimatik parçalama işlemi yapıldı. İnkübasyon sonunda %10 FBS eklenerek kollajenaz 

aktivitesi durduruldu. 

C. SVF’nin olgun adiposit hücre ve dokulardan ayrılması 
400xg de 10 dk. boyunca satrifüj yapılır (Şekil 45) (Fotoğraf 10). 

 
Şekil 45: Enzimatik parçalama basamağı ardından SVF’nin olgun adiposit hücre ve 

dokulardan ayrılması amacıyla yapılan santrifüj sonrası elde edilen fraksiyonlar.
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Fotoğraf 10: Deneyimizde SVF eldesi 

 

5.2.3.2. ADAS’ların SVF’dan ayrılması 

A. Eritrositlerin uzaklaştırılması 
B. Hücre pelleti içindeki eritrositleri uzaklaştırmak için 20 ml kırmızı kan hücresi lizis 

tamponu eklendi ve oda sıcaklığında 10 dk. inkübe edildi. 300xg de 10 dk. santrifüj edildi.  

Büyük hücre gruplarının ve enzimatik olarak parçalanmayan doku parçalarının 

eliminasyonu 
Hücre pelleti 5 ml PBS ile resüspanse edildikten sonra 100 µm çaplı steril elekten (mesh) 

geçirildi. Ardından 40 µm çaplı steril elekten geçirildi. Bu işlem ile hücre dışındaki büyük 

yapılar elimine edildi (Fotoğraf 11). 

Bu hücre süspansiyonuna hacmi kadar 1xPBS ile hazırlanan enzimatik parçalama sonrası 

yıkama tamponu eklendi ve 300xg de 10 dk. santrifüj edildi. Yıkama işlemi üç kez 

tekrarlandı. 
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Fotoğraf 11: Deneyimizde Elekten Geçirilme İşlemi
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5.2.3.3. ADAS’ların Kültürü 
Elde edilen hücreler, %10 FBS ve amfoterisin içeren DMEM/F12 hücre büyüme ve idame 

ortamı ile hücre kültürü kaplarına ekildi. Ertesi gün hücrelerin ortamı taze ortam ile 

değiştirildi ve hücre yoğunluğuna göre pasajlanarak idame ettirildi. 1. pasajdan stok alınarak 

sıvı azotta saklandı. Tüm enjeksiyonlar birinci ve üçüncü pasaj sayılı hücrelerden yapıldı. 

5.2.3.4. ADAS’ların kök hücreye spesifik antikorlar ile akış sitometri kullanılarak 
belirlenmesi 
Adiposit dokudan elde edilen ADAS’ların kök hücre belirteçleri CD45, CD54 ve CD29 

oranlarının belirlenmesi amacıyla akış sitometri (flow cytometry) yöntemi ile hücreler analiz 

edildi. 0.3x106 hücre hiçbir antikorla muamele edilmeyen kontrol hücreleri ve tek tek CD29, 

CD45, CD54 oranları belirlenecek olan örnekler hazırlandı.  

Boyama yapılmayan kontrol örneği:  
Hiçbir antikor ile muamele edilmeden 500ul FACS (Flourescence-activated cell sorting) 

solüsyonu (1X PBS, 1mM EDTA, 25mM HEPES, %1 FBS. 0.2um filtreden geçirilip, 

+40C’de saklanmıştır) ile çözüldü. 

Boyama örneklerinin hazırlanması:  
FACS solüsyonu ile çözülen hücre pelletleri, antikorların kullanım kılavuzlarına uygun 

olarak 106 hücre/100ul FACS tampon olacak şekilde eppendorf tüplere hazırlandıktan sonra 

hücrelere ayrı ayrı 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) antikorları 

eklendi. Hücreler karanlıkta, 10 dakika +4oC’de inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi 

tamamlandıktan sonra hücreler FACS buffer ile yıkandı. Hücre süspansiyonu 1500rpm’de 5 

dk. santrifüjlendikten sonra pellet 500ul FACS buffer ile çözülüp analiz edildi (BD 

FACSCANTO II). 

5.2.3.4. ADAS’ların 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-Tetramethylindocarbocyanine (Dil) ile 
işaretlenmesi  
Hücreler, in-vivo ortamda izlenebilmeleri için takip edilebilir Dil lipofilik fluoresan boyayla 

işaretlendi. Dil (Molecular Probes, Eugene, OR) 99%’luk etanol içerisinde % 25'lik 

konsantrasyonda çözüldü ve kullanım için 20°C 'de saklandı. Hücreler üreticinin önerdiği 

talimatlarına göre fluoresan dil ile işaretlendi; hücre süspansiyonu Dil ile 2.5 µg/mL 
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konsantrasyonda PBS içinde 15 dk. 37°C’de inkübe edildi. Membrana bağlı Dil boyasının 

maksimum emisyonu 565 nm’ye karşılık gelmektedir.  

5.2.3.5. İzole edilen ADAS’ların farklı dokulara dönüşme potansiyellerinin incelenmesi.  
A. Adipoz dokuya yönlendirme (Adipogenez) 
Hücre kültürü ortamında çoğaltılan ADAS’lar 12 kuyulu hücre kültür kabına 12 x 104 

hücre/kuyu olacak şekilde ekildi. Ertesi gün %80-85 yoğunluğa ulaşan hücreler adipogenezis 

kit (Millipore SCR020) önerisine göre, kit içerisinde yer alan adipogenez indükleyici ve 

adipogenez sürdürücü kimyasal bileşenlerin önerilen oranlarda büyüme ortamına eklenmesi 

ile 21 günlük farklılaşma takvimine uyularak gerçekleştirildi. Adipogenez indükleyici kültür 

ortamı 1., 3., 5., 9., 11., 13., 17., 19. ve 21. günlerde yenilendi. 7. ve 15. günlerde adipogenez 

sürdürücü ortam ile hücre ortamı değiştirildi. Adipogeneze yönlendirilmiş ADAS’ların 

diferansiyasyonu sürecinde ışık mikroskobu ile yapılan gözlemlerde lipid damlacıklarının 

oluşmaya başladığı ilk haftadan itibaren gözlendi. Literatürde kabul edilmiş adiposit boyası 

olan Red Oil boyası ile boyanarak bu lipid damlacıkları gösterildi. Boyama için hücre kültür 

ortamından uzaklaştırılan farklılaşma süresi tamamlanan ADAS’lar %4’lük paraformaldehit 

(PFA) solüsyonu ile 40 dk. oda sıcaklığında inkübe edilerek fikse edildi. PBS’le yıkanıp PFA 

uzaklaştırıldıktan sonra red-oil boyası ile 50 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Distile su 

ile üç kez yıkanarak uzaklaştırılan boyanın ardından hematoksilen boyası ile çekirdekler 

boyandı. Hücreler ışık mikroskobunda görüntülendi. 

B. Kemik dokuya yönlendirme (Osteogenez)  
Hücre kültürü ortamında çoğaltılan ADAS’lar bir gün önceden vitronektin ve kollajen ile 

kaplanmış 12 kuyulu hücre kültür kabına 12X104 hücre/kuyu olacak şekilde ekildi. Ertesi gün 

%80-85 yoğunluğa ulaşan hücreler osteogenezis kit (millipore SCR028) önerisine göre, kit 

içerisinde yer alan osteogenezisi indükleyici kimyasal bileşenlerin önerilen oranlarda büyüme 

ortamına eklenmesi ile iki günde bir ortamın yenilenmesi ile 21 günlük süreçte 

gerçekleştirildi. Osteogeneze yönlendirilmiş ADAS’ların diferansiyasyonu Alizarin Red 
boyası kullanılarak, hücreler arası kalsiyum depozitlerinin boyanması ile gösterildi. Boyama 

için hücreler, fiksasyon amacıyla %70’lik soğuk etanol ile bir saat oda sıcaklığında inkübe 

edildi. PBS ile yıkama ardından etanol ortamdan uzaklaştırıldı ve oda sıcaklığında 30 dk. 

Alizarin Red boyası ile inkübe edildi. Distile su ile yıkamalar ardından hücreler ışık 

mikroskobunda görüntülendi. 
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C. Kıkırdak dokuya yönlendirme (Kondrogenez) 
Hücre kültürü ortamında çoğaltılan ADAS’lar 12 kuyulu hücre kültür kabına 12X104 

hücre/kuyu olacak şekilde ekildi. Ertesi gün %80-85 yoğunluğa ulaşan hücrelerin 

kondrogenez yönlendirme ortamı (GIBCO STEMPRO A10071-01) ile ortamları değiştirildi. 

iki günde bir ortamları değiştirilen hücreler 18. günün sonunda %4’lük paraformaldehit (PFA) 

solüsyonu ile 40 dk. oda sıcaklığında inkübe edilerek fikse edildi. PBS ile yıkanıp PFA 

uzaklaştırıldıktan sonra Alcian Blue boyası ile 50 dk. oda sıcaklığında inkübe edildi. Distile 

su ile üç kez yıkanan hücreler ışık mikroskobunda görüntülendi. 

5.2.3.6. ADAS’ların IV ve SC Enjeksiyon İçin Hazırlanması 
Dil boyası ile boyanmış hücreler %90 yoğunluğa ulaşana kadar 10 cm’lik hücre kültür 

kaplarında büyütüldü. Enjeksiyon/operasyon günü PBS ile bir kere yıkandıktan sonra beş dk. 

37oC’de 1 ml Trypsin-EDTA solüsyonu ile inkübe edildi. Enzimatik olarak ayrılan hücreler 

toplanarak bir sefer besi yeriyle yıkandıktan sonra PBS içine alındı ve 0.4%’lik Trypan Blue 

ile ölü hücreler boyandı. Hemositometri ile canlı hücre sayısı belirlendi. İntravenöz (IV) 

enjeksiyon için 5x105 hücre, 1ml PBS içinde çözüldü; SC enjeksiyon için yine 5x105 hücre 

0.5ml PBS içinde çözülüp Eppendorf tüp içinde deney ekibine ulaştırıldı. 

5.2.4. Greft Cerrahisi ve SC ADAS Uygulaması 
Greft boyutu: 3x3 cm büyüklüğünde, 9 cm2 tam kat deri greftidir. 

5.2.4.1. Otogreft uygulaması  
Cerrahi öncesinde anestezi süresinin azalması ve inflamasyon reaksiyonun önlemek amacıyla 

üç gün önce hafif eter anestezisi altında cerrahi alanda kıl kısaltma işlemi yapılmıştır. 

Otogreft Cerrahi 
Uygun oda sıcaklığı ve cerrahi alan sağlandıktan sonra hayvan tartılarak uygun doz 

hesaplanıp ketamin ve ksilazin ile intraperitoneal GAA (Genel anestezi altında) sıçanın önce 

Batticon daha sonra 1/100 (%1) oranda sulandırılmış Savlon solüsyonu ile iki defa tüm 

cerrahi alanı yıkandı. Yıkamayı takiben sıçan cerrahi sahaya alındı. Önceden çizilmiş olan 

boyutlara uyularak 10 numara bistüri yardımı ile greft eleve edildi. Greftte mevcut subkutan 

dokular cerrahi makas ile temizlendi. Aynı yatağa yerleştirilerek 4.0 poliglaktin 910 ile sekiz 

ayrı yerden fikse edildi. Kalan boşluklar 5.0 poliglaktin 910 kullanılarak sütüre edildi. Greft 

üzerine Bactigras yerleştirildi. Bactigrasın üzerine steril pamuk yerleştirildi. Takiben 3.0 ipek 

sütür yardımı ile tie-over pansuman uygulaması yapıldı (Fotoğraf 12, 13). 
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Fotoğraf 12: Otogreft boyutu ve eksizyon sonrası görünüm 

 

 
Fotoğraf 13: Otogreft cerrahisi sonrası postoperatif greftin görünümü 

 



 104 

 

5.2.4.2. Çaprazlama ile allogreft yerleştirme 
Cerrahi öncesinde zaman kaybını ve inflamasyon reaksiyonun önlemek amacıyla üç gün önce 

cerrahi alanda kıl kısaltma işlemi yapılmıştır. 

