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Rejeneratif tibbin tarihsel gelisimi ve terminolojisi

Historical development of regenerative medicine and its terminology
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Rejeneratif (yenileyici) tip, hasarlanmis dokunun kendi ken-
dini onarabilme potansiyelinin gesitli yollarla uyarilmasi
ve/veya ilgili dokuya donisebilme potansiyeli olan kok hiic-
relerin hasarli dokuya aktarilmasi yoluyla tedavi amaglayan
bilim dalidir. Giinimuzdeki teknolojik gelisime bagl olarak
osteoartrit, kikirdak defektleri, tendinopatiler, kas ve bag
yaralanmalari, gecikmis kaynama, kaynamama, diyabetik
ayak yarasi ve avaskiiler nekroz gibi bircok ortopedik kas
iskelet sistemi bozuklugunda replasman tedavisinin yerini
yenileyici tedavi yontemleri almaktadir. Rejeneratif tedavi-
nin ortopedik anlamda ilk kullanim bdlgesi kikirdak doku
patolojileri olmus, sonrasindaysa diger kas iskelet sistemi
problemleri icin uygulanmaya baslanmistir. Bircok kas iskelet
sistemi probleminde kullanilan, hipertonik ¢ozeltilerle doku
harabiyeti yaratarak etki gosteren proloterapi, doku yeni-
lenme faktorleri iceren trombositten zengin plazma (PRP) ve
dokuyu yenileyebilme 6zelligi olan kok hiicre tedavileri de
oncelikle kikirdak patolojilerinde kullanilmistir. Kas iskelet
sistemi patolojileri i¢in gliniimiize gelindigindeyse dokuya
0zgl kombine edilmis rejeneratif tedavi protokolleri arastir-
ma konusu olmakta, onarilamayacak kadar biiylk boyuttaki
defektler icin ti¢ boyutlu doku miihendisligi yontemleri gelisti-
rilmektedir. Bu derlemede glincel literatiir taramasi yapilarak
ortopedik rejeneratif tip tedavi yontemlerinin gelisim stireci ve
bu tedavideki terminoloji gozden gegirilmistir.

Anahtar sozciikler: ortopedik rejeneratif tip tarihi; trombositten zen-
gin plazma; kék hiicre; osteoartrit; doku mihendisligi

patolojileri, en yaygin gorilen hastaliklardan biri-
si olarak fiziksel engellilikle sonuglanan patolo-
jiler icerisinde, en fazla pay sahibi olmustur. Gelismis
lUlkelerde, osteoartritin tibbi maliyeti gayri safi yurt
ici hasilanin (GSYIH) %1-2,5’ini olusturmaktadir.™ Kas
iskelet sistemi hastaliklarinin tedavisi icin konservatif

Kas iskelet sistemi hastaliklarindan sadece diz

Regenerative medicine is a science that aims to treat the dam-
aged tissue by stimulating the self-healing potential of the
damaged tissue in various ways and/or transferring the stem
cells, which have the potential to transform into the related
tissue, to the damaged tissue. Depending on today’s techno-
logical developments, replacement (change/repair) treatment
is replaced by regenerative treatment methods for many
orthopedic musculoskeletal disorders such as osteoarthritis,
cartilage defects, tendinopathies, muscle, and ligament tears,
delayed union, nonunion, diabetic foot ulcer and avascular
necrosis. After the use of regenerative therapy in cartilage dis-
orders as the first time in orthopedics, it has started to be used
for other musculoskeletal disorders. Prolotherapy, which acts
with the hypertonic solutions by causing tissue destruction,
platelet-rich plasma (PRP) containing tissue regeneration fac-
tors and stem cell therapies, which have the ability to regen-
erate tissue, that is used in many musculoskeletal problems,
have also been used primarily in cartilage pathologies. Today,
tissue-specific combined regenerative treatment protocols
for musculoskeletal pathologies are the subject of research,
and 3D tissue engineering methods are being developed for
defects that are too large to be repaired. In this review, the
development process of orthopedic regenerative medicine
treatment methods and the terminology of this treatment
were reviewed by searching the current literature.

Key words: history of orthopedic regenerative medicine; platelet-rich
plasma; stem cells; osteoarthritis; tissue engineering

tedaviyle cerrahi tedavi arasinda buyuk bir bosluk
bulunmaktadir. Rejeneratif tiptaki gelismelere bagl
olarak insan vicudunda dogal olarak bulunan mad-
delerin ortopedi ve travmatoloji uzmanlari tarafindan
kikirdak, kas, tendon, bag yaralanmalarinin iyilestiril-
mesi ve kirik kaynamasi amacli kullanimi 6zellikle son
onyilda artmistir. Kas iskelet sistemi hastaliklarinda bu
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tekniklerin kullanimiyla birlikte cerrahi tedaviye alterna-
tif daha az invaziv bir tedavi imkéani saglanmaktadir.”?

