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oz

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kendini yenileme potansiyeli olan, osteoblast, kondrosit ve adiposit
gibi 6zellesmis hiicrelere farkhilagabilme yetenegine sahip, eriskin, multipotent hiicrelerdir. Klinikte
kullamlmalar icin 6zel iiretim kosullari gerekmektedir. GMP (Good Manufacturing Practice- Iyi
Uretim Uygulamalari) sartlarinda hiicre iiretimi, temel kék hiicre bilimlerinden klinik aragtirmalara
ve uygulamalara translasyon icin yiiksek bir kalite giivence sistemi saglar. Uretim protokoliinde
kullanilan enzim igerigi ve konsantrasyonu, par¢alanma siiresi, santrifiij hiz farklihklari, filtre boyutu
gibi degiskenler, MKH eldesindeki farkhiliklari olugturur. Uygun tretim, doz ve uygulama yolu
standardize edilerek hastada en bagaril tedavi sonucuna ulagihir. Derlemede, MKH' lerin 6zelliklerini
ve klinikte kullanimlarina 6zgt olarak nasil hazirlandiklarini ve hazirlanma esnasindaki degiskenlerin
hiicre iizerine etkilerini aciklanmasi amaclanmugtir.

Anahtar Sézciikler: Mezenkimal kok hucre, Translasyonel tip, GMP

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent cells that can differentiate into specialized cells
such as osteoblasts, chondrocytes and adipocytes, and have the ability for self-renewal. However,
special production conditions are required for clinical usage. GMP (Good Manufacturing Practice)
Laboratory conditions may provide a high quality control system in translational medicine from basic
stem cell research to clinical trials. The content and concentration of the enzyme, digestion period,
the speed of the centrifuge and filter size may be among the variables that affect the characteristics of
MSCis. The production methods, application and dose of MSCis for certain therapies should therefore
be standardized according to the best clinical treatment available for the patient. The aim of this
review is to explain the characteristics of MSCs, the special production methods for their use in
clinical practice, and their effects on various cells.

Key Words: Mesenchymal stem cell, Translational medicine, GMP

GIRIS

Mezenkimal kok hiicreler (MKH); kendini yenileme potansiyeli olan, osteoblast, kondrosit
ve adiposit gibi 6zellesmis hiicrelere farklilasabilme yetenegine sahip, erigkin, multipotent,
progenitor ve klonal hiicrelerdir. MKH’ ler heterojendir ve karakterizasyonu icin belirlenmig
tek bir biyobelirteg mevcut degildir. Bu nedenle, 2006 yilinda Uluslararas: Hiicresel Tedavi
Dernegi tarafindan bildirilen bir dizi 6zellik ile tanimlanmas: saglanir (1). Yaygin olarak
kabul goren bu kriterlere gore MKH’lerin; 1) kendini yenileme yetenegi (self-renewal) ii)
Yiizeylerinde CD73, CD90 ve CD105 belirteglerini eksprese ederken CD45, CD34, CD14
ve HLA-DR gibi ytzey belirteclerini eksprese etmemelert iit) /n-vitro kogullarda kemik, yag ve
kikirdaga déntigebilme (diferensiyasyon) 6zellikleri mevcuttur. MKH’ler stromal kokenleri,
fibroblast benzeri morfolojilerinin yam sira kiilttirde plastik yiizeye hizhi adhezyonu ile
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karakterize edilir. Basit ve kolay elde edilebilir, kiltiir
ortaminda yitksek ve hizhh proliferasyon sunarlar ve
bircok pasaj boyunca karyotiplerinde degisme olmaksizin
(2,3). MKH’ler
dokudan izole edilip kiiltiire alindiklarinda primer MKH

proliferasyonu  devam ettirilebilirler
kiltiird olarak adlandirihir, bu faz: takiben logaritmik faz
ve son olarak bir senesent fazdan olugan bir biiylime egrisi
sergiler. Uygun kosullar altinda logaritmik faz esnasinda
(pasaj 2-3) kolaylikla 50 poptlasyon katlanmasmna kadar
cogaltillabilir ve bdylece terapotik dozlara ulagimasi
miimkin olur. Ayrica, diigik immiinojeniteye sahiptirler
ve bu ylizden rejeneratif tedaviler i¢in allojenik kullanima
da uygun olan bir adaydirlar.