Allogreft Cerrahi 
Uygun oda sıcaklığı ve cerrahi alan sağlandıktan sonra sıçan tartılarak uygun doz hesaplanıp 

ketamin ve ksilazin ile intraperitoneal GAA sıçanların, önce Batticon daha sonra 1/100 (%1) 

oranda sulandırılmış Savlon solüsyonu ile iki defa tüm cerrahi alanı yıkanmıştır. Yıkamayı 

takiben sıçanlar cerrahi sahaya alınmıştır. 10 numara bistüri yardımı ile her iki greft eleve 

edilerek, greftteki subkutan dokular eksize edilerek greft tam kat deri grefti halinde 

çaprazlanarak allogreft şeklinde yerleştirilmiştir. 4.0 poliglaktin 910 yardımı ile sekiz ayrı 

yerden fikse edilen greftlerdeki boşluklar 5.0 poliglaktin 910 ile sütüre edilmiştir. Greft 

yerleştirildikten sonra Grup III- V’te SC ADAS uygulaması yapılmıştır. Takibinde her iki 

greftin üzerine Bactigras yerleştirilerek steril pamuk ile tie-over uygulaması yapılarak her iki 

sıçanda allogreft yerleştirilmesi işlemi sonlandırılmıştır (Fotoğraf 14, 15, 16, 17). 

 

 
Fotoğraf 14: Allogreft Yerleşimi Öncesi Sahanın Görünümü 
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Fotoğraf: 15: Eş Zamanlı Allogreft Transferi 

 

 
Fotoğraf 15: Eşzamanlı Allogreft Transferi 
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Fotoğraf 15: Eş Zamanlı Allogreft Transferi 

 
Fotoğraf 16: Eş Zamanlı Alınan Allogreftlerin Görünümü 
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Fotoğraf 17: Postoperatif Allogreft Yerleştirilmesi Sonrası Görünüm 

 

Tüm greft yerleştirilme işlemlerinden sonra cerrahi tie-over pansuman uygulaması yapıldı 

(Fotoğraf 18). 
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Fotoğraf 18: Tie-over Pansuman Uygulaması 

5.2.4.3. SC ADAS Uygulaması  
SC ADAS uygulaması peroperatif greft cerrahisi bittikten sonra allogreft sahası dört ayrı 

alana ayrılıp, 0.5 cc olarak hazırlanmış ADAS her alana diffüz yayılacak şekilde SC. 

enjeksiyon şeklinde uygulanmıştır. 

Grup III ve Grup V‘e cerrahi günü peroperatif, greft yerleştirildikten hemen sonra, SC olarak 

intraoperatif, tek doz 0.5 cc içerisinde 5x 105 uygulanmıştır. 

 

 

 

5.2.5. IV ADAS Uygulaması 
IV ADAS uygulaması kuyruk veninden sarı branül yardımı ile ortam ısısı ayarlandıktan sonra 

denek hafif eter anestezisi altına alınarak yavaş infüzyon şeklinde 1 cc olarak yapılmıştır. Her 

IV uygulama yapıldığında ADAS verilmeyen gruplara da IV 1 cc SF uygulaması yapılmıştır. 

Cerrahi gününde cerrahi başlamadan üç saat öncesinde IV kök hücre infüzyon uygulamaları 

yapılmıştır. -7., 0., 3., 7. günde her deneğe aynı saat dilimleri içerisinde (11.00) ADAS IV 

infüzyonu yapılmıştır. 

ADAS; IV Protokol: yavaş infüzyon şeklinde tek doz 5x105  

 

 

 

Allogreft 14. güne dek yaşarsa 14. günde IV tek doz ADAS tedavisi planlanmıştır. 

Cerrahi 
Günü 

Postop
3. Gün 

Cerrahi 
Günü 

-7. gün Postop 
7. Gün 

Postop. 
14. Gün 
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5.2.6. Patolojik Örnek alınması 
Hafif anestezi altında, 4 mm punch biyopsi aleti kullanılarak 4 mm çapında olacak şekilde, 

postoperatif yedinci günde (vital bölgeden olmak üzere) patoloji örneği alınmıştır. Patoloji 

materyalinin bütünlüğü ve stabilitesi insülin enjektörü yardımı ile epidermisten dermis ve 

subkutan dokuya doğru fiksasyon sağlanarak alınmıştır ( Fotoğraf 19, 20). 

 
Fotoğraf 19: Patolojik Örnekleme 

 

 
Fotoğraf 20: Patoloji için kullanılan 4mm Punch biyopsi Aleti 

5.2.7. Hayvanların Sakrifikasyonu 
Sıçanlar cerrahi sonrası Grup I’de 15 günlük takibin sonunda, Grup II-III-IV-V’te allogreftler 

nekroza uğradığında sakrifikasyona geçildi. Sakrifikasyon deneklere anestezi (ketamin-
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ksilazin) verilerek, abdominal kavite açılıp vena kava kaudalisten kan almak yöntemi ile 

eksanguinasyon (kansızlaştırma) ile yapıldı. 

5.2.8. Histopatolojik İşlemler 
5.2.8.1. Rutin Doku Takip Protokolü 
Alınan dokular histokimyasal incelemeler için %10’luk formolde 24–48 saat bekletilerek 

fikse edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklaştırılması amacıyla bir gece akarsu altında yıkandı. 

Dehidratasyon amacıyla sırasıyla %70, %80 ve %96’lık etil alkol serilerinde 20’şer dk.; 

ardından dört farklı aseton serisinde 20’şer dk. tutuldu. Şeffaflaştırma amacıyla 30’ar dk. iki 

farklı ksilene tabi tutuldu. Birer saatlik iki kez yumuşak parafin ile immersiyonu sağlandıktan 

sonra dokular sert parafin bloklar içerisine gömüldü. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) 

aracılığı ile 5μ kalınlığında kesitler alındı (Tablo13).  

Tablo 13: Rutin doku takibi protokolü 

İşlem Madde Süre 
Fiksasyon %10’luk formol 24-48 saat 
Fiksatiften Uzaklaştırma Akarsu 1 gece 
Dehidratasyon %70-80-96’lık alkol serileri 20’şer dakika 
Post Fiksasyon Aseton-1 

Aseton-2 
Aseton-3 
Aseton-4 

 
20’şer dakika 

Şeffaflandırma Xylol-1 
Xylol-2 

30’ar dakika 

 Yumuşak parafin-1 
Yumuşak parafin-2 

1’er saat 

Bloklama Sert parafin  
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5.2.8.2. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolü 
Alınan kesitler deparafinizasyon işlemi için bir gece 60˚C’lik etüvde tutuldu. Ardından ilk 20 

dk. (etüvde) diğer ikisi 10’ar dk.’lık üç farklı ksilene tabi tutuldu. Daha sonra ilk 

dehidratasyon işlemi için beş değişim azalan alkol serilerinden geçirildi, kesitler distile su ile 

çalkalandıktan sonra beş dk. hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, 

Cambridgeshire) ile boyandı. Boyamanın ardından, boyanın fazlasının dokudan 

uzaklaştırılması için beş dk. akarsuda yıkanan kesitler, iki dakika eozin (01602E, Surgipath, 

Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyası ile boyandı. Boyamadan sonra sırasıyla %70, 

%80, %96 ve iki seri absolü alkolden geçirilen kesitler şeffaflaştırma amacıyla 20’şer dk. üç 

değişim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile 

kapatıldı (Tablo 14). 
 

Tablo 14: Hematoksilen-Eozin boya protokolü 

İşlem Madde Süre 

Deparafinizasyon 60°C etüvde 30 dakika 

Deparafinizasyon Ksilen 1 (etüvde) 20 dakika 

Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda ısısında) 10 dakika  

Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda ısısında) 10 dakika 

Rehidratasyon %100’lük alkol Çalkalama 

Rehidratasyon %100’lük alkol Çalkalama 

Rehidratasyon %96’lık alkol Çalkalama 

Rehidratasyon %80’lik alkol Çalkalama 

Rehidratasyon %70’lik alkol Çalkalama 

Yıkama Distile Su Çalkalama 

Boyama Hematoksilen 10 dakika 

Yıkama Akarsu 10 dakika 

Boyama Eozin 2 dakika 

Yıkama %70-80-96-100-100’lük alkol Çalkalama 

Şeffaflaştırma Ksilen 1 20 dakika 

Şeffaflaştırma Ksilen 2 20 dakika 

Şeffaflaştırma Ksilen 3 20 dakika 

Kapama Entellan  
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5.2.9. Değerlendirme 
5.2.9.1. Greft Vitalitesi /Görsel Takip 
A. Allogreft Uygulaması ile İlgili Bilgiler 
 Deneyimizde ‘3x3 cm=9 cm2’ olacak şekilde tam kat allojenik deri grefti uygulaması 

yapılmıştır. Kompozit doku allotranplantasyonlarında deri antijenitesi en yüksek doku olduğu 

için rejeksiyonda önemli bir takip kriteridir (299, 300). Geniş seri hayvan deney serilerinde 

deri rejeksiyonu olmasına rağmen kas-iskelet kompartmanının rejekte olmadığı görülmüştür. 

Bu durum ilk olarak Billingham tarafından tanımlanan split toleransa bağlanmıştır. 

Allotransplante edilen kompozit dokunun bir bileşenini rejeksiyon görülürken bir bileşenine 

görülmemesi split tolerans olarak isimlendirilmiştir. İlk tanımlandığı günden beri split 

toleransın aşılması ve allojenik deriye yönelik donör spesifik immun tolerans sağlanması 

önemli bir çalışma alanıdır (301). Deri allogreft uygulamasında en önemli tartışma konuları 

lenfatik blokaj veya geciktirme uygulanması, vasküler anastomozun doğal seyrine bırakılması 

veya mikrocerrahi vaskülarizasyon yapılması, deriye özel antijenlere yanıt ve deride yerleşik 

immun sistem ve hücreleri, deri ekstrasellüler matriksidir. Allojenik deriye özel antijenler 

olan skn ve epa’ya yönelik allojenik immun yanıt deri allogreftinin rejeksiyonunda rol 

oynamaktadır. Bu antijenlerin MHC geni üzerinden taşındığı ve alloimmun yanıtın bu 

antijenlere spesifik geliştiği düşünülmektedir (89). Allojenik deriye yönelik tolerans oluşumu 

ve rejeksiyon epizodu kemik iliğinde üretilen deriye yerleşen dendritik hücre tipleri 

(Langerhans), deride yerleşik bulunan bellek T hücreleri aracılığı ile allojenik deriye ait 

antijenlere yanıt olarak gelişmektedir. İmmun tolerans ise deride bulunan yine telerojenik 

özellikte antijenle stimüle edilmemiş Langerhans hücrelerince ve Treg hücreler aracılığı 

gelişmektedir. Bu bağlamda bu konuda ilerleme sağlamak için bu olayda rol alabilecek Treg 

ve bellek T hücreleri hakkında çalışmalara, bu aşamada rol oynayabileceği düşünülen T hücre 

tiplerinin tanımlanmasına yönelik çalışmalara ve bunların homeostatik ve immun regülatuar 

özelliklerinin ortaya konmasına ihtiyaç vardır (300, 302). 

 Doğal seyrinde vaskülarize olan deri allogreft rejeksiyonuna yönelik tanımlanmış standardize 

edilmiş görsel bir klinik takip derecelendirmesi veya kriterleri yoktur. Çalışmalarda total veya 

parsiyel nekroz, eskar formasyonu ve deri değiştirme kriter alınmıştır (279, 280, 303, 304). 

Deri allogrefti nekroz kriterleri inspeksiyonla olan renk değişikliği, ödem, deskuamasyon ve 

total nekroz gibi değişiklikler alınmıştır (305). VCA deney hayvan modellerinde sıçan arka 

bacak transplantalarında rejeksiyonuna yönelik görsel takiplerde çalışmacılar rejeksiyon 
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bulguları olarak VCA derisinin hafif dokunuş ile sıyrılmasını ardından, kıl kaybı ve VCA 

derisinin total eskarifikasyonu almıştır (306). VCA deri rejeksiyon görsel bulgularının eritem 

bulgusu ile başlar (307), eritemin üzerine ödemin eklenerek flepte kıl kaybı gelişmesidir 

(308). Eritem ile başlayan allorejeksiyon epizodunun epidermolizis, deskuamasyon ve eskar 

formasyonu ile ilerlediği raporlanmıştır (309, 310). 

B. Allogreft Görsel Nekroz Bulguları 
Greft cerrahisini takiben beş gün süreyle tie-over uygulaması yapılmış olan sıçanlar 

pansuman ile takip edildi. Enfeksiyon açısından değerlendirme yapıldı. Kötü kokulu akıntı, 

klinik enfeksiyon bulgusu, genel durum açısından denekler her gün değerlendirildi. Tie-over 

açılması ile beraber beşinci günde görsel değerlendirmeye geçildi. Her gün sıçanlar greft 

nekrozu, allorejeksiyon görsel karakterizasyonu açısından değerlendirilerek greft nekroz 

görsel özellikleri ve yaygınlığı değerlendirildi.  