Rejeneratif tipla ilgili arastirma ve klinik uygulamalar
yeni olmasina karsin bu tedavi seklinin varligi ve 6nemi
eski ¢aglardan beri iyi bilinmektedir. Roma’da milattan
once dordiincu ylizyilda yarali dokuya sicak igne tedavisi
gibi zararli uyaranlar uygulayarak iyilesmeyi indtiiklemek
bir tedavi sekli olarak kullanilmistir.®

Birgok tip bransinda uygulama alani bulan rejeneratif
tibbi tedavinin ortopedi ve travmatoloji alanindaki ana
kullanim yeri haraplanmis veya dejenerasyona ugramis
kikirdak dokusunu yenileme amacli olmustur.®

Osteoartrit ve eklem kikirdagi yaralanmalarinin reje-
neratif tedavisinin son yiizyildaki cesitli donim noktalari
bir zaman cizelgesi seklinde Sekil 1’de gosterilmistir.
Osteoartrit tedavisi 1941’de gevsek dejenere kikirdak,
sinovyum ve osteofit parcaciklarinin dizden cikarilmasini
ve genis debridmanla iyilesme yanitinin indiuklenme-
sini tanimlayan Magnuson’a kadar konservatif sekilde
yapilmistir.®! Genis debridman prosediirii, formal art-
roplastiyle degistirilene kadar uzun yillar kullanilmistir.
Debridman tedavisinden sonra ilerleyen tarihsel suregte
proloterapi tedavisi ortaya ¢ikmistir.

PROLOTERAPI

Proloterapi, kronik olarak haraplanmis eklem
disi ve eklem ici dokularin igerisine hipertonik ¢ozelti-
lerin enjekte edilerek enflamatuvar ve enflamatu-
var olmayan yolaklarin uyarilmasi yoluyla lokal doku
iyilesmesi/yenilenmesi islemidir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde bir genel cerrah olan Dr. George Hackett,
proloterapi icin enjeksiyon protokollerini rejeneratif tip
teknigi olarak ilk defa 1956’da tanimlamistir.® Yiiksek
glivenlik profiline sahip ve nispeten ucuz bir tedavi yonte-
mi olmasi nedeniyle proloterapi, birinci basamakta kolay-
ca uygulanabilen bir tedavi olarak degerlendirilmelidir.®
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Proloterapinin, enjekte edildigi bolgede hiperozmolar
ortam yaratmasina bagli olarak etki gosterdigi 6ne suril-
mustir ve olusan hiperozmolar ortamin pro-enflamatu-
var yaniti indukledigi, biylime faktérlerinin salinimina
sebep olarak rejeneratif slreci (vaskiiler, fibroblast ve
kikirdak proliferasyonu) ve kollajen olusumunu arttirdig
distnilmektedir.[? Ayrica, hiperozmolar dekstroz ¢6zel-
tisi enjeksiyonunun potasyum kanallarini agik tutmaya
zorlayarak nosiseptif agri liflerini hiperpolarize edebildigi
ve bunun da agri algisinin azalmasina neden oldugu gos-
terilmistir.l”

Diz osteoartrit tedavisinde hipertrofik dekstroz prolo-
terapinin egzersiz ve salin gibi desktroz disi proloterapi
enjeksiyonlarina gore daha olumlu sonuglar dogurdugu,
ayrica eklem i¢i ve eklem cevresine uygulanabilecegi
gosterilmistir.® Dekstrozun periartikiler uygulama yon-
teminde iki farkli teknik mevcuttur. Lyftogt’un tekniginde
deri alti dokulara, Hackett’in teknigindeyse baglarin veya
tendonlarin fibroossedz birlesimine dekstroz enjeksiyo-
nu yapilmaktadir.9:0

MiKROKIRIK

Pridie, 1959’da osteoartrit tedavisi icin Magnuson’un
debridman teknigini modifiye ederek eklem kikirdak
defektlerinde rejeneratif bir yaniti ortaya ¢ikarmak ama-
ciyla yakin aralikli goklu delme teknigini ortaya koymustur
ancak hastalarin uzun sureli klinik sonuglarini géstereme-
mistir.Y 1980’lerin baslarinda ¢oklu delme teknigindeki isi
nekrozunun olumsuz etkisi olusmamasi icin deliklerin biz
(awl) gibi yardimci malzemeler kullanilarak olusturuldugu
mikrokirik (MK) yontemi tariflenmistir.!? Kullanilan her iki
teknikteki amac da kemik iligindeki kok hiicrelerin hasarli
kikirdak bolgesine getirilip, eklem ortaminda kikirdak
benzeri bir tamir dokusuna doénlismesini saglamaktir.3!
Mikrokirik yontemiyle kiigiik defektlerde (<1,5 cm?) blytik-
lere gore ve 40 yas alti geng hastalarda yasli hastalara gore
daha iyi rejenerasyon saglandigi gosterilmistir.i'4

Rejeneratif
Eklem debridmani Coklu drilleme MKH Mozaikplasti Enjeksiyon
(Magnuson) (Pridia) (Caplan) (Hangody) Terapisi
[ ] [ ] L] ] n L]
| ] | ] ] | ] | ]
| ] | ] ] | ] | | ]
= 1956 = 1584 - 1994 = 2007 = &
=
= ] ] m -
1541 - 1959 . 1591 = 2001 = 2010 -
[ m L L i
- - - - ]
Proloterapi Mikrokink OKi Kemik iligi GHntmiz
(Hackett) (Steadman) (Brittberg) stimulasyenu ile

hiicresel artig
teknikleri

Sekil 1. Eklem patolojileri icin kullanilmis rejeneratif tedavi protokollerinin son ylizyildaki gelisimi.