Geleneksel olarak kemik iligi MKH izolasyonundaki en
sik kullanilan kaynak olarak bilinse de, zamanla iceriginin
MKH’ den ¢ok hematopoetik kok hiicreler agisindan
zengin olmasi, toplama prosedirindeki zorluklar ve
genel anestezi gereksinimi klinik ve arastirmalarda kemik
liginin kullanimini kisitlamagtir (4,5). Yag dokusundan
veya lipoaspirat numunelerinden elde edilebilen ve adipoz
kokenli MKH olarak smiflandirilan, farkhlagmamig hiicre
popiilasyonunun multipotent dogas: arastirilmaya adaydir
(6,7). Adipoz kokenli MKH’ de kemik iligi kékenli MKHler
gibi osteogenez, kondrogenez, adipogenez, miyogenez ve
6zel kogullar esliginde nérojenez potansiyeli sergilerler (6).
Adipoz doku minimal girisimsel islemler ile elde edilir ve
hem otolog hem allojenik kék hiicre tedavilerinde genis
bir yere sahiptir (7). Plasenta, umbilikal kord ve amniyon
stvist gibi perinatal kaynaklar MKH agisindan zengindir.
Umbilikal kord mezenkimal koék hicrelerinin  allojenik
bir MKH kaynag olarak disiintldiginde kemik iligi
MKH'’lerine gore toplama igleminin agrisiz olmasi, kord
dondrlerin tutarh ve geng olmasi, neredeyse sinirsiz bir
baglangic malzeme kaynagi olmasi ve bankaciligimin
kolaylikla yapilabilmesi gibi avantajlari vardir. /n vitro olarak,
umbilikal kord MKH’ler ytiksek proliferasyon potansiyeli,
farklilagma  yetenegi ve yiiksek imminmodiilasyon
ozelliklerine sahiptir. Bu nedenlerden dolayr diinyada
2014’ten itibaren klinik ¢aligmalarda siklikla tercih edilen
MKH kaynagidir (8). Ayrica literatiirde MKH’lerin kemik
iligi, yag dokusu, umblikal kord dokularimdan bagka eklem
kikirdagi, periost, sinoviyal sivi, menstriiel kan, iskelet kasi,
dig pulpasi, kalp, beyin dokularmmdan da elde edilebildigi
bildirilmistir (6, 9-18).

MKH’ler, endotel ve stromal hiicreler gibi hem dogal
hem de adaptif bagisiklik sisteminin hiicreleri ile etkilesime
girebilir, normal dokuda ve patolojik durumlarda 6nemli

MKH’ler endojen
veya cksojen hasara yanit olarak, hasarli dokuya goc eder,

efektor fonksiyonlar: tetikleyebilir.

anti-inflamatuvar, anti-proliferatif ve anti-apoptotik bir
mikrogevrenin olusumuna katki saglar (6).
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Mezenkimal kék htcrelerin klinik sartlarda kullanilmast
i¢in 6zel laboratuvar sartlarinda tretilmesi gereklidir. GMP
(Good Manufacturing Practice- Iyi Uretim Uygulamalar)
sartlarinda hiicre tiretimi, temel kék hiicre bilimlerinden
klinik aragtirmalara ve uygulamalara translasyon igin
yuksek bir kalite gtivence sistemi saglar. GMP kilavuzlarina
gore; biyolojik triintiin uygun klinik simifinin belirlenmest,
hazirlanmasi, klinik uygulamalar i¢in hiicre trtinlerinin
giivenliginin  saglanmasi, kalitesinin  degerlendirilmest,
Ozelliklerinin ve kimliginin belirlenmesi ve transferinin
saglanmasi gerekmektedir. Ote yandan, geligmis hiicresel
tedavi protokolleri, kapsamh dogrulama, siire¢ kontroli ve
kapsamh dokiimantasyon gerektirir (19). Ulkemizde Znsan
Doku ve Hiicre Uniinlerinin Ruhsatlandnlmas: ve bu Uhiinlerin
Uretim, Ithalat, Ihracat, Depolama ve Dagitim Faalyetlerim
Yiiriiten Merkezler Hakkinda Teblig® e gore, hiicre-doku tUretim
faaliyeti, GMP kilavuzunda belirtilen partikiil ve mikrobiyal
yuk agisindan B smif hava kalitesine sahip alan icerisinde
yerlegik partikiil ve mikrobiyal ylk agismdan A smifi hava
kalitesine esdeger bir ortamda yapihr (20). GMP sartlarinda
MKH tiretimi 3,4 hafta gerektiren bir strectir.