Takiplerde allogreft rejeksiyonu literatürle uyumlu bir şekilde eritem bulgusu ve greft 

alanına yaygınlığı, eritemin üzerine binen ödem, deskuamasyon (hafif dokunuşla greftte 

sıyrılma olup olmadığı) bulgusu ve greft alanına yaygınlığı, greft yatağında insülin enjektörü 

ile kanama olup olmadığı, bül formasyonu, greftteki mavi mor renk değişikleri, eskar 
formasyonu ile nekroz bulguları ve yaygınlığı takip edilmiştir. Bu bulgularla eskar 

formasyonu ve nekroz bulgusunun total greft alanına yaygınlığı izlendi. 

Eskar formasyonu ve nekroz alanının total greft alanının %75’ini geçtiği tüm allogreftler 

total nekroz olarak kabul edildi. Literatürde yapılmış allogreft takipleri total veya belirlenmiş 

parsiyel nekroz eskar alanı görüldüğünde allogreft nekrozu olarak kabul etmiştir (279, 280, 

303, 304). 

5.2.9.2. ADAS in vivo/ in vitro Değerlendirmeleri 

A. ADAS’ların in vitro etkinliklerinin gösterilmesi 
Elde edilen kök hücrelerin görüntülenme aşamasını takiben, akış sitometri yöntemi ile kök 

hücreye spesifik antikorlarla belirlendi. Elde edilen kök hücrelerin diferansiyasyon özellikleri 

değerlendirildi. Kök hücrelerin, in vivo ortamda izlenebilmeleri ve patolojik kesitlerde 

immunfluoresan altında takip edilebilmesi için lipofilik fluoresan boyayla (dil) işaretlendi. 

Allotransplantasyon sonrasında histopatolojik örneklerde immunfluoresan altında dil boyası 

ile işaretli ADAS içeren bölgeler gösterildi. 

B. ADAS’ların in vivo immun modülatuar etkinliklerinin takip edilmesi  
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Allorejeksiyon görsel değerlendirmesi ile değerlendirilmiştir. 

5.2.9.3. Histopatolojik Değerlendirmeler 
Tüm deneklerden takip süresince; yedinci günde rutin patolojik örnekleme alındı. biyopsi 

örnekleri 4 mm punch biyopsi aleti ile çapı 4 mm çapında olacak şekilde alındı. 

Alınan biyopsi örneklerinde nekroz patolojisi değerlendirmesi ve allorejeksiyon 

derecelendirmesi (skorlaması) Banf skorlamasına göre yapıldı (Tablo 4). Işık mikroskobunda 

skorlamalar yapıldı ve histolojik kesitler değerlendirildi. 

Sınıflamada temel kriterler dermisi, adneksiyel yapıları infiltre eden inflamatuar hücreler, 

epiteliyal apopitozis, diskeratoz ve dermal nekroz değerlendirilmesidir. 

5.2.9.4. Biyoistatistiksel Yöntem 
Verilerin analizinde SPSS 22.0 (IBM Corparation, Armonk, New York, United States) 

programı kullanıldı. Histopatolojik ve görsel takip verilerin normal dağılıma uygunluğu 

Shapiro-Wilk testi ile değerlendirildi. Bağımsız ikiden fazla grupların nicel değişkenlere göre 

bir biriyle karşılaştırılmasında Kruskal-Wallis H Testi Monte Carlo simülasyon yöntemleri 

kullanılırken, Post Hoc analizleri için Dunn Testi kullanıldı.  

Gruplarda uygulanan greftlerin mortalite ile yaşam sürelerine göre karşılaştırmak için Kaplan-

Meier (product limit method)-LogRank (Mantel-Cox) analizi kullanılmıştır.  

Kantitatif veriler tablolarda ortalama ± sh. (standart hata) ve medyan Range (Maximum-

Minimum) değerleri şeklinde ifade edilmiştir.  

Kategorik veriler ise n (sayı) ve yüzdelerle (%) ifade edilmiştir. Veriler %95 güven düzeyinde 

incelenmiş olup, p değeri 0,05 ten küçük anlamlı kabul edilmiştir. 
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6. BULGULAR VE SONUÇLAR 
6.1. Tedavi Gruplarında Kullanılan ADAS’ların Tanımlanması, Diferansiyasyonu 
Deneyin cerrahi aşamaları başlamadan önce kök hücreler aşağıdaki bulgular teyit edilmiştir. 

6.1.1. İzole edilen ADAS’ların ışık mikroskobu altında tanınması ve dil boyası ile 
işaretlenmesi 
İzole edilen ADAS’lar tipik olarak yıldızsı uzantıları olan ve flaska yapışan yapıları ile ışık 

mikroskobu altında görüldü ve tanındı. Lipofilik dil boyası ile in vivo takip için işaretlendi 

(Fotoğraf 21).  

x4 x10  
a.  b. 

Fotoğraf 21: ADAS’ların mikroskobik incelemesi. a. İzole edildikten sonra kültüre edilen 

canlı ADAS’lar, b. Enjeksiyon öncesi dil boyası ile boyanmış ve kültüre edilmiş canlı 

ADAS’ların fluoresans mikroskop görüntüsü  

6.1.2. İzole edilen ADAS’ların erişkin kök hücre belirteçleri kullanılarak akış sitometri 
(flow cytometry) yöntemi ile analizi 
Deneylerde kullanılan; Lewis ve Brown Norway olmak üzere iki farklı inbred sıçan türünden 

izole edilen ADAS’lar, kök hücre yüzey belirteçlerinin belirlenmesi yani kök hücre 

karakterizasyonu amacıyla, CD54 ve CD29 gibi kök hücreye spesifik antikorlar kullanılarak 

ve aynı zamanda kök hücreler için bir negatif belirteç olan, farklılaşmasını tamamlamış 

hücrelerin yüzeylerinde eksprese ettiği CD45 antikoru kullanılarak akış sitometri yöntemi ile 

analiz edilmiştir (Şekil 35). Brown Norway türü sıçanlardan izole edilen ADAS’lar %99.7 

oranında CD29, %59.8 oranında CD54 pozitif belirteçleri eksprese ederken CD45 negatif 

belirteci %4.2 oranında eksprese etmektedir. Lewis türü sıçanlardan izole edilen ADAS’lar 

%99.8 oranında CD29, %84.8 oranında CD54 pozitif belirteçleri eksprese ederken CD45 

negatif belirteci %15.4 oranında eksprese etmektedir. Literatürden de bilindiği üzere türler 
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arasında ve ayrıca tür içinde yaş gibi bireysel değişkenlere de bağlı olarak bu hücre yüzey 

belirteçlerinin ekspresyonu değişkenlik göstermektedir (311).  

 

 
 
Şekil 35: İzole edilen ADAS’ların erişkin kök hücre belirteçleri kullanılarak akış sitometri 

(flow cytometry) yöntemi ile analizi. Hücreler, ADAS’lar için pozitif belirteç olan CD29 ve 

CD54’ü yüksek oranda eksprese ederlerken, hücrelerde negatif belirteç olan CD45 

ekspresyonu oldukça düşüktür. 

 

6.1.3. İzole edilen ADAS’ların Diferansiasyonu 
Kondrogenez, Adipogenez ve Osteogenez 
İzole edilen ADAS’ların in vitro koşullarda farklılaşma deneyleri yapılmıştır. Osteogeneze 

yönlendirilen kök hücrelerin osteositlere özgün kalsiyum depositleri oluşturdukları Alizarin 

Red boyası ile, adipositlere yönlendirilen kök hücrelerin adipositlere özgün yağ damlacıkları 

oluşturdukları, Oil Red boyası ile ve kondrojeneze yönlendirilen kök hücrelerin kondrositlere 

özgün proteoglikan sentezledikleri Alcian Blue boyaması ile ışık mikroskobu altında 

belirlenmiştir (Fotoğraf 22).  
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a) c) b) 

Fotoğraf 22: Kültür ortamında; kondrojeneze, adipogeneze ve osteogeneze yönlendirilen 

ADAS’ların spesifik boyalarla boyanması ardından ışık mikroskobu ile görüntülenmesi. 

A. Kondrojeneze yönlendirilen ADAS’ların ‘Alcian Blue’ ile boyanması ardından “Alcian 

Blue” boyası kondrositler tarafından sentezlenen proteoglikanlara spesifik olarak 

bağlanmaktadır. 

B. Adipojeneze yönlendirilen ADAS’ların ‘Oil Red O’ ile boyanması ardından, Oil Red O 

boyası adipositler tarafından sentezlenen lipid damlacıklarına spesifik olarak bağlanmaktadır.  

C. Osteogeneze yönlendirilen ADAS’ların ‘Alizarin Red’ ile boyanması ardından, Alizarin 

Red boyası osteositler tarafından üretilen kalsiyum depolarına spesifik olarak bağlanmaktadır. 

 

6.2. Greft Görsel Takip Bulgu ve Sonuçları 
6.2.1. Pansuman Uygulaması, Postoperatif bakım  
İlk beş gün tie-over pansumanı ile takip edilmiştir. Her gün tie-over pansumanı ıslatılmış 

enfeksiyon kötü kokulu akıntı açısından takip edilmiştir. Postoperatif dönemde tie-over 

pansuman her gün Octanicept solüsyonu ile ıslatıldı. Greftlerde total fulminan nekroza yol 

açacak şekilde enfeksiyonla uyumlu bulgu gözlenmedi. 

Beşinci günde tie-over açılıp greftler vitalite açısından değerlendirilmiştir. Önce Batticon 

sonra SF ile temizlik sonrasında mupirocin pomad uygulaması yapılmıştır. 

6.2.2. Allogreft Nekrozu Karakteristik Özellikleri ve Görsel Takip 
Takiplerde allogreft rejeksiyonu literatürle uyumlu bir şekilde eritem bulgusu ve greft alanına 

yaygınlığı, eritemin üzerine binen ödem, deskuamasyon (hafif dokunuşla greftte sıyrılma 

olup olmadığı) bulgusu ve greft alanına yaygınlığı, greft yatağında insülin enjektörü ile 

kanama olup olmadığı, bül formasyonu, greftteki mavi mor renk değişikleri, eskar 

formasyonu ile nekroz bulguları ve yaygınlığı takip edildi. Bu bulgularla eskar formasyonu 

ve nekroz bulgusunun total greft alanına yaygınlığı izlendi. Total greft alanının %75’ini aşan 

nekroz ve eskar formasyonu nekroz olarak kabul edildi. Eritem bulgusu ile başlayan peteşiyal 
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bulguları takiben milimetrik büllöz odaklar, deskuamasyon, nekroz odakları ve takibinde de 

total nekroz gözlendi. % 75’i geçen nekroz alanlarının görülmesini takiben vitalite için insülin 

enjektörü ile kanama kontrolü yapıldı. Kapiller kanama gözlenmedi. Farklı olarak hiçbir 

tedavi almayan Grup II’de allojenik rejeksiyon ve nekroz hızlı bir şekilde oluşurken, Grup 

V’te ödem bulgusu nekroz ile beraber gözlenmiştir.  

6.2.3. İstatistiksel Değerlendirme/Görsel 

Kruskal Wallis Allogreft Yaşam Süresi Değerlendirmesi 
Tüm gruplar değerlendirildiğinde gruplar arasında anlamlı fark bulunmuştur (p< 0.001).  

Greft Yaşam Süreleri Kruskal Wallis Değerlendirmesi İkili Kıyaslamalar  
Negatif kontrol grubu otogreft uygulaması yapılan Grup I median yaşam süresi ile Grup II, 

Grup IV allogreft median yaşam süresi arasında anlamlı fark izlenirken, Grup III ve Grup V 

allogreft median yaşan süresi ile anlamlı fark izlenmemiştir. Grup I median yaşam süresine 

Grup III ve V allogreft median yaşam süresi anlamlı olarak yakındır. 

Pozitif kontrol grubu olan allogreft uygulaması yapılan tedavi verilmeyen Grup II allogreft 

median yaşam süresi ile Grup III ve Grup V allogreft median yaşam süresi arasında anlamlı 

fark izlenirken, Grup IV allogreft median yaşam süresi ile izlenmemiştir.  

Sadece SC tedavi alan Grup III allogreft median yaşam süresi ile Grup V allogreft median 

yaşam süresi arasında anlamlı fark izlenmezken, Grup II-IV allogreft median yaşam süresi ile 

anlamlı fark izlenmiştir.  

IV ve SC tedavi alan Grup V ile Grup IV allogreft median yaşam süresi arasında anlamlı fark 

izlenmemiştir (Şekil46) (Tablo 13). 

