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Spor hekimliginde gen tedavisi

Christian Lattermann (), Semih Giir (), Paul D. Robbins (¥, Christopher H. Evans (2),
Freddie H. Fu ()

Yaralanmaya ugrayan yumugak dokunun iyilegsmesi icin gerekli hiicresel yanitlarin herbirisi PDGF,
TGF-B, bFGF, IGF-], BMP-2 gibi, "growth factor” diye adlandirilan spesifik proteinler tarafindan kontrol
edilirler. Disaridan uygulanabilen bu faktorlerin yenilenme omrii son derece kisa oldugu igin viral tasiyici-
larla, gen tedavisi giindeme gelmistir. Gen tedavisinin en biiyiik etkinligi potansiyel olarak etkilenen dokula-
ra siirekli growth faktor tagiyicilarinin verilmesidir. Bu derleme ile ozetlendigi iizere hayvanlar iizerinde ya-
pilan ¢alismalar ve insan arastirmalarninin ilk klinik sonuglar: bu teknigin spor yaralanmalarinin tedavisinde
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Ortopedi, spor hekimligi, gen tedavisi

Gene therapy in sports medicine

Injured soft tissues trigger a cellular response which is necessary for recovery and regulated by specific
proteins, namely growth factors like PDGF, TGF-B, BFGF, IGF-1 and BMP-2. Application of these factors
via external route is not possible because of the very short half-life time. Thus, gene therapy with virus vec-
tors is now being discussed to provide continuous growth factors. As briefly summarized in this review artic-
le experiments on animals and early results of clinical work and research demonstrate that it can be used in

the treatment of sports injuries.
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Gen terapisi

"Gene Therapy" ortopedi ve spor hekimliginde
klinik yarar saglayan bir yontem olarak bilinir (1).
Temel goriis ilgili tek veya ¢ogul genlerin , RNA ve-
ya protein iiriinleri seklinde endojenik hasta hiicrele-
rinin igine sokulmasi prensibine dayanir. Bu yakla-
sim, spor hekimliginde ,6zellikle normalde iyilesme
kapasitesi zayif olan yumusak doku yaralanmalan gi-
bi konularda ,protein tasiyicilan ile yeni olanaklar
saglar.

Spor aktiviteleri sirasindaki yaralanmalar genel-
likle,l16komotor sistemimizin yumusak dokularinin
ani veya asin yiikklenmeye maruz kalmasi nedeniyle
olusur. Hareket halindeki enerjinin biiyiikliigiine
bagl olarak, sprain veya strain seklinde goriilebilir.
Yiiksek enerjili travma ,yumusak dokularda yirtilma-
lara,eklemlerde ¢ikiklara hatta kemik kiriklarina ne-
den olup gegcici veya kalici sakatliklar olusturur. Ya-
ralanmaya ugrayan yumusak dokuda, hiicresel yanit
ile migrasyon, proliferasyon, differansiasyon ve mat-
rix sentezi sonucunda graniilasyon dokusunun for-
masyonu, restorasyonu seklindeki enflamasyon do-
nemi gozlenir. Bu hiicresel yamitlarin herbirisi PDGF
,TGF-B, bFGF, IGF-1, BMP-2 gibi "growth faktor
diye adlandinlan spesifik proteinler tarafindan kont-
rol edilirler (2). Vaskiilarize dokuda travmay: taki-
ben ,piht1 olusumu goriiliir. Daha sonra graniilasyon
dokusu formasyonu ve ardindan degisik spesifik
growth faktorlerin salinimini saglayan platelet deri-
ved growth faktor (PDGF) salgilanir.Bununla bera-

ber yetersiz kanlanma veya ciddi yumusak doku ya-
ralanmasina bagh olarak iyilesme kapasitesi diisiik
olan hiicrelerde bu yanit biiyiik 6l¢iide azalmigtir ve-
ya yoktur (3,4). Bu nedenle iyilesmi kapasitesi diisiik
olan yaralanmis yumusak doku bolgelerine growth
faktor tasimaya bagli ¢abalar vardir. Ancak bu prote-
inlerin yarilanma Omiirlerinin kisa olmasi sebebiyle
,disaridan growth faktor bilesimlerinin uygulanmasi
tartismalidir. Growth faktor, uygulanmasindan sonra-
ki birkag saat igerisinde yarilanma siiresini tamamla-
digindan, uzun dénemde basarisiz gibi goriiniir.