MKH URETIMI
Dokunun Alinmasi ve Tasinmasi

Doku ve hicrelerinin tedariki; alaninda uzmanlagmig bir
klinik ekip tarafindan, doku ve hiicrelerin bagis: ve tedariki
usul ve esaslara uygun olarak yapilir (21). MKH’ lerin
terapotik kullammiminda, hastahgin patofizyolojisine gore
etkin oldugu preklinik ¢aligmalar ile bildirilen hiicre kaynag:
tercith edilmelidir. Donér yagt ve MKH kokeni terapotik
cevapta farklihklara yol acar (22-24). Dokunun alnig yeri,
sekli ve alinma esnasindaki cerrahi protokol, baslangig
materyalindeki hiicre sayisim etkiler (25). Hicre tretim
merkezine ornek kabul 6ncesi gerekli donér tarama testler:
yapilir ve cerrahi iglem ardindan dokuya 6zgi belirlenen
antibiyotik iceren ‘ham trin transfer soliisyonu’ igerisine
alinir. Uygun tagima kosullarinda tretim gergeklestirecek
merkeze transferi saglanir. Adipoz kaynakli kok hiicreler
kemik iligi kok hiicrelerine benzerlik gostermesine ragmen,
hiicre yiizeyl belirteclerinde, farklilasma potansiyellerinde
ve vicutta bulunma oranlarina gore bazi farkli 6zelliklere
sahiptir. Adipoz kaynakh kok hiicrelerin en buyiik avantaji,
100 g yag dokusundan, 100 ml kemik iligi aspiratina
kiyasla, 300 kat daha fazla kok hiicre elde edilebilecek
olmasidir (9). Adipoz kékenli MKH, diger mezenkimal
kok hiicrelere benzer bir farklilasma potansiyeline sahiptir
(26). Umbilikal kord dokusundan MKH izolasyonunun
kolay olmasi ve bankacilik fikrinin de giinimiizde ragbet
gormesinden dolayr umbilikal kord dokusu sik kullanilan
bir baslangi¢ materyalidir. Normal dogumdan elde edilen
mezenkimal kék hiicrelerin sayisi, sezeryan doguma oranla
daha fazladir (27).
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Dokunun Parc¢alanmasi ve Primer Kiiltiir

Primer eksplant kiltir, hiicre izolasyon ve kiltiri
icin bildirilen en eski yontemdir. Baslangic materyali
olarak belirlenen doku parcass GMP Laboratuvarina
tagima (transfer) solisyonu igerisinde tagimir. Baglangic
materyalinin kalite kontrolii; laboratuvara kabul i¢in gelen
dokunun boyutu, agirhgi, serolojik uygunlugu, ambalaj
bitinlig, 151 takibi gibi kriterler ayr1 ayr degerlendirilerek
yapilir. Uygun kosullarda tagindigi ve kabul kriterlerine
uygun oldugu belirlenen doku tretim igin kabul edilir.
Dokulardan MKH izolasyonu yapilirken enzimatik ve/veya
mekanik parcalama yontemleri kullamilabilir. Genellikle,
doku kan hiicrelerinden armndirldiktan sonra mekanik
olarak parcalanarak milimetrik boyuta getirilir. Doku
boyutunun kiiciiltiilmesi hiicrelerin difiizyonla beslenmesini
kolaylastirir (28). Fazla parcalama yapilir ise htcreler
mekanik olarak dekstritkkte olur. Enzimatik pargalama
yonteminde ise, ekstraselliiler matriksi pargalayan enzimler
ile degredasyon gerceklestirilir. Mekanik olarak pargalama
yontemi ile gergeklestirilen eksplant kiilttirde heterojenitesi
daha az, proliferasyonu ve canlihg daha fazla htcre
elde edilebilir (29-31). Bunun nedeni, migrasyon yapan
hiicreler bir enzime maruz kalmadigindan, ekstraselliiler
matriksin korunmasi ve bu sayede proteolitik ve mekanik
stresten daha az etkilenmesi olarak aciklanabilir (32,33).
Adipoz kaynaklh MKH izolasyonunda yaygin olarak her iki
protokol de kullanihir. Enzimatik ve mekanik par¢alamanin
birlikte kullaniminin yalmzca mekanik parcalamaya gére
iki kat daha verimli hiicre izole edilebilecegi bildirilmistir
(34). Lazzina ve ark. insan umbilikal kord MKH’lerde
geleneksel parcalama ve otomatik parcalama sistemini
(GentleMACGs) karsilagtirmuglar ve otomatik parcalama
sistemi protokoliindeki hiicre sayisi ve canliliginin geleneksel
enzimatik parcalamaya goére daha yiiksek oldugunu tespit
etmiglerdir (35). Merkeze taginan transfer soliisyonunda
yapilan kalite kontrol testleri ile kabuliine karar verilir.
Uygun parcalama secildikten sonra dokuya uygun bazal
bestyeri ile hazirlanan medium ile flasklara ekim yapilarak
37° C inkubatore kaldirilir.