Kaplan Meier sağkalım analizine göre; median yaşam süresi değerlendirmelerinde farklı 

olarak allogreft median yaşam süresi değerlendirilmelerinde Grup II ile Grup IV arasında, 

Grup IV ile Grup V arasında anlamlı bir fark gözlenmemiştir (Tablo 15). 
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Tablo 15: Kruskal Wallis; Histolojik istatistiksel değerlendirmeler ve allogreft yaşam süresi 

değerlendirmeleri ikili karşılaştırmalar 

Yaşama Süresi  Rejeksiyon patolojisi Gruplar   Medyan (Max-Min)  Medyan (Max-Min) 
I  (n=6) 15 (15-15)  2 (4-1) 
II  (n=7) 6 (7-5)  4 (4-4) 
III  (n=7) 10 (11-9)  3,6 (4-3) 
IV  (n=7) 7,7 (8-7)  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 Değeri <0,001  <0,013 
I→II <0,001  <0,001 
I→III 1  0,207 
I→IV 0,010  0,006 
I→V 1  0,006 
II→III 0,002  1 
II→IV 1  1 
II→V 0,008  1 
III→IV 0,034  1 
III→V 1  1 

Post Hoc Test 

IV→V 1  1 
Kruskal Wallis Test (Monte Carlo) -Post Hoc Test: Dunn Test Max.:Maximum 

Min.:Minimum 
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Şekil 46: Kruskal Wallis; Deney gruplara göre greft median yaşam süresi 

değerlendirmesi/grafik
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Kaplan-Meier Greft Sağkalım Analizi İkili Değerlendirmeler (Tablo14) (Şekil 47). 
Greft ortalama yaşam süreleri ve greft Sağkalım analizi yapılmış, log rank testi uygulanarak 

gruplar arası ikili karşılaştırmalar yapılmıştır (p değeri<0.005 anlamlı kabul edilmiştir). 

Pozitif kontrol grubu otogreft uygulanmış olan Grup I ile Grup II, Grup III, Grup IV, Grup V 

allogreft yaşam süreleri arasında anlamlı bir fark görülmüştür. 

Negatif kontrol grubu olan allogreft uygulaması yapılan ve tedavi verilmeyen Grup II ile 

Grup III, Grup IV, Grup V allogreft yaşam süreleri arasında anlamlı fark görülmüştür. 

Allogreft uygulaması yapılan sadece SC ADAS tedavisi alan Grup III ile Grup IV allogreft 

yaşam süreleri arasında anlamlı fark görülmüş, Grup V allogreft yaşam süresi arasında 

anlamlı fark gözlenmemiştir. 

Allogreft uygulaması yapılan IV ve SC ADAS tedavisi alan Grup V ile Grup IV allogreft 

yaşam süreleri arasında anlamlı fark gözlenmiştir. 

 
Tablo16: Kaplan Meier ve Log Rank testi; Allogreft yaşam süresi analizi 

Tahmin Edilen Yaşam Süresi Sağ Ex 
Gruplar 

Ortalama ± Sh n (%) n (%) 

I 13,5±1,37 1 (16,7) 5 (83,3) 

II 6,0±0,31 7 (100,0) 0 (0,0) 

III 10,0±0,22 7 (100,0) 0 (0,0) 

IV 7,7±0,18 7 (100,0) 0 (0,0) 

V 8,9±0,46 7 (100,0) 0 (0,0) 

Total (n=35) 9,1±0,50 29 (85,3) 5 (14,7) 

İkili karşılaştırma P Değeri 
İkili 

karşılaştırma 
P Değeri 

I→II 0,004 II→IV 0,002 

I→III 0,011 II→V 0,001 

I→IV 0,018 III→IV <0,001 

I→V 0,013 III→V 0,060 

II→III <0,001 IV→V 0,044 

Kaplan Meier Test LogRank (Mantel-Cox) - Sh.: Standart Hata 
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Şekil 47: Kaplan Meier ve Log Rank Test: Deney gruplarına göre greft yaşam süresi /grafi 

  

Kaplan-Meier Greft Sağkalım Analizi Sonuç 

Kaplan Meier greft Sağkalım analizi değerlendirildiğinde tüm gruplarda uygulanan SC ve IV 

ADAS tedavisinin allogreft yaşam süresini hiçbir tedavi almayan Grup II’ye göre anlamlı bir 

şekilde uzattığı gözlenmiştir. En uzun allogreft yaşam süresi sadece SC ADAS tedavisi alan 

Grup III’te gözlenmiştir. Grup III’te ve Grup V’te sadece IV tedavi alan Grup IV’e göre 

allogreft yaşam süresinde anlamlı bir uzama gözlenmiştir. Grup III ve Grup V 

kıyaslandığında ortalama yaşam süresi sadece SC ADAS tedavisi alan Grup III’te daha iyi 

iken Grup III ile IV ve SC ADAS tedavisi alan Grup V arasında allogreft yaşam süresi 

açısından anlamlı bir fark gözlenmemiştir. IV ve SC ADAS tedavisi alan Grup V’te sadece IV 

tedavi alan Grup IV’e göre allogreft yaşam süresi anlamlı bir şekilde uzamıştır. 

Sonuç olarak SC ve IV ADAS tedavisi allogreft yaşam süresini Grup III, IV, V’te anlamlı 

olarak uzatmıştır. Sadece SC ADAS tedavisi allogreft yaşam süresini sadece IV ADAS 
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tedavisi alan Grup IV’e ve hiç tedavi almayan Grup II’ye göre anlamlı olarak uzatmıştır. IV 

ADAS tedavisi Grup V’te allogreft yaşam süresini istatistiksel olarak anlamlı olmasa da 

median yaşam süresi değerine bakıldığında sadece SC ADAS tedavisi alan gruba göre 

olumsuz olarak etkilemiştir. IV (intravenöz) ADAS tedavisi Grup IV’te allogreft yaşam 

süresini sadece SC. ADAS tedavisi alan Grup III’e, IV (intravenöz) ve SC ADAS tedavisi 

alan Grup V’e göre anlamlı bir şekilde kısaltmıştır (Tablo 16). 

 

 6.2.4. Fotoğraflar/ Görsel Takip 
Hiçbir denek grubunda total nekroz gözlenmedi. Grup I’de bir denek postoperatif beşinci 

günde kaybedildi. 

Denek 1:A-B-C 

 
 A.7.gün                                 B. 9.gün                                 C.14.gün 

Fotoğraf 23: Grup I Otogreft Uygulaması 

 
Denek 1: A-B-C 

 
A.5.gün B.                                    6.gün C.                                  7.gün/ nekroz 

Fotoğraf 24: Grup II; Allogreft Uygulaması  
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Denek 1: A-B-C-D-E 

 
                           A. 5. gün                            B. 7.gün  

C. 9.gün                                       D. 10.gün                               E. 11.gün /nekroz  

Fotoğraf 25: Grup III; Allogreft Uygulaması ve SC ADAS Tedavisi (Denek 1,2 ve 3) 

 

 

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

 
                       A. 5.gün                                          B. 6.gün 
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                      C. 7.gün                                        D. 8.gün 

 
                      E. 9.gün                                        F. 10.gün/ nekroz 

 

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

 
                        A. 5.gün                                        B. 7.gün 

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

 
                            A. 5.gün                                B. 6.gün 

 

 
                            C. 7.gün                                D. 8.gün 

Fotoğraf 26: Grup IV; Allogreft Uygulaması ve IV ADAS Tedavisi 
 

Denek 1: 
 

 
                    A. 5.gün                                        B. 7.gün 
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 C. 8.gün                                        D. 9.gün nekroz                     E. 10.gün  

Fotoğraf 27: Grup V; Allogreft Uygulaması IV ve SC ADAS Uygulaması 

 
6.3. Histopatolojik Bulgu ve Sonuçlar  
6.3.1. 7.Gün Gruplardaki Histopatolojik mikroskobik Görünüm ve Yorumlar 
 

 

Şekil 48: Gruplara ait H&E boyamaları. ( Nekrotik alanlar, inflamasyon (ödem), kollajen 
artışı)  

Grup I’e ait deneklerin deri kesitleri histolojik olarak incelendiğinde (A,A1 ve A2) deri 

morfolojisinin normal yapıda olduğu gözlendi. Deneklere ait histolojik incelemelerde dermiste hafif 

ve orta şiddette inflamasyon olduğu gözlendi.  

GRUP I GRUP II GRUP III GRUP IV GRUP V 
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Grup II’ye ait deneklerin deri kesitleri incelendiğinde (B,B1 ve B2) epidermis ve dermis 

tabakalarında nekroz gözlendi. Ayrıca deri ekleri etrafında (yağ bezi) yoğun inflamasyon gözlendi.  

Grup III’e ait deneklerin deri kesitleri incelendiğinde (C,C1 ve C2) epidermiste diskeratoz gözlendi. 

Dermis tabakasında kollajen artışı ve aynı zamanda yoğun perivasküler inflamasyon gözlendi. 

(Fotoğraf 28)  

Grup IV’e ait deneklerin deri kesitleri incelendiğinde (D,D1 ve D2) epidermis ve dermis 

tabakalarında nekrotik alanlar gözlendi. Dermiste hemorajik alanlar gözlendi.  

Grup V’e ait deneklerin deri kesitleri incelendiğinde (E,E1 ve E2) epidermiste nekrotik alanlar, 

dermiste yoğun inflamasyon gözlendi. Grup III’te diğer gruplardan farklı olarak kollajen artışı 

izlenmiştir. 

 
Fotoğraf 28: Grup III: Allogreft +SC ADAS tedavisi alan grup.; yakın histolojik görüntü 

6.3.2. Histopatolojik İstatistiksel Değerlendirme 
 İstatistiksel olarak yapılan değerlendirmede histopatolojik skorlar açısından gruplar arasında anlamlı 

fark bulundu (p=0.013). 
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İstatistiksel olarak anlamlı fark sadece Grup I (otogreft grubu) ile Grup II-IV-V arasında bulundu. 

Grup I ve Grup III arasında istatistiksel olarak anlamlı fark izlenmedi. Grup II ile Grup III-IV-V 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark izlenmedi. 

 Grup I ve Grup III arasında anlamlı fark izlenmemesi bize Grup II-III-IV-V arasında 

değerlendirildiğinde Grup III’te histopatoloji sonuçlarının Grup I’e en yakın özellikte olduğunu 

göstermektedir (Tablo 13) (Şekil 49). 

  

 

 
 

 

 

Şekil 49: Kruskall Wallis: Deney gruplarına göre rejeksiyon patolojisi değerlendirmesi /grafi 

6.4. Dil Boyası ile değerlendirme 
Deri grefti örneklerinden kesitler alınarak mikroskobik incelemeler yapılmıştır. Deney 

grupları içerisinde SC ADAS enjekte edilen grup (Grup III) ile IV ve SC ADAS enjekte 

edilen (Grup V) örneklerinde Dil boyalı hücrelerin bulunduğu ve epidermis çevresinde 

lokalize oldukları belirlenmiştir (Fotoğraf 29). 
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Fotoğraf 29: İzlem gününde deneklerden alınan deri grefti örneklerinde Dil boyalı hücrelerin 

varlığının fluoresan mikroskop ile belirlenmesi. Alınan seri kesitlerde H/E boyamaları da ışık 

mikroskobu ile görüntülenmiştir. 
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7. TARTIŞMA  
A. Carrel tarafından 1900’lu yılların başında mikrocerrahi anastomozun tanımlanması ile 

cerrahi transplantasyon mümkün hale gelmiştir. Fakat aynı tür içerisindeki faklı genetik 

canlılar üzerinde yaptığı transplantasyon denemeleri başarısız olan A. Carrel immunolojik 

allojenik rejeksiyon kavramının doğmasına giden süreçte büyük rol oynamıştır. P. Medavar 

ve T. Gibson, 1943 yılında deri allogreft rejeksiyonu kavramını ortaya koyarak deri allogreft 

rejeksiyonu üzerinde çalışmalar yapmıştır (53, 312). P. Medavar tarafından allogreft 

rejeksiyonunun immunolojik bir cevap olduğu ifade edilmiştir. Bu gelişmelerden 10 yıl sonra 

Owen tarafından dizigotik ikizlerde fetal sirkülasyonda mevcut vasküler anastomozlar ile 

oluşan doğal immun tolerans kavramı ortaya konmuş, birbirlerinin hematopoietik hücrelerini 

aldıkları ve birbirlerinin deri greftine karşı immun tolerans oluşturdukları ve kimeralar 

oldukları gösterilmiştir. Bilingham, Medavar ve Brent tarafından yenidoğanda intravenöz 

allojenik hücre enjeksiyonu ile kazanılmış neonatal immun tolerans oluşturulmuş ve allogrefte 

yönelik donör spesifik tolerans geliştirilmiştir (59, 313, 314). Organ allogreftlerinin, organ 

allotransplantasyonu ve immunsüpresif ilaç kullanımı ile donör spesifik immun tolerans 

oluşturduğu gösterilmiştir. Tüm bu gelişmeler modern transplantasyon immunolojisinin 

başlangıcı sayılmıştır (55). MHC tanımlanmış (50), immunsüpresifler bulunmuş ve immun 

tolerans kavramı ortaya konarak, spesifik bir antijene yanıtsızlık hali olan immun tolerans 

çalışmaları başlamıştır (315). Neonatal kimerizm oluştuğunda, donör spesifik tolerans hali 

oluşmasına karşın immunokompetan erişkin donörden geçen hematopoietik hücrelerin GVHD 

oluşturduğunun gösterilmesiyle kapalı döngü bir antijenik immunolojik genetik yanıt olduğu 

fark edildi (316). 1970’lı yıllara gelindiğinde RT tedavisi ve kemik iliği transplantasyonu 

myeloproliferatif hastalarda kullanılmaya başlandı (64). 1950’li yıllarda ortaya konulan 

kimerizm düşüncesi deneysel çalışmalarda uygulanmaya, organ allogreftleri, deri allogreftleri 

ve vaskülerize allojenik dokulara karşı tolerans indüksiyonunda kullanılmaya başlandı. 