Gen tedavisi growth faktorlerin disandan uygu-
lanmasindan olusan sorunlara ¢oziim getirerek yu-
musak dokulanin iyilesmelerine yeni yaklasimlar
saglamaktadir. Farkl viral yada nonviral ajanlar ve
spesifik growth faktorler i¢in kodlanan genleri, yara-
lanan dokudaki hiicrelerin igerisine sokarak, lokal
growth faktor protein iiriinlerinin etkisini daha uzun
zaman periodunda siirdiirmek miimkiin olmaktadir
(1-5).

Gen tedavisi kavramm

Gen tedavisi ,hedef hiicreler igerisine ,ilgili gen-

leri yerlestirmeye dayanan yeni bir tekniktir.Bu yon-

temle ,gen aracilifiyla kodlanmasi yapilmis protein
sentezi saglanir.Bu teknik mutasyona ugramis genle-
ri kompanse ederek ,genetik tedavide ve son zaman-
lardaki gelismelerle birgok ilgi allaninda kullanilabi-
lir.

(1) University of Pittsburgh Medical Center, Department of Orthopaedic Surgery, Sports Medicine Center
(2) University of Pittsburgh Medical Center, Department of Orthopaedic Surgery, Ferguson Laboratory
(3) University of Pittsburgh Medical Center, Department of Molecular Genetics and Biochemistry
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Sekil 1: B. Galactosidese (Lac Z) ile igaretlenmig genlerin
synovial fibroblastlarin etkilemesi (X-gal boyama
teknigi)

Protein sentezi, memeli hiicresinde birgok asama-
da gergeklesir .1lk once, spesifik DNA dizisinden
olusan gen, heterojen gekirdek RNA zincirinden ta-
mamlanarak kopyalanir. Bu siire¢ m-RNA (messan-
ger RNA) igerisinde boliinme ,baglanma ve poliade-
nozir zinciri sonuna eklenmesi gibi bir dizi degisik-
likleri kapsar. Matiir haldeki m-RNA , hiicre gekirde-
gini terk ederek ribozomlar aracihigiyla protein yapisi
olan amninoasit dizisinin igerisine girerek genetik
sifreyi iletir. Disaridan gen verildiginde, hiicre ¢ekir-
deginde tanimlanir ve m-RNA igerisinde kopyalana-
rak gen ile kodlanmig protein iiretilir. Bu protein nor-
malde hiicrede yapilmamigtir ve yapilmig olsa bile
miktar olarak yetersizdir. Memeli hiicresi genetik ya-
pisina ,yabanci gen verilmesi i¢in bir¢ok farkli uygun
teknik vardir.

Hiicrelere gen transferi, viral veya nonviral yapi-
daki arag ve tastyicilan gerektirir. Nonviral teknik-
lerde, ilgili geni tasiyan lipozom veya sferoblast gibi
kiigiik partikiiller kullantlir. Bu partikiillerin hedef
hiicreye yapisma veya endositoz yoluyla i¢ine girme
yetenekleri vardir. Diger tekniklerden; elektroporas-
yon veya mikropartikiil bombardimani kullanilarak
hiicre duvarinda kiigiik, gegici, reversibl delikler agi-
larak DN A'nin hiicrenin igerisine girmesini saglarlar.
Genin mikroenjeksiyonla direkt hiicreye verilmesini
gergeklestiren girisimlerde mevcuttur.Ancak bu yon-
temlerin tiimii yetersiz kalmaktadir (6).

Viral kaynakl tasiyicilar ise genellikle hiicre yii-
zeyine tutunmak igin viriisiin esas kapasitesinden ya-
rarlanarak, spesifik reseptorler iizerinden kendi gene-
tik yapilarini hiicre igerisine sokarlar.Giivenli olmasi
agisindan viral tasiyicilar, virusun kopyalama yetene-
gini bozmak i¢in degistirilmelidirler. Bu yiizden viral
tastyicilar, endojenik gen dizilimlerinin kopyalanma-
sin1 ve patolojilerini yok edecek sekilde diizenlenme-
lidir.Ideal viral tasiyici, hiicre igerisine yiiksek etkin-
likte girme yeteneginde olmah ancak kopyalama pa-
tolojiye neden olmamalidir.En ¢ok kullanilan viral
tastyicilar, retroviral ve Molony murine leukemia vi-
risleridir.Retroviral tasiyicilar 6zellikle yiiksek oran-
da boliinen hiicreleri etkileme yetenegine sahiptirler
(7). Direkt olarak hedef hiicrenin kromozomlarina
genlerini sokarlar.Bu da etkilenen hiicrenin her bé-
liinmesinde, igeri sokulan genin boliinmesini saglar.