Kiiltiiriin Devamliliginin Saglanmasi

3-4 giinde bir uygun best yeri ile idame iglemi yapilir. 2
hafta kadar bu igleme devam edilir ve hiicrenin kiltir
ortaminda ¢ogaltilmasi saglanir. Terapotik uygulamalar
i¢in fazla sayida hticre elde edilmesi gereklidir. Bu nedenle,
optimal kiltiirtin belirlenmesi i¢in best ortamu igerikleri,
kiiltiir ortamu, hticre ekim yogunlugu, ¢6ziinmiis O, ve CO,
gibi fiziko-kimyasal ¢evre, konsantrasyonlar, pH ve sicaklik
gibi MKH kilturi 6zelliklerini  degistiren faktorlerin
optimize edilmesi gerekmektedir. Birgok laboratuvarda
rutin olarak kullamilan kan tiirevli ortam takviyeleri, besi
ortami kompozisyonlarimin karmagikhigi, hiicresel tedavi
uriininiin optimizasyonunu engellemektedir. Kiiltiir ortanu
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takviyeleri olarak kullanilan bu trtnler hiicre verimini
sayica artirmaya yoOneliktir. MKH kiltird i¢in serum,
yaygm olarak % 10-20 konsantrasyonda kullamlmaktadir
(36-38). Serum, yuksek hiicre biiylimesini sinyalize eden
bilesikler icermektedir ve baglanma faktorleri ile birlikte
beslenme ve fiziko-kimyasal hiicre bakimi ic¢in gereklidir
(39). %15 imsan serumu igerisinde hicreler, %10 FBS’e
(fetal bovine serum) gore 2,5 kat daha fazla proliferasyon
gostermigtir (36). Trombosit lizati ilk olarak Doucet ve ark.
tarafindan hiicrelerin ex viwo gelismesi i¢in seruma alternatif
olarak onerilmistir (40). Trombosit lizat igerdigi biyoaktif
molekiiller ve biiytime faktérleri sayesinde, kemik iligi
(41,42), gobek kordonu kani (43) ve adipoz dokusu (44)
MKH?’ lerinin buyiimesini destekler. MKH’ lerin in vitro
geniglemesinde kultiir kogullarinin optimize edilmesi i¢in
onemli bir ¢aba gésterilmigtir. Bunlar, kiltiir ortaminin,
serum igeriginin, hucre yiizey kaplama yogunlugunun,
kilttr
(45-47). Bu degiskenlerden, biiyime faktorii ve sitokin
takviyelerinin kullanimi en yaygm gekilde arastirilmis ve
MKH’lerin ¢ogalmasi ve kendini yenileme tizerine belirgin

yuzeylerinin  degerlendirilmesiyle —aciklanabilir

etkileri oldugu gosterilmigtir. FGF-2 (fibroblast btytime
faktorii) takviyesinin kullammmi MKH lerin genislemesini
artirmak i¢in yaygin olarak tanimlanmig ve kullamilmigtir
(46,48-51). Buytme faktorleri ile uzun streli ekim, MKH
farklilagma potansiyelinde kayba yol agabilir. Uygun faktor
kombinasyonlar: kemik iligi kaynakli MKH” lerin 1000 kat
ekspansiyonuna izin verir (52). Ciogunlukla hematopoetik
kok hiicre transplantasyonundan sonra gelisen steroid-
refrakter akut graft versus host hastaligina (GVHD) sahip
hastalarin tedavisinde ve osteoartritte kullanilan trombosit
lizat, zenginlestirilmis besiyeri ile ekspanse edilen MKH’
lerin bagarih tedavi sonuglari bildirilmistir (53,54).