Hayvan deneylerinde deri rejeksiyonu split tolerans ile uyumlu bir şekilde gerçekleşmekte ve 

allojenik deriye yönelik tolerans indüksiyonu çalışmaları allogreft yaşam sürelerinde uzama 

elde edilse bile yeni bulunan ilaçlara rağmen başarısız olmaktaydı. İlk defa Billingham (65) 

tarafından ortaya atılan split tolerans kavramı ve Boys ve Old tarafından ortaya atılan deri 

antijenleri kavramını ile allojenik bir dokuya tolerans geliştiren alıcının aynı donörden bir 

başka allojenik dokuya karşı geliştiremeyebileceği düşünüldü (66). Hayvan deneylerinde 

sıçanlarda stabil mikst kimerizmin organ allogreftlerinin kabulünde işe yaramasına karşın, 

deri allorejeksiyonunu önleyemediği split tolerans kavramına uygun şekilde gösterildi (317). 
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Split tolerans dokuya özel alloantijen grupları, hazırlık rejimindeki eksiklikler, stabil olmayan 

kimerizm gibi sebeplerle gelişir (314). Dolayısıyla bu dönemde en antijenik yapı olan deri 

içerikli allogreft transplantasyonlarında deri rejeksiyonu önemli bir bariyerdi. 1987 yılında ilk 

defa Ilds ve arkadaşları tarafından mikst kimerizmin zenogreft ve allogreftlere tolerans 

sağladığı raporlandı (318).  

1990’lı yılların başında deri içermeyen tendon, sinir, kas, kemik, eklem ve larinks, abdominal 

kas, dil ve uterus allotransplantasyonu siklosporin ve azatiyopürin rejimleriyle başarılı olarak 

uygulandı (319). Takrolimus, rapamisin ve MMF’un bulunması ile 1990’lı yılların ortalarında 

deri içerikli kompozit doku nakilleri için hayvan deneyleri yapan el cerrahları maksimum 

immunsüpresyon minimum yan etki sağlamayı amaçladılar. Bu amaçla lokal ve IV düşük doz 

immunsüpresif ilaçlarla, tolerans indüksiyonu ve lenf nodu eksizyonu yaparak hayvan deney 

modelleri ortaya koydular. Yapılan deneysel çalışmalarda domuzlarda arka bacak naklinde 

takrolimus, kortikosteroid ve MMF (70) tedavisi allogreftin yaşamını uzatırken minimum yan 

etki oluşturdu. Gelinen noktada takrolimus ve MMF idame immunsüpresyonda el ve yüz 

nakillerinde tedavide iyi bir seçenek haline geldi (15). VCA indüksiyon tedavisinde 

monoklonal antikorlar, akut rejeksiyon ataklarında ise yüksek doz steroid antikor ve yüksek 

doz takrolimus ve rapamisin infüzyonu halen kullanılmaktadır (9). 

2000’li yıllara gelindiğinde insanlarda ilk başarılı el transplantı yapıldı, maksimum 

immunsüpresyon, minimum immunsüpresif ajan ve yan etki prensibi ile deney hayvanlarında 

tolerans indüksiyon çalışmaları hız kazandı. Çalışmalarda amaç kompozit doku nakilleri için 

temel bariyer olan rejeksiyon sürecini engellemek, immunsüpresif dozlarını minimize ederek 

morbidite ve mortaliteyi azaltmak, deriye yönelik split tolerans kavramına yönelik en etkili 

tedavi protokolüne ulaşmak, kompozit doku nakillerini etkili bir rekonstrüksiyon seçeneği 

olarak kullanmak, MHC bariyerlerini aşabilmektir. Günümüzde deneysel çalışmalarda 

kostimulatuar moleküllere yönelik monoklonal antikorlar, telerojenik ve regülatuar hücre 

tedavileri (Treg, dendritik hücre), kök hücre tedavileri, non myeloablatif, non sitoredüktif 

protokollerle hematopoietik kök hücre transplantasyonu ile kimerizm indüksiyonu, gen 

terapileri gibi tolerans indüksiyon stratejileri ve MSC tedavileri immun modülasyon 

stratejileri olarak kullanılmaktadır (164).  

Stabil mikst hematopoietik kimerizm ömür boyu süren santral delesyonel T hücre toleransı, 

immunsüpresyon olmadan allogreftin kabulü ile karakterizedir. Kimerizm oluştuğunda donöre 

ait hematopoietik kök hücreler alıcıda yerleşerek multipl seri hücreler üretmeye başlar. Yeni 
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bir immun sistem ve denge hali oluşur. Böyle bir durum geliştiğinde artık alıcıda immun 

süpresyon kullanma ihtiyacı azalır veya kaybolur. Mikst kimerizm 1987 yılında ilk defa Ilds 

ve arkadaşları tarafından mikst kimerizmin zenogreft ve allogreftlere tolerans sağladığı 

raporlanmasını takiben kompozit doku allotransplantasyonlarında bir tolerans indüksiyonu 

metodu olarak kullanılmaya başlandı Bu konuda deneysel çalışmalarda olumlu sonuçlar 

raporlandı (181-183, 318, 320). Mikst kimeralar donör ve alıcı hücrelerinin beraber 

bulunduğu alıcılardır. Mikst kimerizm nonmyeloablatif veya myeloablatif metotlarla 

oluşturulabilir. Timusta gerçekleşen santral tolerans, periferde anerji, delesyon ve süpresif 

mekanizmalarla oluşan periferik tolerans allojenik transplante edilen dokuya karşı spesifik 

immun tolerans gelişmesini sağlar. Mikst kimerizm immun defisit yaratmadan, alıcıya en az 

zarar veren hazırlık rejimi kombinasyonu ile yapıldığında düşük GVHD riski ile iyi bir 

tolerans indüksiyon stratejisidir. Total myeloablatif metotlar mortalite ve morbidite riski 

nedeni ile tercih edilmemektedir (173, 321).  

VCA’da teorik avantaj VCA’nın kemik iliği içerikli bir dokunun transferi ile kemik iliği 

transplantasyonu yapmış gibi bir mikro çevre oluşturması ve bu durumun immun modülatuar 

etki oluşturarak kimerizm indüksiyonu ile donör spesifik tolerans geliştirmesi ve allogreftin 

yaşam süresini uzatmasıdır (173). VCA’da total deri yükü, antijenik karakter ile lenfoid doku 

ve komponent (kemik iliği ve lenf nodları) arasındaki denge önemlidir. Allotransplante edilen 

VCA’da deri içeriği antijenik stimulus yaparken, lenfoid yapılar, vaskülerize transplante 

edilen kemik iliği içeriği kimerizm oluşturarak immun modülatuar etki yapmaktadır. VCA 

transplantasyonunda immunolojik yanıtlar immunoloji açısından halen bir çok soru işareti 

barındırmaktadır. Birçok çalışmacı non myeloablatif metotlarla stabil mikst kimerizm 

oluşturarak tolerans indüksiyonu oluşturma amacıyla hayvan deney modelleri üzerinde 

çalışmaktadır. Donörden geçen passenger lökositlerin ve vaskülerize transferi yapılan kemik 

iliğine ait kök hücrelerin bu kimerizm halinde etkili olduğu düşünülmektedir. Alıcının immun 

cevabının iyi olmadığı durumlarda, alıcı ve verici arasında doku uyumsuzluğu olduğunda ve 

lenfoid allotransplant yükü arttıkça GVHD riski artmaktadır. VCA içeriğine ait lenfoid ve 

vaskülerize kemik iliği komponenti ve VCA’nın alıcı ile hızlı mikrovasküler cerrahiyle 

sağlanan vaskülerize bağı alıcıda kimerizmin hızlı oluşmasına ve alıcıda immun tolerans 

gelişimine sebep olması mümkün olarak görülmektedir (322).  

Prabhune ve arkadaşları sıçanlarda non myeloablatif hazırlık sonrasında donör kökenli kemik 

iliği transplantasyonu ve arka bacak allotransplantasyonu uygulamasında mikst kimerizm 

oluşturarak tolerans indüksiyonu yapmış ve allogreft yaşam süresini uzatmıştır. Bu çalışmada 
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nonmyeloablatif RT, T hücre deplesyonu yapılmış kemik iliği transplantasyonu ve 

immunoterapi (MMF ve takrolimus) yapılmış grup hayvanlarda allogreft yaşam süresi uzamış 

bulunurken hiçbir tedavi almamış kimeralar allogrefti 10 içerisinde rejekte etmiştir (323).  

Demir ve arkadaşları siklosporin monoterapisi ile donör spesifik kimerizm ve tolerans 

indüksiyonun hemifasiyal allogreft uygulaması üzerinde göstermiştir. Bu çalışmada yapılan 

siklosporin monoterapisi ile fasiyal allogreftler takip edilmiş, tedavi uygulanmış olan 

allogreftlerde 21. ve 62. günlerde donör spesifik kimerizm gelişmiş, allogreft yaşam süresi 

240 güne kadar uzamıştır. Hiç tedavi almayan allogreftlerde rejeksiyon beş yedi gün 

içerisinde gerçekleşmiştir (324). 

Bu çalışmalarda allojenik kompozit içerikli (lenfoid doku içeren) ve kemik iliği içeren 

allogreftler kullanılmıştır. Dolayısıyla kemik iliği allotransplantasyonu yapılmıştır. 

Vaskülerize kemik iliği içerikli nakillerde (sıçanlarda arka bacak nakli) kimerizm yüzdesi 

artmakta ve tolerans indüksiyonu oluşmaktadır. Buna karşın allogreft rejeksiyonu 

immunsüpresif kullanılmadığında hızlı bir şekilde izlenmiş ve allogreft yaşam süresi 

immunsüpresif kullanılmadığında VCA ile beraber allojenik kemik iliği transplantasyonu 

yapılmış olmasına rağmen anlamlı bir şekilde uzamamıştır. Vaskülerize kemik iliğine ait 

immun modülatuar etki allogreft yaşam süresini uzatmamıştır. 

Bizim uyguladığımız deney modelinde allojenik ADAS tedavisi dışında kimerizm 

oluşturmaya yönelik hiçbir manipülasyon mevcut değildir. Transplante ettiğimiz allogreft 

vasküler anastomoz içermeyen tam kat allojenik deri grefti uygulaması olup, boyutu 3x3 cm 

büyüklüğündedir. Antijenik yükü fazla olup, tolerans indüksiyonu açısından 

değerlendirildiğinde vaskülerize allojenik kemik iliği yükü olan VCA 

transplantasyonlarındaki rejeksiyon süreleri ile kıyaslanması mümkün değildir. 