Ex-vivo

Sekil 2: Tagtyic: hiicrelerle in-vivo ve exvivo girisimlerin
uygulanmasi

Retroviral tagiyicilar kullanilarak baslangicta basarili
sonuglar alinmistir. Giintimiizde retroviral tasiyicilar
ile insanlar iizerinde de bir¢ok ¢alisma yapilmasina
karsin, teknigin bir¢ok dezavantajlan vardir. Ome-
gin; retrovirusler boliinmeyen hiicrelere etkili degil-
dirler. Ayrica hedef hiicrenin kromozomlarinin igeri-
sine viral DNA'nin gelisigiizel birlesmesi nedeni ile
teorik olarakta mutagenesis riski tasirlar.Eger kromo-
zomal birlesme onkojenik aktivasyon yakininda olu-
sursa hiicre transformasyonuna“neden olur. Ancak
bugiine kadar gen tedavisinde tasiyicilarin sebep ol-
dugu malignite bildirilmemistir.

Ikinci siklikla kullanilan viral tasiyicilar, adeno-
viruslardan elde edilirler. DNA yapisindaki bu ajnlar
bir¢ok farkl tip hiicreyi yiiksek oranda etkileme ye-
tenegine sahiptirler. Yiiksek titrasyonlarda hazirlan-
diklarinda adenoviral tasiyicilar, boliinen ve boliinme
kabiliyeti olmayan hiicreleride enfekte ederler. Ret-
roviral tasiyictlarin aksine adenoviral tasiyicilarin
genetik yapisi hedef hiicrelerin kromozomlar ile bir-
lesmezler ve direkt olarak niikleus icerisine yerlesir-
ler. Bu yiizden isaretli gen kopyalanmamis ve hiicre
boliinmesinin disinda kalmis olur.enfeksiyondan he-
men sonra adenoviral tasiyicilarin birinci jenerasyo-
nunun invivo gen etkisi baslangigta yiiksek olmasina
karsin bu etki takip eden giinler ve haftalar igerisinde
diistis gosterir. Bircok kanit gosterirki, adenoviral
proteinlere karsi olusan yanitlar ve bunlarin tagiyici
genlerindekideki kodlanmis proteinler gen etkinligi-
ni sinirlarlar (11). Buna ragmen, iyilesmenin baslan-
gi¢ donemi gibi kisa siire iginde genlerin etkili ol-
mast agisindan adenoviral kaynakli gen tasiyicilari-
nin en uygun ajanlar oldugu kabul edilmektedir.

Bugiine kadar insanlardaki deneyler sadece retro
ve adenoviral tasiyicilar,lipozomlar ve nakedDNA
ile yapilmasina karsin yeni viral tasiyicilar gelistiril-
meye ve test edilmeye baslanmistir.Bunlardan 6zel-
likle Adeno asociated virus (AAV), Herpes Simplex
virus (HSV) ve Lenti-viruslar yiiksek oranda ve uzun

donemde etkili kaldiklar gosterilmistir (6).

Gen tedavisine yaklagim

Gen transferi , hedef hiicreleri etkilemek iizere
ex-vivo veya in-vivo olarak iki temel yontemle yapi-
Iir.

Ex-vivo yontemde, hedef hiicreler invitro kiiltiire
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ekildikten sonra transfer edilirler. Bu teknikte ,trans-
fer edilmis hiicreler belli baz1 markerlarla isaretlen-
dikten sonra kolaylikla segilebilirler. Bu islem, hedef
hiicrelerin ilgili genle vede neomycine direngli genle
(Neo') aynm1 zamanda birlesmesi saglanarak uygula-
nir.Etkilenen hedef hiicreler neomycin analogu olan
G418 igerisinde kiiltiire edilirler. Neo' gen olmadan
hedef hiicreler bu kiiltiirde yasamlarim siirdiiremez-
ler. Neo' ile etkilenen hiicrelerin ilgili genle etkinligi
siirer.Insan viicuduna higbir viral partikiil girmedi-
ginden ex-vivo gen tedavisi , invivo gen tasiyicilarin-
da olmayan bir giivenlik saglar (Sekil 1).