Son yillarda, insan kaynakli suplementlerin ve serumun
dezavantajlarini ortadan kaldirmak icin serumsuz besi-
yeri tizerine ¢aligilmaktadir. Serumsuz besiyeri (serum-free
media); lot ile degisen farkhliklarin ortadan kaldirilabilme-
sini, kan trtnd kaynakli tamimlanamayan proliferasyon
degisiklikleri sorununun azalmasmi, genomik-proteomik
kargilagtirmalarin yapilabilecegi ortamin olusmasini saglar.
Chase ve ark. MKH lerin ekspansiyonunu serumsuz besi-
yeri (SFM; StemProVR MSC SFM, Invitrogen) ile gercek-
lestirmis ve sonuclarini serum igeren kiiltir ile kargilagtirildi-
ginda, MKH’ lerde fenotip, ekspresyon profili ve farkhilagma
karakterinde bir degisiklige yol agmadigini bildirmistir (55).
Buna benzer olarak MesencultVR (Stem Cell Technolo-
gies, Kanada) ve TheraPEAKTM (Lonza, Isvicre) ticari
olarak ulagilabilir serumsuz igeriklerdir. Ancak mutlaka
bildirilen ticari serumsuz igerikler ile klinik kullanima hazir
hiicre hazirlama esnasinda bu besiyerlerine eklenen ilave
faktorlerin ve tuzlar, aminoasitler, yag asitleri, iz element-
ler gibi bazal besiyeri komponentlerinin kalite kontrolintin
yapilmasi gerckmektedir. Hudson ve ark. mTeSR (Stem
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Cell Technologies) isimli bir bestyeri tanimlamigslardir (56).
igeriginde Wnt sinyal yolagi aktivatori olan LiCl (57,58)
ve insilin benzeri buyiime faktorini aktive etmek tzere
yiiksek konsantrasyonda instlin (22.8mg/5ml) gibi ilave
faktorler ihtiva eder. Bu formiil ile primer kiltirde isten-
meyen htcreleri baskilayarak daha homojen bir MKH
kilttri olusmasmi saglar. Ancak, formulasyondaki degi-
siklikler hticrelerdeki spesifik bazi genlerin ekspresyonunu
degistirebileceginden (59), klinik etkinlik ve cevap agisindan
dikkatli degerlendirilmelidir.

Hiicrenin Kaldirilmasi

Hiicrenin killtir ortaminda ¢ogaltma iglemini takiben
hiicre, flaskta % 70-80 doluluk oranina ulaginca pasajlama
islemi yapilir. Flask icerisine tripsin eklenerek 37°C de
5 dakika bekletilir. Serum ile nétralize edildikten sonra
konik tiipe toplanarak 350xg de 10 dakika santrifiij edilir.
Flask bagma 1-1.5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilir ve
pasajlama islemi tamamlanmis olur. Bu agamadan sonra
3-4 glinde bir idame islemine devam edilerek hiicrenin
kiltiirde devamliligr saglanir.

Sonlandirma ve Saklama Islemi

Kiltiirde ¢ogaltilan hiicreler tedavi igin hastaya gidecegi
zaman kiltirin sonlandirilmasi iglemi yapilir. Hiicre PBS
(phosphate buffered saline) ile 1 kere yikanir sonrasinda 2
kere SI (serum fizyolojik) ile 350xg de santrifiij edilerek
yikanir. Santrifiij sonrasinda immiunfenotipik analiz,
sayl ve canhlik analizleri, endotoksin testi, mikoplazma
agisindan

hiicre

testi ve telomeraz enzim aktivite testleri
degerlendirildikten

‘son Urtn’ haline gelir. Uretimi tamamlanan hiicre

sonra hazirlanan ckspanse
hastaya uygulanabilir ve/veya kriyopreservasyon yoluna
gidebilir. MKH’ lerin hticresel terapi, rejeneratif tip ve
doku mihendisligi gibi alanlardaki artan potansiyeli
nedeniyle, kriyoprezervasyon ve banka erigilebilirliklerini,
dondurulan materyali geri cagirmak ve
ozelliklerde tekrar kullanmak icin 6nemli dl¢tide emek ve