(MKH: Mezenkimal kék hiicre, OKI: Otolog kondrosit implantasyonu).
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OTOLOG KONDROSIT iMPLANTASYONU

Otolog kondrosit implantasyonu (OKIi) Brittberg
ve ark. tarafindan kondral defektlerin giderilmesi igin
1994’te gelistirilen bir tekniktir.'* Bu teknik, otolog
eklem yiizeyinin agirlik tasimayan alanindan kondrositle-
rin toplanarak in vitro kiiltiirle cogaltilmasini ve kikirdak
defektlerine implantasyonunu icermektedir. Bu teknigin
tanimlanmis g nesli vardir. ilk nesilde OKi hicreleri bir
periosteal yamanin altina enjekte edilerek kullanilmistir
fakat periosteal yamanin yerinden gikmasi veya hiperpla-
zisi komplikasyonlari nedeniyle zaman icinde bu yontem-
den vazgecilmistir."® ikinci nesil OKi’de periost yerine
kollajen I/l membran kaplama kullanilmistir.t” Uglinci
nesil OKI teknigi esasen jel bazlidir. Fokal kikirdak lezyon-
lariigin kultiirle genisletilmis kemik iligi kokenli kdk hiic-
relerin veya OKi hiicrelerinin doku iskelesi i¢ine ekilmesi-
ne dayanmaktadir. Bu neslin diger ismi matriks kaynakli
otolog kondrosit implantasyonu (MOKI) olmakla birlikte
doku miihendisligi kategorisine dahil olmaktadir.?®

MOZAIKPLASTi /| OSTEOKONDRAL TRANSPLANTASYON

Hangody ve Fiiles tarafindan kesfedilerek popdler
hale getirilen daha yeni bir tekniktir.!® Osteokondral
kolonlarin, hastanin femoral troklear gibi agirlik tasima-
yan eklem ylizeylerinden eklem kikirdak kusuru bulunan
bolgelere transplantasyonunu ifade eder.

Osteokondral transplantasyon (OKT) uygulanmasinin
basit olmasi, hizli iyilesmesi ve bagisiklik reddinin olma-
masi gibi avantajlari vardir.??! Bir kusuru hemen hyalin
kikirdakla doldurabilir; ylizeyi bagimsiz osteokondral
kolonlardan olusur, ancak bunlar bir biitun olarak ger-
cekten birbirine bagli degildir. Osteokondral transplan-
tasyonun kiicik defekt boyutu veya eksfolyatif osteo-
kondriti olan hastalar icin uygun oldugu bildirilmistir.=2"

Yillar icinde, tibbi gelismeler ve minimal invaziv pro-
sediirlerle en biiylk avantajlan bulma arayisi, rejeneratif
enjeksiyon tedavisi (RET) ¢agini dogurmustur. Linetsky,
biyolojik yenilenmeyi saglayan materyallerin patolojik
bolgeye enjeksiyonu anlamina gelen RET terimini ortaya
atmustir. Literatiirde RET icin sodyum bikarbonat/kalsiyum
glukonat, hyaliironik asit (HA), dekstroz, kok hiicre, trom-
bositten zengin plazma (Platelet Rich Plasma-PRP) kemik
morfojenik protein (Bone Morphogenic Protein, BMP) 2/7
gibi cesitli ajanlar kullanilmistir.?! Enflamasyon ve aracilari
hakkinda daha fazla arastirma yapildik¢a PRP enjeksiyon-
lari doku yenilemek icin bir yontem olmaya baslanmistir.??

TROMBOSITTEN ZENGiIN PLAZMA

Trombositten zengin plazma kavrami orijinal olarak
transfiizyon tibbinda gelistirilmistir. Trombositten zen-
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gin plazma terimi bu alanda ilk defa 1954’te Kingsley
tarafindan siddetli trombositopenisi olan hastalari tedavi
etmek i¢in kullanilan trombosit konsantresini tanimla-
mak igin kullanilmistir.2*!