Sadece kemik iliği transplantasyonu, siklosporin tedavisi ve böbrek transplantasyonu ile 

beraber yapılan deneysel çalışmalarda neonatal kimerizm oluşmuş ve deri allogreft yaşam 

süresi yedi günden 27 güne kadar uzatılmıştır (325). Hayvan deneylerinde sıçanlarda stabil 

mikst kimerizmin organ allogreftlerinin kabulünde işe yaramasına karşın, deri 

allorejeksiyonunun önleyemediği gösterilmiştir (317). Geniş seri hayvan deneylerinde kas-

iskelet yapıları rejekte edilmezken, cilt rejeksiyonu gösterilmiştir (301) Split tolerans nedeni 

ile immun süpresyon altında bile deri allogreftlerine karşı immuntoleran oluşturulması zordur 

(326). Bu güçlükte deriye spesifik antijenler, derinin özel immun sistemi, derinin 

ekstrasellüler matriksi rol oynar. Deri grefti uygulaması mikrovasküler pedikül transferi veya 
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doğal vaskülarizasyon süreci ile yapılabilir. Mikrovasküler anastomoz ile yapıldığında avantaj 

iskemi süresinin az olması ve donöre ait hücrelerin alıcıya erken geçişiyle hızlı kimerizm 

oluşmasıdır. Fakat vasküler allojenik hücre geçişinin hızlı olması, revaskülarizasyon sürecinin 

hızlı olması ile alloimmun yanıtın hızlanması dezavantajdır. Doğal vaskülarizasyon süreciyle 

uygulanmış deri greftlerinde avantaj vaskülarizasyonun geç oluşması nedeni ile immun 

hücrelerin allojenik grefte geç ulaşması ve immunolojik saldırının geç oluşması, iskemik 

dönemde lenfatik blokaj olması iken; dezavantajlar erken vaskülarizasyon ile kimerizm 

gelişmemesi ve iskemik immunolojik doğal immun yanıtın erken dönemde oluşmasıdır. Bu 

konuda yapılmış çalışmalarda deri allogreft rejeksiyonunu etkileyen anlamlı önemli bir sonuç 

çıkmamış ve konuya açıklık getirilememiştir. Deri greftlerinde diğer rejeksiyonu etkileyen 

faktörler deriye özel antijenler (Skn-1, Skn-2, Epa-1), greftin büyüklüğü (antijen yükü), 

deride mevcut özel immun sistem, deriye ait ekstrasellüler matrikstir (78). Sıçan deneylerinde 

değişik bölgelerden alınmış mikrovasküler anastomoz içermeyen deri allogreftleri 

değerlendirilmiş, Langerhans hücrelerinden en zengin olan gövde cildi en çabuk rejekte 

edilirken, en antijenik bulunmuştur. Langerhans hücreleri ile hızlı allorejeksiyon arasında 

korelasyon bulunmuştur (327).  

Deriye yönelik tolerans kemik iliği transplantasyonu içeren metotlarla yapılabileceği gibi 

kemik iliği transplantasyonu yapılmadan kısa süreli immun süpresyon, kostimülatör 

moleküller kullanılarak ve T hücre deplesyon protokolleriyle yapılabilir. (78, 89). T Gibson 

ve P. Medavar tarafından başlatılan allogreft rejeksiyon sürecine yönelik gözlemlerinin, 

Owen, Bilingham, Brent’in deriye yönelik tolerans indüksiyonu çalışmalarının üzerinden 60 

sene geçmiş olmasına rağmen hala deri allogreft rejeksiyonu mekanizması tam olarak ortaya 

konamamıştır (78).  

Serdar ve arkadaşları allotransplante edilen vasküler anastomoz içeren ve içermeyen deri 

greftinde allogreftin büyüklüğü, kimerizm yüzdesi ve vaskülarizasyon şeklini siklosporin 

monoterapisi altında (dört hafta süresinde 16 mg/kg-2 mg /kg) değerlendirmiştir. En yüksek 

kimerizm yüzdesi vasküler anastomoz içeren deri allogreft uygulamasında saptanmıştır. 

Vasküler anastomoz içeren deri greftlerinde allogreftin büyüklüğü arttıkça kimerizm yüzdesi 

artış göstermiştir. Vasküler anastomoz içeren allogreft boyutu arttıkça alıcıya geçen donör 

kökenli passenger lenfosit miktarı artarken, boyut azaldıkça miktar azalmaktadır. Vasküler 

anastomoz içermeyen deri greftlerinde kimerizm oluşumunu gösterilmiştir, fakat allogreftin 

boyutu arttıkça kimerizm yüzdesinin düştüğü gözlemlenmiştir. Vasküler anastomoz 

içermeyen deri allogrefti uygulamasında (6x6 cm büyüklüğünde) siklosporin monoterapisi ile 
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48-105 güne dek uzama kaydedilmiştir. (305). Vasküler anastomoz içermeyen deri greftleri 

allogreft yaşam süresi açısından değerlendirildiğinde tepe değer 150 günün üzerinde, vasküler 

anastomoz içeren deri greftleri 200 günün üzerinde bulunmuştur. Buradan yola çıkılırsa 

vasküler anastomoz içermeyen deri allogrefti yerleştirildiğinde greftin vaskülarizasyonu 

oluşana kadar erken anastomozlarla alıcıya donör kökenli lenfatik hücreler ve donöre ait 

lenfositler hızlı geçemez. İskemi süresi artar. Erken dönemde vasküler anastomoz içeremeyen 

allogreft uygulamasında derinin boyutu arttıkça antijen yükü artar. Kimerizm oluşma ihtimali 

geç vaskülarizasyon nedeni ile gecikeceği için tolerans indüksiyonu daha zordur. Bu çalışma 

baz alındığında rejeksiyon hızı transplante edilen derinin boyutuyla yani antijen yük artışı ile 

artar ve kimerizm yüzdesi azaldıkça azalır (78). 

T hücre deplesyon protokolleri (siklosproin ile kombine edilmiş TCR ve FK506) ile yapılan 

bir çalışmada 3x4 cm büyüklüğünde vasküler anastomoz içeren deri grefti uygulamasında 

allogreft yaşam süresinin 84 güne kadar uzadığı ve donör spesifik kimerizm geliştiği 

gösterilmiştir. Hiç tedavi almamış gruplarda allorejeksiyon ortalama beş ile yedinci günlerde 

gözlenmiştir (328). ATG tedavisi ile 22-26 güne kadar deri allogreft yaşam süresinde uzama 

ortaya konmuştur. T hücre deplesyonu periferik tolerans indüksiyon mekanizmasında rol 

oynar (329). 

Primatlarda tekrarlayan kostimülatuar molekül (anti CD158) uygulamalarında deri allogreft 

yaşam süresinde yedi günden 13 güne dek uzama sağlamıştır. Rapamisin donör, spesifik kan 

transfüzyonu ve kostimülatuar moleküller (anti CD158 antikor ) ile yapılan bir çalışmada deri 

allogreft yaşam süresi 142 güne dek uzamıştır. Deri allogrefti eritematöz bulguların takibi, 

palpasyon ile takip edilmiş ve total ülsere nekroz geliştiğinde nekroz olarak kabul edilmiştir 

(330).  

Telerojenik hücrelerin keşfiyle beraber tolerans indüksiyon çalışmaları bu hücreler üzerinde 

yoğunlaşmaya başlamıştır. Treg hücrelerin allojenik antijene yanıtta T efektör hücrelerin 

aktivasyonunu engelleyerek immun sistem üzerinde süpresör etki yaptığı gösterilmiştir (331). 

Bozulic ve arkadaşları sıçan deneylerinde Treg hücrelerin Periferik toleransta etkili olduğu 

göstermiştir (332). Tolerans indüksiyonunda, GVHD’de ve rejeksiyon ataklarında kanda ve 

dokulardaki klinik periyotlara göre Treg seviyeleri hakkında deneysel çalışmalar mevcut 

olmakla beraber konu halen tartışmaya ve araştırmaya açık görünmektedir (333).  

Antijen spesifik Treg hücrelerin deri allogreft yaşam süresine etkisini araştıran bir in vivo 

deneysel çalışmada hiçbir tedavi alamayan deri allogrefti yaşam süresi ortalama 6.9 gün 
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olarak rapor edilmiştir. Bu çalışmaya göre donör alloantijenleri ile muamele edilmiş alıcıya 

ait immatür dendritik hücre kültür ortamında çoğaltılan antijen spesifik Treg hücreler ve 

immunsüpresif tedavi allogreft yaşam süresinde 19 güne kadar anlamlı uzama gösterilmiş 

(75).  

Plastisitesi yüksek bir telerojenik hücre olan dendritik hücrelerle yapılan immun tolerans 

çalışmalarında; alıcıya ait immatür dendritik hücreler alloantijen stimülasyonu sonrasında 

puls olarak verilmiş. Gruplarda hiçbir tedavi almayan grupta sıçan arka bacak 

transplantasyonunda allogreft yaşam süresi 5-14. gün olarak değişmiş. Tedavi gruplarından 

siklosporin, antitimosit globülün ve dendritik hücre tedavisi alan grupta en yüksek allogreft 

yaşam süresi ve Treg hücrelerde artış tespit edilmiş (27). 

Alıcıya ait Treg hücrelerin donöre ait immatür dendritik hücrelerce stimüle edilerek 

kullanılması sonrası uygulanan tedavi ile allojenik deri grefti yaşam süresi 17 güne çıkmıştır. 

Hiç tedavi almayan grupta 6.9 gün olarak raporlanmıştır (75). 

Rekombinant IL-10 ve yüksek ve düşük doz siklosporinle (5/10 mg kg) intramüsküler 

kombine tedavide tavşanlarda allogreft süresinde uzama kaydedilirken hiç tedavi almamış 

grupta 1,5x1,5 cm büyüklüğünde allogreft rejeksiyonu ortalama beş günde gözlenmiştir (334). 

Mikst kimerizmin tolerans indüksiyon çalışmalarında kullanılmaya başlamasıyla klinik pilot 

çalışmalarda allojenik böbrek ve aynı anda donörden yapılan kemik iliği 

transplantasyonlarında allotolerans oluşturulmuş ve antitümör etkilerde (GVHD) gerileme 

sağlanmıştır (335).  

Kemik iliği transplantasyonu nonmyeloablatif hazırlık sonrasında mikst kimerizm 

oluşturmaktadır. Buradan yola çıkarak kemik iliğinde bulunan MSC’lerin tolerans 

indüksiyonu için kullanımı ile ilgili in vitro ve in vivo deneysel çalışmalar başlamıştır. Kemik 

iliği kökenli hematopoietik kök hücreler kemik iliği içerisinde özel bir mikro çevrede tüm 

hematopoietik seri hücrelere dönüşebilmektedir. Kemik iliğinden elde edilen MSC’ler bir çok 

mezenkimal hücre tiplerine dönüşebilen multipotent nonhematopoietik progenitor hücrelerdir 

(336). Yapılan deneysel çalışmalarda kemik iliği kökenli MSC’lerin ve ADAS’ların immun 

sistem hücreleri üzerindeki immun modülatuar etkileri in vivo ve in vitro olarak 

gösterilmiştir. Mezenkimal kök hücreler immun sistem hücreleri üzerinde çözünür faktörler 

ve hücre-hücre kontakt mekanizmaları ile etkili olur. Mezenkimal kök hücrelerin immun T 

hücreleri üzerinde düzenleyici etki ile modülatuar karakterleri in vitro ve in vivo çalışmalarda 
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gösterilmiştir (227). Bu etkileri ile T hücre aktivasyon ve proliferasyonunu baskılar, Th1 

yolağını Th2 tarafına çevirir. MSC’ler dendritik hücre diferansiyasyon ve matürasyonu inhibe 

eder, dendritik hücrelerin telerojenik hücrelere dönüşümünü sağlar. Treg hücre indüksiyonu 

yapar. Dendritik hücrelerin göç özelliğini azaltarak T hücre aktivasyon inhibisyonu yapar 

(281). NK hücre aktivasyonunu inhibe eder. B hücrelerinin aktivasyonunu inhibe eder. 

Mezenkimal kök hücreler immun sistem hücreleri olan antijen sunan hücreler (dendritik hücre 

makrofaj), NK, B ve T hücreler üzerinde uygun mikroçevre ve stimulasyonda immun 

regülatuar etkileşime girer. Birçok çalışma mezenkimal kök hücrelerin immunojenik 

kostimulatuar moleküller içermediğini ve alloreaktif T hücre uyarısı yapmadığını göstermiştir 

(337).  