Invivo transfer daha belirgin ve agik bir tekniktir.
Tasiyici gen direkt veya dolasima verilerek ilgili do-
kularin igerisine sokulur. Bununla birlkte hedef hiic-
reyi etkileme oram kontrol edilemez ve viral parti-
kiillerin direkt viicuda verilmesinden dolay: giivenli-
gi azdir (Sekil 2).

Hangi girisimin segilecegi; genin ortamda ne ka-
dar siire bulunmasi arzulandigina, segilen viral tagi-
yiciya, hedef organin anatomi ve fizyolojisine, teda-
visi diisiiniilen patolojinin etkenlerine ve giivenlik
gereksinimine baghidir. Genellikle retroviral tasiyici
kullanilirken, yiiksek oranda hiicre boliinmesi gerek-
tiginden ve giivenlik agisindan ex-vivo yaklagim ter-
cih edilir. Yiiksek enfekte kabiliyeti ve boliinmeyen
hiicreleri etkilemesinden dolay1 adenoviruslar deney-
sel olarak invivo girisimlerde kullanilirlar. Adenovi-
ral tasiyicilarin halihazir jenerasyonunun inflamatuar
oOzelliklerinden dolay1 insan iizerindeki uygulamalari
sinirhidir. Bununla birlikte adenovinal tastyicilarin
ikinci ve iigiincii jenerasyonlarinin gelistirilmesine
yonelik ¢aligmalar birgok laboratuarda siirdiiriilmek-
tedir.

Spor hekimliginde gen tedavisinin yeri

Gen tedavisi spor yaralanmalan igin bir tedavi se-
¢enegi degildir. Bununla birlikte, dzellikle ¢ok dii-
siik iyilesme kapasitesine sahip; meniskiis, kikirdak
ve ligament gibi dokularin iyilesmesini saglamak
i¢in, genlerle tedavi uygulamasi 6nemli klinik potan-
siyele sahiptir. Bundan bagka meniskiis yirtiklari,
stress kiriklari. veya kaynamayan kiriklar gibi olum-
suz iyilesme kosullar altinda gen tedavisi degerli sa-
galtim olanag) saglar.

Gen tedavisinin en biiyiik etkinligi, potansiel ola-
rak etkilenen dokulara siirekli growth faktor tasiyici-
larinin verilmesidir. Yumusak dokularda iyilesme
yanitinin temelini fibrin pihti formasyonu olusturur.
Bu fibrin pihtis1; makrofajlar, monositler ve mezen-
kimal prekiirsor hiicreler tarafindan istila edilirler.
Bunu takiben fibrin pihtisinda hiicre proliferasyonu
ve organizasyonu goriiliir. Organize olan pihtinin ge-
rekli kan akimim saglamak igin yeni kan danarlan
olusur. Bu fibroz graniilasyon dokusu yiiksek oranda
hiicre proliferasyonu gosterir ve orjinal dokunun res-
torasyonunu yapacak skar dokusuna remodele olur.
Tiim bu donemler igerisinde growth faktorler anahtar
gorevi goriirler (3). Son yiizyilin igerisinde, kemik
ve yumusak doku iyilesmesi i¢in farkli growth fak-
torlerin 6nemli rol oynadiklari, hayvan deneyleriyle

ortaya konmustur. Ciltteki yaranin iyilesmesi iizerine
yapilan calismalar, platelet derived growth faktor
(PDGF), transforming growth faktor b-2 (TGF-b2),
epidermal growth faktor (EGF), ve basic fibroblast
growth faktor (bFGF) uygulamalarinin belirgin dii-
zelme sagladiklarini gostermistir (12-14). Bu yiizden
meniskiis ve eklem kikirdaginin iyilesme yanitim da-
ha fazla artirmak igin disaridan growth faktorlerin
verilmesine ihtiya¢ vardir. Son zamanlardaki bir dizi
arastirma bFGF ve TGF-b'nin kikirdak iyilesmesinde
onemli etkileri oldugu gosterilmistir. Erigkin tavsan-
lar ve yukatan domuzlarinda olusturulan eklem kikir-
dak defektlerinin iyilesme yanitlar, bir ¢ok growth
faktor iceren ; growth hormon, insiilin-like growth
faktor 1 (IGF-1), bFGF ve TGF-b2 uygulamalarin-
dan sonra degerlendirilmislerdir. bFGF ve TGF-b2
uygulamasindan sonra eklem kikirdagindaki defekt-
lerde isaretli tamir ve yenilenme gozlenebilir (16).
Daha onceki bir ¢alismada, histolojik olarak normal
eklem kikirdagindan farkli yapida olmasina ragmen
tavsanlarda, bFGF'nin devamli verilmesinin, ¢evre-
deki eklem kikirdak defektlerinin, kikirdak dokusun-
daki yenilenme reaksiyonlarin1 hizlandirdig1 gosteril-
migtir(17). Invitro arastirmalarda, TGF-b2'nin de
kollajen ve glikozaminoglikan biosentezini stimiile
etme etkisinin oldugunu ortaya koymustur (18).