Doku iyilesmesini arttirmak igin kandan turetilen
urlnleri kullanma fikri ilk defa 1970 yilinda Matras’in
bir sican modelinde fibrin yapistirict kullanimi Gzerine
yaptigi calismalarla baslamistir.?4 Cerrahi alanda ilk kez
1987 senesinde acik kalp ameliyati sirasinda kalp cerrah-
lar tarafindan kullanilmistir.?1 2000°li yillarin baslarinda
maksillofasiyal cerrahide ve devam eden siirecte cesitli
kas iskelet sistemi hastaliklarinda kullanilmaya baslan-
mistir. 2

Trombosit tlrevleri, 6zelliklerine ve hazirlama yon-
temlerine gore iki farkli kusakta siniflandirilabilir.

Birinci Kusak Trombosit Konsantrasyonlari

Birinci kusak trombosit konsantrasyonlarindan ilki
olan klasik otolog manuel PRP’nin uretim protokollin-
de; iki adimli bir santrifiij prosediri kullanilmistir. ilk
adimda antikoagilanlarla ve dislk devir santrifiij son-
rasi ‘buffy coat’ (BC) ve trombosit agisindan zayif plaz-
ma (PPP) toplanmaktadir. ikinci basamak islemdeyse
toplanan siviya ylksek devirde (hardspin) ve uzun sireli
santrifiijden sonra PRP elde edilmektedir.?”

Birinci kusak trombosit konsantrasyonlarindan digeri
olan bliyime faktorlerinden zengin plazma (Plasma Rich
in Growth Factors, PRGF) 1999 yilinda Anitua tarafindan
tanimlanmistir.?® Bu protokolde, venéz kan toplanarak
¢ tabakayi (eritrositler, buffy coat ve hiicresiz plazma)
elde etmek icin santrifiij edilmektedir. Hiicresiz plazma-
nin Gst kismi olan biytime faktorlerinden zayif plazma
(Plasma/Platelet Poor in Growth Factors, PPGF) pipet yar-
dimiyla tipten ayrilarak geriye kalan plazma PRGF olarak
adlandirilir ve pipetle toplanmaktadir.?”

Trombositten zengin plazma ve PRGF’nin hazirlanma-
sinda pihtilagma faktorlerine ayrica fibrin polimerizasyon
indiksiyonu igin sigir trombini veya CaCl,’e ihtiyag duyul-
maktadir.?” Bu faktorlere ek olarak; trombosit konsant-
rasyonunu arttirmak igin iki ayri asamada santrifiij edil-
mesi gibi faktorler bu konsantrelerin kullanimini sinir-
lamaktadir. Trombositten zengin plazmanin sivi formu
sebebiyle diger biyomateryallerle kombine edilerek kul-
lanilmasi gerekliligi ve yapisindaki depo haldeki blyime
faktorlerinin buylik bir kisminin bir saat gibi kisa slirede
salinimina bagli olarak klinik etkinligi azalmaktadir.

ikinci Kugsak Trombosit Konsantrasyonlari

Trombositten zengin plazma ve PRGF hazirlanma
asamalarindaki zorluklarindan dolayi, 2001 yilinda
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Choukroun ve ark. tarafindan ikinci kusak trombosit
konsantrasyonu olan trombositten zengin fibrin (Platelet
Rich Fibrin, PRF) tanimlanmistir.B” Trombositten zengin
fibrinin elde edilmesiicin herhangi bir ilave madde gerek-
memekle birlikte venoz kanin santrifiijiyle basit bir sekil-
de elde edilebilmektedir. Antikoagiilanlar kullanilmadan
tam kanin yiiksek devirde (2700-3000 rpm’de 10-12 dk)
santriflij edilmesiyle olusan li¢ tabaka arasindan ayristir-
mayla PRF elde edilmektedir.?"

Buylime faktorlerinin salinimi PRP’de birinci glin mak-
simum degere ¢cikmasina ve yedi giin boyunca stirmesine
karsin PRF’de yedi gin icinde zirve degere ¢ikmakta
ve 21 glnllk sire boyunca devam etmektedir. Bunun
sonucunda PRF’nin rejeneratif etkinligi PRP’ye gore daha
uzun stirmektedir.®

2009 yilinda Ehrenfest ve ark. tarafindan trombosit
konsantreleri, l6kosit ve fibrin igerigine gore l0kositler
olmaksizin PRGF'yi iceren sap PRP (P-PRP), l6kositlerle
birlikte PRP (L-PRP), P-PRF ve L-PRF olmak tizere dort
kategoriye ayrilmistir.52

Bu trombosit konsantrasyonlari, elde edilme yo6n-
temlerindeki farkliliklara gore kategorize edilmelerine
karsin; asil olarak yapilarindaki l6kosit icerigine ve fibrin
yogunluguna gore ayrismaktadir. Fibrin yapisi P-PRP ve
L-PRP preparatlarinda kiiciik capli basit fiber polimeri-
zasyonunda oldugu igin olgunlasmamistir. Diger taraf-
tan, P-PRF ve L-PRF preparatlarindaysa fibrin lifleri, coklu
lif birlesimi nedeniyle kalin ve bir fibrin biyomateryali
olarak diisinildigunde direncli bir matriks olusturmak-
tadir. Fibrin trombosit ve lokositlerin lzerine tutundugu
bir ag gorevi gormektedir.B