İlk olarak Bartholomew tarafından kemik iliği kökenli MSC’lerin immunsüpresif 

kullanılmadan deri allogreftinin ve üçüncü bir donörden transplante edilen deri greftinin 

yaşam süresini maymunlarda 7 günden 11.3-11.8 güne kadar uzattığı gösterilmiştir. Fakat 

burada uygulanan deri greftinin boyutu raporlanmamıştır. Nekroz total eskar formasyonu ve 

epidermisin sıyrılması olarak değerlendirilmiştir. Burada donöre ait kemik iliği kökenli kök 

hücreler IV ve SC kullanılmış, doz 1.14-3.6X107 uygulanmıştır. Subkutan uygulama yapılan 

hayvanlar teknik nedenlerle kaybedildiği için değerlendirilememiştir. Deri greftinin boyu 

olmadığı için çalışma sağlıklı değerlendirilememiştir (279).  

Sıçanlarda kemik iliği transplantasyonu ile beraber yapılan 1x1,5 cm büyüklüğünde allogreft 

uygulamasında sadece MSC tedavisi alan grupta 16.6 gün yaşam süresi gösterilmiştir. Kontrol 

grubunda 15.5 gün yaşam süresi bildirilmiştir. Kemik iliği kökenli hematopoietik kök hücre 

transplantasyonu ve kemik iliği kökenli MSC transplantasyonu ile allogreftte bir yılı aşkın 

yaşam süresi bildirilmiştir. Burada kullanılan deri grefti boyutu düşük olup bizim 

uyguladığımız allogreftin antijen yüküne göre altı kat daha azdır ve donör kemik iliği kökenli 

MSC kullanılmıştır (338)  

Sbano sıçanlarda yaptığı bir çalışmada siklosporin kullanılmadan yapılan donör kemik iliği 

kökenli kök hücrelerin IV uygulama ile hızlanmış deri allogreft rejeksiyonuna (1,5x1,5 cm) 

yol açtığını göstermiştir, bu grupta 13 günde rejeksiyon gelişmiştir. Kemik iliği kökenli 

MSC’lerin allojenik ve IV uygulandığında siklosporin tedavisi alınmadığında; siklosporin 

tedavisi ve MSC tedavisi almayan kontrol grubuna (17 gün) göre allogreftin daha çabuk 

rejekte olduğu (13 gün) gösterilmiştir. Kemik iliği kökenli MSC’lerin IV ve immunsüpresif 

kullanılmadığında ve donörden alındığında antijenik olduğu yönünde fikir beyan edilmiştir. 
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Allojenik IV kemik iliği kökenli MSC tedavisine siklosporin eklendiğinde allogreft yaşam 

süresi 19 güne çıkmıştır. Çalışmada dikkat çeken özellik siklosporin tedavisi altında 

allogreftin yaşam süresinin hiçbir tedavi almayan gruba göre daha düşük raporlanmasıdır. (15 

gün). Klasik literatürle örtüşmemektedir. Burada antijenik yük bizim çalışmamıza göre dokuz 

kat daha azdır ve kullanılan allojenik kök hücre kemik iliği kökenli kök hücredir (280). 

Badillo hiçbir tedavi almayan immun defisiti olmayan sıçanlarda yapmış olduğu bir çalışmada 

kemik iliği kökenli allojenik MSC’lerin immunojenik olduğunu 1,5x 0.5 cm allogreft 

rejeksiyon izlemi ile ve kontrol gruplarıyla kıyaslamalarla in vivo ve in vitro olarak da 

hücresel ve humoral alloimmun cevabı arttırdığını göstererek ifade etmiştir. Allojenik kemik 

iliği kökenli MSC tedavisi alan grupta allogreft rejeksiyon median değeri 6.71 ± 0.39 gün 

olarak bildirilmiştir (339). 

Kompozit doku transplantasyonu yapılan deneysel çalışmalarda allojenik MSC tedavisinin 

allogreft yaşam süresini uzattığı ve immun modülasyon yaptığı gösterilmiştir. Domuzlarda 

yapılan bir çalışmada hemifasiyal allogreft uygulaması ile beraber siklosporin ve donör kemik 

iliği kökenli MSC uygulaması akut rejeksiyon atakları ve inflamasyonu azaltırken, allogrefte 

toleransı arttırmış ve allogreft yaşam süresini anlamlı olarak uzatmıştır. MSC’ler 

salgıladıkları sitokinler üzerinden T hücreler üzerinde immun modülasyon yapmıştır. Aynı 

çalışmada hiçbir tedavi almayan kompozit içerikli allogreft grubunda 7- 9 günde allogreftler 

rejekte olmuştur (340). Burada kemik iliği içermeyen bir uygulama mevcuttur. Dolayısıyla 

kemik iliği transplantasyonu ve kimerizm indüksiyonu yoktur. Sıçanlarda yapılan deneysel 

çalışmalarda kemik iliği kökenli allojenik MSC tedavisinin arka bacak transplantasyonunda 

Rapamisin, total vücut ışınlama, anti timosit globulin tedavisi ile allogreft yaşam süresini 

uzattığı gösterilmiştir (20). 

ADAS hücrelerinin MSC’lere benzer diferansiyasyon potansiyeli, in vivo (304, 341) ve in 

vitro (342) immunsüpresif kapasitesi (265) vardır. Kolay elde edilebilir olması, daha yüksek 

yoğunlukta bulunması ve minimal donör morbiditesi nedeniyle ADAS hücreleri bir alternatif 

tedavi olarak düşünülmüş ve deneysel çalışmalar başlamıştır. 

Donör kökenli, alıcı kökenli ve üçüncü bir vericiden elde edilen intraperitoneal verilen 5x105 

ADAS’lar, farelerde 1-2 cm çaplı deri allogreftleri yerleştirilerek çalışılmış. Rejeksiyon 

zamanlaması olarak tedavi almayan grupta ortalama yaşam süresi 12 gün bulunurken, üçüncü 

bir alıcıdan ve alıcı kökenli ADAS alan grupta yaşam süresi 11 gün olarak bulunmuş (304). 

Allojenik MSC tedavisi alan grupta allogreft yaşam süresi uzayarak ortalama 17 gün olarak 
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raporlanmış. Bu çalışmaya kıyasla çalışmamızda kullanılan antijenik yük çok daha fazla olup 

(3x3cm büyüklüğünde allogreft uygulaması yapılmıştır.), ADAS’ların tedavi protokolü ve 

uygulaması farklıdır. Aynı zamanda deney düzeneğimizde IV ve SC ADAS uygulaması ve 

IV+SC uygulaması ayrı ayrı gruplarda gözlenmiş olup ADAS veriliş biçimi (protokol) 

farklıdır ve gruplar arası değerlendirmeler yapılmıştır. Çalışmamızda ADAS’ların hem in 

vivo allogreft yaşam süresi üzerindeki etkileri gözlenmiş, hem de veriliş biçimlerine göre 

ADAS’ların allogreft rejeksiyonuna etkisi gözlemlenmiş ve karşılaştırılmıştır. 

Sıçanlarda allojenik siklosporin ve antimosit globulin tedavisi altında arka bacak 

transplantasyonu yapılan bir çalışmada 2x106 dozda 7., 14., 21. günde IV uygulanan donör 

kökenli ADAS’ların allogreft yaşam süresini 150 günün üzerine çıkardığı gösterilmiştir. 

Hiçbir tedavi almayan grupta sekiz gün içerisinde rejeksiyon izlenmiş (43).  

Sıçanlarda yapılan arka bacak transplantasyonunda, tiletamine ve zolazepam altında donör 

kökenli ADAS peroperatif ve operasyonu takiben 3 günde 1x105 olacak şekilde, 4 doz olarak 

IV verilmiş. Transplante edilen arka bacak ADAS tedavisi alan grupta rejeksiyon 12.0 ± 3.7 

gün, tedavi almayan grupta ortalama 6.8 ± 1.4 günde gerçekleşmiş. Arka bacak naklinde 

ADAS tedavisi almayan gruba göre alan grupta allogreft yaşam süresinde anlamlı uzama 

gözlenmiştir (252). Fakat bu çalışmalarda kompozit içerikli doku ve beraberinde kemik iliği 

transplantı yapılmış olup tolerans indüksiyonu yapılmıştır. Dolayısıyla hiçbir tedavi 

almaksızın sekiz ve 12 gün süresi bir vaskülerize kemik iliği transplantı ve teorik olarak 

kimerizm halinde yani tolerans indüksiyonu altında bulunmuş bir süredir.  

Mezenkimal kök hücrelerin otojenik, allojenik ve üçüncü bir donörden kullanımı ile ilgili 

farklı yönde yayınlar vardır. Allojenik MSC kullanımı ile ilgili tartışmalı konular vardır. Bazı 

çalışmalar olumlu sonuçlar raporlarken bazıları olumsuz sonuçlar raporlamıştır. Han ve 

arkadaşları yaptıkları çalışmada kemik iliği kökenli MSC ve embriyonik MSC’lerin allogreft 

rejeksiyonunu engellemediğini raporlamıştır (287). Sıçanlarda yapılan bir çalışmada 

bahsettiğimiz üzere donör kökenli kemik iliği MSC’lerin siklosporin altında tolerans 

indüksiyonu yapmasına rağmen tek başına kullanıldığında hızlı rejeksiyona sebep verdiği 

gösterilmiş; donör kökenli MSC’lerin antijenik olup olamayacağı yönünde bir tartışma 

konusu açılmıştır (280). Buna tam ters bir şekilde yine bahsettiğimiz üzere maymunlarda 

allojenik kemik iliği kökenli MSC transplantasyonun allogreft rejeksiyonunu yukarıda 

belirtildiği üzere boyutları belirsiz vasküler anastomoz içermeyen bir deri greftinde standart 
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bir protokol ve uygulama ile olmamak kaydıyla in vivo çalışmalar gözlenerek IV ve tek 

başına uygulandığında geciktirdiği yönünde yayınlar da vardır (279). 

Cashiragi semiallojenik kalp transplantasyonu öncesinde allojenik mezenkimal kök hücre 

monoterapisinin allogreft yaşam süresini kısa süreli uzattığını raporlamıştır (343). Bu çalışma 

akut rejeksiyonun önlenmesine karşın, kronik vaskülitin allogreftte önlenemediğini, solid 

organ transplantasyonunda göstermiştir. Pop ve Egghenhofer allojenik MSC 

transplantasyonun kardiyak allogreftlerde alıcıda donör spesifik immun yanıt başlattığını kalp 

allogreft rejeksiyonunu hızlandırdığını raporlamıştır (344).  

Farelerde yapılan bir deneysel çalışmada allojenik kemik iliği transplantasyonu yapılan 

alıcıda kemik iliği kökenli allojenik MSC uygulaması yapılmıştır. MSC’lerin T hücre 

proliferasyonunu engellediği, kimerizm indüksiyonu yaptığı, donör antijenlerine tolerans 

sağladığı gösterilmesine rağmen, alıcıda kemik iliği engreftmanını azalttığı raporlanmış, 

allojenik MSC’lerin immunolojik olabileceği fikri ortaya konmuştur. Dikkat çekilen nokta 

allojenik MSC’lerin in vivo T hücre proliferasyonunu engellemesine donör ve alıcıya spesifik 

antijenlere allotoleransı olan kemik iliği hücrelerinin engreftmanını artırmasına karşın, dalak 

hücrelerinde donör hücrelere karşı güçlü proliferatif ve immunolojik etki yaparak engreftman 

sonrası donöre ait engreftman sağlayan kök hücrelerin yaşam süresini düşürmesidir. Burada 

MSC’lerin bellek T hücrelerin proliferasyonunu tetiklediği düşünülmüştür (345).  

Zenojenik ADAS uygulaması çalışmalarında insan kökenli ADAS (3x106) ve donör kökenli 

kemik iliği hematopoietik kök hücre transplantasyonu ve minimal hazırlık rejimi ile 

sıçanlarda 4 cm2 lik bir allojenik deri greftinde yaşam süresini 200 günün üzerine çıkardığı 

gösterilmiştir (286).  

Transplantasyon toleransı çalışmalarında zenojenik, üçüncü bir kişiden, allojenik veya otolog 

kökenli ADAS’ların SC ve IV uygulamada kullanımı in vivo immunsüpresif etkileri araştırma 

konusudur. Uygulanan protokoldeki tedavi zamanlamaları da henüz konuda etkin bir çalışma 

olmadığı için ayrı bir araştırma konusudur (281).  

Bizim çalışmamızda immun defisiti olmayan sıçanda immunsüpresif kullanılmadan allojenik 

kullanılan ADAS SC ve IV olarak standart bir protokolle preoperatif, peroperatif, postoperatif 

olmak üzere IV ve cerrahi gününde SC olarak uygulanmıştır. Allogreftin boyutu 3x3 cm (9 

cm2), non-vaskülerize olup, ADAS tedavisi dışında herhangi bir tolerans indüksiyonu 

mekanizması devreye girmemiştir. Sonuçlarımızda SC ve IV ADAS tedavisi tüm allogreft 
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uygulamalarında allogreft yaşam süresini istatistiksel olarak anlamlı bir biçimde uzatmıştır. 