Yaralanma siklig1 fazla olmasina ragmen menis-
kiis dokusunun spontan iyilesme kapasitesi ¢ok az-
dir. Kopekler iizerinde yapilan arastirmalar, avaskii-
ler "white zone" meniskiis yirtiklarinin fibrin pihtist
ile tedavisinde; 1yi kanlanan vaskiiler “red zone" yir-
tiklarinda goézlenen tamir dokusunun benzerinin
olustugunu gostermistir (19). Bu sonuglar daha son-
raki erigkin mongrel kopeklerinin "white-white zone
" meniskiis yirtiklarindaki iyilesme yanitlarinin so-
nuglan ile desteklenmistir. Fibrin ve endotelial
growth faktor uygulamasi ile ile olgularin %89'unda
fibroz iyilesme cevabinin meydana geldigi ve 12-24
hafta sonra fibrokartilajinéz dokunun igerisinden fib-
roz skar dokusunun remodele oldugu saptanmigtir
(20).

Bu giine kadar farkli growth faktorlerin ligament
iyilesmesindeki etkilerini ortaya koyan az sayida ¢a-
lism1 mevcuttur. Ratlarda ve tavsanlarda medial kol-
lateral ligament (MCL) in iyilesmesi iizerine PDGF
'nin olumlu etkisi oldugu gosterilmistir (21, 22). Bu-
nunla beraber growth faktor kombinasyonlarinin be-
lirli sartlar altinda iyilesme cevabini artirdig1 gorii-
lirki bu da baz1 omeklerdeki growth faktorlerinin
degisik iyilesme cevabi ile birlikteligini ortala koyar
(1, 21). Son zamanlarda in-vivo olarak yeni ligament
bigimi olusturma kabiliyeti olan yeni bir growth fak-
tor grubu tanimlanmigtir (23). Genelikle embryoge-
nesis safhasinda yogun olarak bulunan ve "Growth
and Differantiation" olarak bilinen bu faktorler, spor
hekimligindeki gen tedavisi uygulamalarina hiz ka-
zandurabilirler.

Son zamanlardaki ¢alismalarda, gen transferinin
degisik yumusak dokular iizerindeki uygulanabilirli-
gini ortaya koymustur. Isaretlenmis LacZ geni kulla-
nilarak ex-vivo ve in-vivo girisimler ile tavsanlarin;
ligament, meniskiis, sinovium ve eklem kikirdaklari-
na viral tagiyicilarla gen transferi konusunda basarih
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sonuglar elde edilmistir. Retroviral tasiyici kullanila-
rak direk tavsan patellar tendonuna fibroblast ile
transferi saglanan LacZ geninin 6 hafta sonra etkisini
siirdiirdiigii gosterilmistir (24). Tavsan sinovyal hiic-
relerinin retroviral etkileme uygulamasindan 3 ay
sonra canlilifim siirdiirmekte ve sinovyal biobsiler-
den yapilan kiiltiirlerde LacZ pozitif hiicreler gozlen-
mektedir (25). Ex-vivo yapilan en son ¢alismada ise-
retroviral tasiyicilar ile tavsanlarda kartilajindz doku-
nun etkilendigi saptanmistir (26).

Sonug

Deneysel olarak, yumusak doku yaralanmalannin
tedavisinde growth faktorlerin uygulanmasiyla son
yillardaki ¢alismalar umut vericidir ve gen tedavisi
amaciyla kullanilan bu faktor tasiyicilan biiyiik po-
tansiel saglamaktadir. Hayvanlar iizerinde yapilan
calismalar ve insan arastirmalarinin ilk klinik sonug-
lan bu teknigin biiyiik bir cesaretle gelistirilerek spor
yaralanmalarinin tedavisinde kullanilabilecegini or-
taya koymaktadir.
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