Kiyaslandiginda PRP ve PRF’nin icerdigi blytime fak-
tori miktar benzer olmasina ragmen, PRF’de goriilen
daha uzun sireli rejenerasyon etkisi, PRF’deki fibrin
yogunluguna bagli olarak tzerindeki blyime faktorle-
rinin ve sitokinlerin daha yavas salinimiyla agiklanmak-
tadir.BY

2014 yilinda, PRF’nin gelistiricisi olan Choukroun tara-
findan, dusiik hizli santrifijle olusan ve daha fazla sayida
noétrofille trombosit iceren gelismis bir PRF formu olan
A-PRF tanimlanmistir.®% Notrofil icerigi acisindan zengin
olmasli anjiyogenezi artirma agisindan pozitif fayda sag-
lamaktadir.B*

2015 yilinda Maurao ve ark., 9 ml vendz kani anti-
koagillan icermeyen tlplerde dakikada 3300 devirde
iki dakika yatay santriflije (B-40, RDE®, Brezilya) ederek
beyaz kan hiicrelerini, trombositleri, kok hiicreleri ve
endotel hiicrelerini iceren bir trombosit konsantrasyonu
olan ‘enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin’ (i-PRF)
elde etmislerdir.l®
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ikinci nesil trombosit konsantrasyonlarindan bir dige-
ri olan konsantre blytime faktori (concentrated growth
factor, CGF), ilk olarak 2006 yilinda Sacco tarafindan kan
numunelerinin, 6zel bir santrifiij cihazinda (Medifuge,
Silfradent, italya) déniisiimlii ve kontrollii hizlarda (2700
rpm-iki dakika, 2400 rpm-dort dakika, 2700 rpm-dort
dakika, 3000 rpm-u¢ dakika) santrifiij edilmesiyle elde
edilmistir.B” Trombositten zengin fibrine kiyasla CGF’nin
ana Ozelligi daha zengin blyime faktorleri icermesi ve
daha yogun fibrin matriksinin bulunmasidir. Konsantre
biylime faktori icerigi sayesinde PRF’ye kiyasla daha
uzun sireli biytiime faktori salinimi yaparak rejeneratif
stirece daha uzun etki edebilmektedir.k®

KOK HUCRELER

Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasma, klonlasma ve
kendi kendini yenileyebilme yetenegine sahip hicrelere
kok hiicre denir. Kok hiicreler embriyonik olan, embriyo-
nik olmayan (fetal ve eriskin kok hicreler) ve indiiklen-
mis multipotent kok hiicreler olmak lzere l¢ ana gruba
ayrilmaktadir.?!

Kok hiicre tedavisinin tibbi olarak ilk kez kullanimi,
1956’da l6semili bir hasta lzerinde ilk kemik iligi nakli-
ni gerceklestiren Weissman’a atfedilebilir.*® O zaman-
dan beri, cesitli bilim adamlar farkl kok hiicre tirlerini
tanimlamis ve bu hiicreleri rejeneratif tedavide kullan-
mistir (Sekil 2).

Ortopedi ve Travmatoloji Alaninda Kok Hiicre
Tedavisinde Kullanilan Hiicre Kaynaklari

Eriskin kok hiicre alt tipi olan mezenkimal kok hiic-
reler (kemik iligi, yag dokusu, sinovyum veya gdbek
kordonu kaynakli) ve fetal kok hiicreler (amniyon sivisi
ve membran kaynakli) ortopedi ve travmatoloji klinikle-
rinde en yaygin kullanilan kok hiicre tipleridir. Kok hiicre,
kaynak olarak allojenik (baska bir kisiden) veya otolog
(kisinin kendisinden) olarak elde edilir. Allojenik kok
hiicreler en yaygin olarak amniyotik kordon kanindan
elde edilmekle birlikte bunu amniyotik ve embriyonik
dokular takip eder. Otolog kok hiicreler en yaygin olarak
kemik iligi aspirasyonundan veya yagdan turetilir. Kemik
iliginden veya yagdan elde edilen doku, mekanik (sant-
riflij) ve/veya enzimatik etkenler kullanilarak kék hicre
ylizdesinin arttigi soliisyona devsirilir.® Eger bu hiicre
soliisyonunu elde etmek icin enzim kullanildiysa minimal
manipulasyondan soz edilir. Enzim kullanmadan yapilan
hiicre slispansiyonu daha ucuz ve daha kisa slirede elde
edilmektedir. ister santrifiij olsun ister enzimatik yolla
elde edilen hiicre sollisyonu olsun ayni seansta veya 24
saat icinde hasarli bolgeye uygulanmalidir.
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(o1 Kemik fligi Nakli (Weissman)

¢\ 5u * Hemotopoetik Kok Hiicre (Mc Culloch / Till)

1978 & Umlikal Kok Hiicre (Prindull)

yl:lep) * Noral Kok Hucre (Reitze / Reynold)

 Adipoz Kok Hicre (Zuk / Colleagues)
* Uyarilmig Pluripotent Hilcre (Yamanaka)

» Amniyotik Kok Hiicre (Anthony Atala)

Sekil 2. Kok hiicre tirlerinin tanimlanma tarihleri.