En yüksek median allogreft yaşam süresi sadece SC ADAS uygulaması yapılan grupta 

gözlenmiştir. Gruplar karşılaştırıldığında SC allojenik ADAS uygulaması yapılan grupta ve 

SC+IV ADAS uygulaması yapılan grupta allogreft yaşam süresi sadece IV ADAS tedavisi 

kullanılan gruba göre anlamlı olarak uzamıştır. Dolayısıyla tek başına allojenik IV ADAS 

kullanımının SC ve IV+SC ADAS kullanımına göre allogreft yaşam süresini azalttığı in vivo 

olarak sıçanlarda gözlemlenmiştir. Tek başına IV ADAS uygulaması allogreft yaşam 

süresinde hiçbir tedavi almayan allogreft yaşam süresine göre anlamlı uzama sağlamış olsa da 

sadece SC ve SC+IV ADAS kullanılan gruba göre allogreft yaşam süresini anlamlı biçimde 

azalmıştır. SC+IV ADAS tedavisi sadece SC ADAS uygulaması yapılan gruba göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde olmasa da allogreft yaşam süresini azalmıştır. 

Dolayısıyla burada tek başına IV allojenik ADAS kullanımının bir tolerans indüksiyonu 

metodu olarak allorejeksiyonu SC ve IV+SC allojenik ADAS kullanımına göre hızlandırmış 

olduğu gözlenmiştir. IV+SC ADAS kullanımı ile allogreft yaşam süresinin sadece SC ADAS 

kullanımına göre düşük olması istatistiksel olarak anlamlı olmasa da aynı düşüncemizi 

kuvvetlendirmektedir. Literatürde henüz böyle bir çalışma mevcut değildir (281). 

Çalışmamızda yedinci günde alınan histopatolojik değerlendirmelerde Banf histopatolojik 

değerlendirmesine göre gruplar arasında anlamlı bir istatistiksel fark bulunamamıştır. 

Histopatolojik Banf skorlaması hasta yönetiminde, araştırmalarda, veri değerlendirmelerinde 

ve istatistiksel değerlendirmelerde objektiflik ve standardizasyon sağlar. Fakat sınırlamaları 

mevcuttur. Gözlemcinin tecrübesizliliği nedeni ile T hücre dominant inflamatuar reaksiyon ve 

allorejeksiyon karakteristiği karıştırılabilir. Sınırda (Borderline) akut rejeksiyon ile akut 

rejeksiyon arasında kesişmeler olduğunda tanıda güçlük çıkabilmektedir (122). Bu konu 

önemli bir tartışma konusu olurken organ transplantasyonlarında histopatolojik akut 

rejeksiyon bulgusu klinik yaklaşım olmadan yetersiz görülmektedir (346). Bazı çalışmalarda 

VCA hayvan deneylerinde histopatolojik olarak ciddi dereceli rejeksiyon gözlenmemesine 

karşılık klinik olarak rejeksiyon bulgusu gözlenmemiştir (122, 347). Allogreft rejeksiyonun 

histopatolojik Banf skorlaması değerlendirmesi ciddi tecrübe isteyen ve allogreft rejeksiyon 

değerlendirmesinde standardizasyon sağlayan bir yöntem olmasına karşın güvenilirliği 

hakkında tartışmalar mevcuttur. Çalışmamızda yedinci günde değerlendirilen patolojik 

örneklerin arasında hiçbir tedavi almayan allorejeksiyon grubu ile ADAS tedavisi uygulanan 

allogreft grupları arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır. Denek sayısının azlığı, histolojik 

kesitlerin patolojik örnekten alınma biçimi, skorlamanın dermal nekroz odağının gözlenip 
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gözlenmemesine göre yapılması (Banf skorlaması) bu sonuca yol açmış olabilir. 

Histopatolojik incelemelerde sadece SC ADAS tedavisi alan grupta farklı olarak kollajen 

oluşumu ve daha az dermal nekroz odakları gözlenmiştir. Bu gösterge SC ADAS tedavisi 

yönünde istatistiksel olarak anlamlı olmasa da olumlu bir gösterge olarak kabul edilebilir. 

Değerlendirmede daha sık aralıklarla örnek alınırsa ve histolojik kesitler daha çok alınırsa ve 

immunsüpresif tedavi ile beraber uygulanırsa istatistiksel sonuçlar değişken olabilir.  

Dil boyası ile kök hücrelerin allogreft sahasına yerleşimi immunfluoresan altında 

histopatolojik örnekler incelendiğinde gözlemlenmiştir. Deri allogrefti uygulamalarında dil 

boyası ile kök hücrelerin işaretlenmesi tekniği kök hücrelerin hedef sahada olup olmadığına 

yönelik bir bulgu olarak kullanılabilecek güvenilir bir metot olarak kullanılabilir. 
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8. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda ortaya koyduğumuz tolerans indüksiyon stratejisi multipotent ADAS’ların 

allogreft rejeksiyonuna olan etkilerini ortaya koymak üzerinden planlanmıştır. MSC’lerin son 

yıllarda ortaya çıkan immun modülatuar etkileri literatüre geçmiş olup yağ dokusundan elde 

edilen ADAS’ların özellikleri de kemik iliği kökenli MSC’lerin immun modülatuar 

özellikleriyle aynı bulunmuştur. Bu durum kolay elde edilmesi donör alan morbidite ve 

mortalitesinin az olması ve bu konuda yapılmış çalışmaların sınırlı sayıda olması dolayısıyla 

bizi bu tolerans indüksiyonu üzerinde çalışmaya ve gözlem yapmaya yönlendirmiştir. İmmun 

modülatuar strateji ortaya konurken MSC’lerin kullanıldığı dozlar, elde edildiği pasaj sayısı 

hakkında literatürde yapılmış çalışmalar baz alınmıştır.  

ADAS’ların veriliş günleri açısından çok çeşitli stratejiler denenmiş olup bizim ortaya 

koyduğumuz immun modülatuar stratejimizde, veriliş biçiminde, deney düzeneğinde 

uygulama mevcut değildir. Hem preoperatif yedinci günde hem peroperatif hem de 

postoperatif üç ve yedinci günde uygulayarak ADAS etkisini mümkün olduğunca geniş bir 

zaman diliminde etkili kılmaya çalıştık. MSC’lerin MHC II molekülleri ve kostimülatuar 

molekül taşımadığına ve immun sistemden kaçtığına, vücutta yıkılmadığına yönelik yapılmış 

yayınlar bizi preoperatif ADAS uygulaması yapmaya yönlendirmiştir. MSC’lerin allojenik, 

otojenik, üçüncü bir kişiden ve zenojenik olarak uygulamasına yönelik çok sayıda çalışma 

vardır. Birbirini destekleyen sonuçlar olduğu gibi tam tersi yönde sonuçlarda ortaya 

konmuştur. ADAS’ların uygulama biçimi ve bu biçimin allorejeksiyona olan etkileri gruplar 

değerlendirildiğinde onların allogreft rejeksiyonuna etki mekanizmaları üzerinde bize in vivo 

yaptığımız deneysel çalışmada fikir vermiştir. Uyguladığımız allogreft boyutları ve 

vaskülarizasyon biçimi itibari ile immun modülasyon ve immun tolerans stratejimizle modüle 

edilmesi oldukça zor bir vasküler anastomoz içermeyen tam kat allojenik deri greftidir.  

Deri allogreftlerine yönelik tolerans indüksiyonu çalışmaları 1940’lı yıllarda başlamış olup 

halen bir araştırma konusudur. Split tolerans kavramı derinin allojenik reaksiyonu halen 

aydınlatılamamıştır ve split rejeksiyon immunsüpresif ilaçlar kullanılmadan mevcut immun 

tolerans stratejileriyle aşılamamıştır. İmmun modülasyon stratejilerdeki temel amaç immun 

tolerans oluşturmak, immunsüpresif ilaç dozlarını minimize etmek ve azaltarak ortadan 

kaldırmaktır. İnsanlarda oluşmuş fonksiyonel ve estetik deformitelerin tedavileri otolog 

rekonstrüksiyonlar tükendiğinde protez ve epitez uygularımı dışında yapılamamaktadır ve 
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ancak sınırlı sayıda ve seçilmiş vakalarda uygun endikasyonlar sağlandığında allogreft 

transplantasyonu yapılabilmektedir.  

Doku mühendisliği alanda yapılan çalışmalar, kök hücre ve gen tedavilerinde yeni gelişmeler, 

immunolojik mekanizmaların anlaşılması ile yeni immun tolerans stratejileri oluşturulurken 

split tolerans aşılmaya ve VCA’lar yaygın bir rekonstrüksiyon seçeneği olarak ortaya 

konmaya çalışılmaktadır.  

Bir başka önemli konu olan yanık hastalarında yüzey alanı büyüdüğünde oluşan sistemik 

inflamatuar ve enfeksiyöz yanıt, donör alan yetersizliği, morbidite ve mortalite sebebidir. Bu 

hastaların akut dönem tedavilerinde biyosentetik çeşitli kök hücre içeren allojenik ve 

zenojenik doku mühendisliği ürünleri, allogreftler kullanımdadır. Fakat erken dönemde 

komplikasyonları azaltmaya yönelik yapılan bu tedaviler allogreft immun rejeksiyon nedeni 

ile rejeksiyon sonrası otolog deri grefti ile rekonstrüksiyonu zorunlu kılmaktadır. Deriye 

yönelik immun tolerans çalışmalarının yanık hastalarının erken dönemde rekonstrüksiyonu ve 

yaşamsal desteği ve allogreftle rekonstrüksiyon açısından önemli gelişmelere yol açabilmesi 

söz konusudur.  

Yaptığımız in vivo deneysel çalışmada ADAS’lar allogreft rejeksiyonunu tedavi olarak 

uygulandığı tüm gruplarda anlamlı olarak geciktirmiştir. En yüksek allogreft yaşam süresi 

sadece SC ADAS uygulaması yapılan grupta bulunmuştur. IV ADAS uygulaması tek başına 

uygulandığı diğer gruplara göre rejeksiyonu geciktirmiş olsa da anlamlı olarak daha erken 

rejeksiyona sebebiyet vermiştir. Buradan yola çıkıldığında IV ve SC ADAS tedavisinin 

allogreft rejeksiyonunu geciktirme açısından immun modülasyon stratejisi olarak tedavide 

beraberinde başka ajanlarla kullanılabileceğini ortaya koymuştur. Tek başına SC ADAS 

tedavisinin IV ADAS tedavisi alan gruba göre allogreft yaşam süresinde anlamlı olarak 

uzama sağlaması, tek başına kullanıldığında en uzun allogreft yaşam süresi sağlamada yeterli 

olduğunu ortaya koymuştur. ADAS’ların SC ve IV uygulamada in vivo in vitro immun 

modülatuar etkileri üzerinde alternatif çok sayıda immun modülatuar strateji içeren çalışmaya 

ihtiyaç vardır. Aynı zamanda ADAS’ların veriliş zamanı ve dozlar üzerinde daha fazla 

kombinasyonla yapılmış hayvan deneylerine konu hakkında yoğun literatür birikimine ihtiyaç 

vardır.  

Önerimiz kombine immunsüpresif ajanlarla yeni stratejiler oluşturulması, doz ve zamanlama 

için daha fazla in vivo ve in vitro çalışma yapılarak konunun desteklenmesidir. Allogreft 

rejeksiyonunun moleküler ve immunolojik alt yapısına yönelik daha fazla in vitro çalışmaya 
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ihtiyaç vardır. Split rejeksiyon kavramının aşılması immunoloji alanında ve plastik cerrahi 

alanında yeni bir aydınlanma olacak ve rekonstrüktif alanında allorekonstrüksiyon çağını 

açacaktır. Otolog kaynakların tükendiği mortalite ve morbiditesi yüksek yanık vakalarında 

oldukça etkili bir şekilde allogreft kullanımının yolunu açacaktır. Otolog kaynakların 

tükendiği durumlarda veya hızlı allojenik deri rekonstrüksiyonu gerektiren yüksek yüzdeli 

yanık hastalarında allojenik doku mühendisliği ürünleri kullanımında temel bariyer olan 

allogreft rejeksiyonu aşıldığında bu alanda daha kolay elde edilebilir hazır ve etkili ürünler 

ortaya konulabilecektir.  
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