istenilen

zaman harcanmaktadir. MKH’ lerin kriyoprezervasyon
sonrasinda terapotik 6zelliklerini korurken ve giivenli
olduklarindan emin olmak i¢in uygulanan protokolleri
optimize etmek gereklidir. Basarili bir kriyoprezervasyon
i¢cin yavag ve hizli sogutmadan kagimilmali ve hiicrelerin
ozmotik dengesini korumak gereklidir. Farkli hiicre tipleri
farkhh membran gecisine sahip olduklar: i¢in sogutma oram
hiicre tipine baghdir ancak genel olarak MKH’ lerde
vapor faza gecene kadar dakikada 1 °C - 5 °C sogutma
onerilir (60). Roy ve ark. tarafindan wharton jeli kaynakl
MKH’ lerin saklanmasinda, dondurma soltsyonu olarak
%10 DMSO (Dimethly Sulfoxide) ve farkli sitkroz oranlar:
kullamlarak yiiksek canlilik elde edilebilecegini bildirmistir
(61). Yuan ve ark. %5 DMSO ve %95 HSA (Human
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Serum Albumin) kullanilan soltisyonda en yuksek canlilig
elde etmigtir (62). Miyamoto ve ark. insan adipoz kaynakh
MKH? lerde %10 DMSO ve cell banker 2’yi dondurma ve
¢6zmeyi takiben hticrelerin hayatta kalma oranim, ¢ogalma
potansiyelini kargilagtirarak hiicre sagkalim orani, her iki
kriyopreservasyon ¢ozeltisinde % 95’in tizerinde oldugunu
bununla birlikte, hiicre cogalma potansiyelinin cell banker
2 gozeltisinde 6nemli derecede yuksek oldugunu belirtmistir
(63). Al-Saqi ve ark.’na gore insan adipoz kék hiicrelerinde
% 10 DMSO ve cell banker 3 arasindaki hticre sagkalim
oranmni ve farkhlagma potansiyelini kargilagtirarak bu iki
tip kriyoprezervasyon c¢ozeltisi arasmnda dondurma ve
¢ozlilmeden once ve sonra hiicre formunda herhangi
bir fark olmadigimi bildirmistir (64). Chatzistamatiou
ve ark. umblikal kord doku parcalarini 2-3 mm?® halinde
pargalayarak dondurmustur. Bunu yapmaktaki amagclar
ise dokuyu kdltiire etmeden zamandan, enerjiden tasarruf
ctmek ve kultiire almadaki zorunlulugu ortadan kaldirmaya
galismaktir (65).

Hiicrenin Paketlenmesi ve Hastaya
Verilmesi

Gonderilecek toplam urtin genellikle kg bagina 1-2x10°
olacak sekilde steril cam flakonlara stispansiyon halinde
aktarilir ve flakon kapatilir. 1 ml gahit numune dondurulur
ve hastaya gonderilecek hiicre etiketlenir. Tagima
gantasi uzerine canl biyolojik tirtin, dik tagima ibaresi ve
radyasyona dayaniksiz oldugunu igeren gtivenlik bantlari
yapistirthr (20). 2-8°C arast sicaklik saglanir ve 48 saat
igerisinde hastaya ulagtirnlmalidir. Hastaya intravenoz
veya lokal olarak serum fizyolojik igerisinde siispansiyon
halinde uygulanir ve ileri dénemde advers olay ve yan etki

agisindan takip edilir.
SONUC

MKH’ ler birgok dokuya farkhlagsma ve orijinal 6zellikle-
rini yitirmeden ekspanse edilebilme 6zelliklerinden dolay:
translasyonel tip i¢in yaygin kullanim alanina sahip rejene-
ratif biyolojik tirtinlerdir. Kesin ve standart protokollerin
olmamasindan dolayz iiretilen hiicrelerin icerigi degiskenlik
gosterir ve bu da hiicrelerin immiinmodulator 6zelligini etki-
ler. Uretim protokoliinde kullanilan enzim igerigi (19,26),
%0.05 ve % 0.15 araliginda degisen enzim konsantrasyonu
(66), 30-90 dakika arasinda degisen parcalanma siiresi (16),
kollajenaz aktivitesini durdurmak i¢in kullanilan tampon-
daki degiskenlikler (16,66), santriftyj hiz farkhihiklar (67), 70
mm ile 100-250 mm arasinda degisen filtre boyutu (68) ve
son basamakta hticre debrisinin uzaklagtirithp uzaklagtiril-
mamast (19,68) MKH eldesindeki farkliliklart olusturur.
Uygun tiretim, doz ve uygulama yolu standardize edilerck
hastada en bagarih tedavi sonucuna ulagihr.
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