Otolog kok hicreler in vitro ortamda kiiltiire edilerek
de kullanilabilmektedir. Bu yontem daha ¢ok fokal lez-
yonlar icin kullanilmakla birlikte, islem igin ikinci bir giri-
sime gerek duyulmaktadir. Birkag hafta boyunca hiicre
konsantrasyonunu arttirmak igin in vitro olarak ¢ikarilan
ve kulturlenen hicrelerde genetik bozukluklar olustugu,
yaslanmanin arttigl ve farklilasma yeteneginin azaldi-
ginin gozlenmesi kultiirleme yonteminin dezavantajlan
olarak ortaya konulmustur.®"

Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), mezojenik siireg
yoluyla kemik, kikirdak, yag ve diger dokulari olustur-
mak icin in vitro kapasiteye sahip bir hiicre sinifini temsil
etmek i¢in 90’li yillarda kullanilan bir terimdir. 2006 yilin-
da, Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi, hiicrelerin MKH
olarak kabul edilebilmesi icin:

1) In vitro ortamda kultur kosullarinda plastige yapis-
ma,

2) CD 73, 90 ve 105 gibi hiicre ylizey antijenlerini hiicre
yuzeyinde yuksek oranda bulundurmasina karsin CD 34,
45, 14, 11b, 19’u ve HLA-DR antijenlerini icermeme veya
diisik oranda icerme,

3) In vitro olarak osteoblastlara, kondroblastlara ve
adipositlere farklilasabilme 6zelliklerinin bulunmasi
gerektigini bildirmistir (Sekil 3).12

Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklari ve izolasyonu

Varsayim olarak insan viicudundaki hemen hemen
tim dokulardan MKH elde edilebilecegi duslniilse de
kullanilan ana kaynaklar kemik iligi ve yag dokusudur.
Kemik iligi kaynakli MKH’ler fonksiyonel olarak klinik
tedavilerde kullanilan hiicrelerin cogunlugunu olusturan
ve en ¢ok arastirilan kok hiicrelerdir. Kemik iligi konsant-
resini (KiK) elde edebilmenin en giivenilir yolu; en yiiksek
MKH konsantrasyonuna sahip olan iliak kristadan ultra-
son ya da floroskopi altinda kemik iligi aspirasyonudur.
Kemik iligi hiicrelerinin gesitli islevleri yerine getirmek
icin cok sayida buylime faktoru (growth factor, GF), sito-
kin ve kemokin salgiladiklar bilinmektedir.*! Ozellikle
KiK icinde eritroblastlar, nétrofiller, eozinofiller, bazofil-
ler, monoid hiicreler (mezenkimal kok hiicre ve makro-
faj iceren monositler), lenfositler ve plazma hicreleri
bulunmaktadir. Kiiglik hacimlerde iliak kristanin birgok
bolgesinden aspirasyon yapma sonucu yliksek miktarda
cekirdekli hiicre sayisi elde etmek miimkindir. Yas arti-
siyla birlikte kemik iligindeki MKH sayisi azalmaktadir.
Yenidoganda 10,000 cekirdekli hiicre icerisinde bir kok
hiicre bulunabilirken yas ilerledik¢e bu oran iki milyonda
bire kadar diisebilmektedir.”" Yag dokusu karin, kol, peri
gluteal bolge ve uyluk gibi bélgelerde bulunan visseral
veya subkutan yag dokusunun aspirasyonu (liposuction)
veya eksizyonu yoluyla MKH’lerin toplandigl baska bir
kaynaktir. Yag dokusu esas olarak adipositlerden olus-
sa da ayni zamanda adipoz doku kaynakli kok hiicre
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Sekil 3. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma yolaklari.

(AMKH)’lerini, endotel hiicrelerini, perisitleri, fibroblast-
lari ve hemopoetik soy hiicrelerini kapsayan stromal
vaskiler fraksiyonu da (SVF) icermektedir. Adipojenik
onciuller insan yag dokusundan 1976 yilinda izole edilmis
olmakla birlikte, 2001’de AMKH’ler insan lipo-aspiratinda
tanimlanmis ve karakterize edilmistir."!

Yag dokusu genellikle diger kaynaklarin igeriginden
cok daha fazla MKH icerir. Oyle ki MKH’ler, yag dokusun-
daki tim hicrelerin %3 kadarini olusturabilirken, kemik
iliginde ancak %0,01 oraninda bulunmaktadir.*® Bu da
AMKH’leri klinik uygulamalar icin daha elverisli hale getir-
mektedir. e

Eklem ici sinovya dokusundan da MKH elde etmek
muimkindur. Yiksek oranda kondrojenik farklilasma
potansiyeline sahip oldugu gosterilen, sinovyal dokudan
elde edilen MKH konsantresinin oransal ve hacimsel ola-
rak az olmasi nedeniyle iyilestirme kapasitesi ve klinik
kullanimi sinirli kalmaktadir.*? Son yillarda yayimlanan
bazi ¢alismalarda insan kikirdaginin da kék hicre iger-
digi ve insan kikirdagindan kok hiicre elde edilebilecegi
bildirilmigtir.1e4

Mezenkimal kok hiicreler, istenilen dokuya farklilas-
tirmak ve blylk hacimde doku elde etmek icin kiiltiire
edilerek veya enjeksiyon seklinde kdltiire edilmeden
kullanilabilmektedir. Adipoz veya kemik iligi kaynakli

MKH’leri izole etmek i¢in bircok yontem tanimlanmis
olmakla birlikte bu yontemler enzim kullanilip kullanil-
mamasina gore ikiye ayrilmaktadir.”

Allojenik (Amniyotik Sivi ve Membran Kaynakli)
Uriinler

Ortopedik patolojilerde kullanilmak (izere izole edi-
lebilen bir diger kok hiicre kaynagi da amniyotik sivi ve
membran kaynakli hiicrelerdir. Amniyotik sivi (AS), fetlisi
cevreleyerek bariyer gorevi goren sivi olmakla birlikte,
iceriginde embriyon disi yapilardan ve fetal dokulardan
koken alan hiicreler bulunmaktadir. Amniyon sivisinda
bulunan kok hucreler Amniyon sivisi kaynakli mezenki-
mal kok hicreler (ASMKH) ve amniyon sivisi kok hicresi
(ASKH) olmak tizere iki ana gruba ayrilirlar.!

Amniyon sivisi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
yag ve KiK’ten elde edilen MKH’lere gére in vitro ortamda
¢ok daha hizli cogalabildigi gosterilmistir. Kiltlre edilen
ASKH’ler de ¢ok hizli sekilde ¢ogalmakla birlikte; kalti-
re edilen MKH’lere gore nispeten daha uzun siire (soy
boyunca) genetik stabilitesini ve farklilasma ozelligini
koruyarak cogaltilabildigi gosterilmistir.’?

Kok hiicre kaynagi olan amniyotik sivi ve membran,
dogum sonrasi veya ikinci trimesterde amniyosentezle
elde edilebilmektedir. Alinan amniyotik sivi veya memb-
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ran Uriinu kok hiicreleri dokudan izole etmek igin gesitli
enzimler (dispaz 2, kollajenaz 2 gibi) kullanilir. Bir sonraki
asamada ¢ozelti suzulerek kilture edilir. Eger kulture kok
hiicrelerin osteojenik veya kondrojenik farklilagsmasi iste-
niyorsa gerekli indukleyici faktorler (Transforming Growth
Factor- B, TGF-p ve Bone Morphogenic Protein, BMP gibi)
kiltiire eklenebilir. Cesitli yollarla ¢cogaltilan ve farklilagan
hiicre popllasyonu otojenik olarak kullanilabilmektedir.’*

Amniyotik membran ve sivi kaynakli kék hicreler
dondurularak saklama yoluyla allojenik olarak da kul-
lanilabilmektedir. Allojenik kullanimin avantaji rafta
stabil olarak kok hiicre deposu olusturulabilmesidir.
Dondurulmus olarak kullanilan amniyon sivisi allogreft-
lerindeki kok hicrelerin kullanim 6ncesi asamada ani
1sitma nedeniyle canliliklarini kaybettikleriyle ilgili ciddi
stipheler mevcuttur.

Amniyon sivisi, bliyime faktorlerini (EGF, IGG 1-2,
FGF, TGF-B, VEGF), anti-enflamatuvar (TIMP), enflama-
tuvar faktorleri (IL-8) ve ekstraselliiler makromolekiilleri
(kondroitin silfat, hyallronik asit) yapisinda barindir-
maktadir. Uzun vadeli allojenik kullanimda kok hiicreler
canliligini kaybetse dahi iceriginde bulunan bu faktorler
nedeniyle PRP’ye benzer sekilde doku rejenerasyonunu
indlkleyebilecegi umut edilmektedir.>

Kok hiicre tedavileri PRP tedavisi uygulayabilece-
gimiz tum kas iskelet sistemi hastaliklarinda uygula-
nabilir. Bu iki tedavi arasindaki farki agiklamanin en
iyi yolu santiye benzetmesidir. Kok hiicreler, onarim
isini koordine eden genel yuklenici olarak bilinmekte ve
gerektiginde “tugla ve harg” hiicrelere de dontisebilmek-
tedirler. Trombositten zengin plazma ise isi yapmak igin
gerekli malzemeleri saglamaktadir.

ORGANOIDLER (DOKU MUHENDISLIiGi)

Organoid, labaratuvar ortaminda (in vitro), kok hiic-
relerin cesitli dontsiim faktorleriyle muamelesi sonucu
gelistirilmis, kicultulmuls ve basitlestirilmis organlara
verilen isimdir. Literatiire 2000°li yillarda girmis yeni bir
kelimedir. Fokal kayba ugrayarak hasar gormis kas iske-
let sistemi dokularinin yerine organoidlerin yerlestirilme-
si ¢6ziim saglama yolu olabilir.

Organoid olusturulmasinda kdk hicre, doku iskelesi
ve donusturici faktorler olmak lzere lic temel bilesen
vardir. Otolog kok hiicreler, avantajlari ve sinirlamalari
bulunan bir¢ok doku tlriinden temin edilebilmektedir.®
Osteokondral hasarlar icin yapilan doku mihendisligin-
de kok hiicrelerin kullanimi yaygin degilken, dokuya 6zgii
otolog hiicreler (osteoblast/kondroblast) kullanilmistir.
Kondrositlerin viicutta sinirli sayida bulunmasi (toplam
kikirdak hacmin %5’inden az), kollajenazla izolasyon

TOTBID Dergisi 2022;21:492-500

asamasinda htcrelerin zarar gérmesi, alinan hucrelerin
¢ogaltilma asamasinda fenotiplerini kolay kaybetme-
leri ve tedavi sonucunda hyalin kikirdak yerine fibrin
kikirdak olusmasi gibi nedenlerle giinimuzdeki doku
muhendisligi calismalarinda dokuya 6zgii hucreler yerine
kok hicreler tercih edilmesine sebep olmustur.®® Temin
edilen kok hucrelerinden ¢ boyutlu organoid olusturula-
bilmesiicin hiicre iskelelerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Kok
huicreler, daha ucuz ve kullanimi daha kolay olan klasik
kaltir kabinda da cogaltilabilir, ancak kultur kabinda
u¢ boyutlu doku elde etme sansi yoktur. Organoid aras-
tirmalarinda en blyik sicramayi hicrelerin t¢ boyutlu
bir sekilde buylimelerini saglamak icin iskele rolu goren
materyallerin gelistirilmesi saglamistir.

Bu amagla Uretilmis, organik veya sentetik bircok
materyal vardir. Organik polimerler igerisinde tip I/Ill
kollajen, hyaliironik asit, jelatin, laminin, aljinat-agaroz
hidrojel gibi materyaller bulunmaktadir. Bu maddeler jel-
leserek Ug boyutlu yapi olusturur ve hiicre tutunmasi ve
¢ogalmasi igin ana yapiyi olusturur.®” Bu biyomalzeme-
ler, ylUksek biyouyumluluk ve bozunma urtinlerinin toksik
olmamasi gibi avantajlara sahiptir. Baslangicta iskele,
tohum hicreleri igin bir yiizey, G¢ boyutlu alan ve destek
saglar. Yeni doku Uretildiginde, yapi iskelesi kademeli
olarak bozulur. Diger yandan hidroksiapatit, bi/trikalsi-
yum fosfat gibi inorganik malzemeler veya poli-kapro-
lakton ve poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi sentetik
polimerler de 6zellikle kemik-kikirdak yapilari i¢in doku
iskelesi olarak kullanilabilmektedir.®®

Bir kultur kabinin icine uygun kiltir sivisi konulduk-
tan ve bu sivi icinde U¢ boyutlu iskele olusturularak orta-
ma kok hicreler konulduktan sonra yapilmasi gereken
son islem donusturicl faktorlerin eklenmesidir. Bu fak-
torler, icinde cesitli proteinlerin, hormonlarin ve besinle-
rin bulundugu bir karisim olup her biri hedeflenen orga-
noide 6zel protokollerle kullanilmaktadir. Dénustirtci
faktorlerin kiltlir ortamina dogru miktarlarda ve dogru
zamanlarda uygulanmasi hedeflenen organoide ulas-
mak icin cok 6nemlidir. Bu uyarici/donustirtci faktorler
arasinda BMP 2, BMP 7, TGF-B2, TGF-B3, IGF-1, FGF gibi
biylme faktorleri yer almaktadir. Trombositten zengin
plazma da bu amacla kullanilabilmektedir.[¢%

2022 yiliitibanyla literature baktigimizda heniiz insa-
na tam bir organoid nakli yapilmamistir. Bu konuda
henuz hem teknoloji yetersizdir hem de yasal ve etik
engeller s6z konusudur. Gliniimiizde organoidden ziyade
kok hicre nakilleri s6z konusudur. Gelisen teknolojiye
bagli olarak ilerleyen yillarda belki de biiylk derecede
kas iskelet sistemi defektleri dahi defekt boyutlarina
uygun sekilde Uretilebilen organoidlerle tedavi edilebilir
hale gelecektir.
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