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KISALTMALAR
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ASIL TENDON RUPTURU IYILESMESINDE UMBILIKAL KORD
STROMAL-KAYNAKLI KOK HUCRELERIN ETKIiSININ TEK BASINA VE
KURKUMIN BIiRLIKTELiGINDE iINCELENMESI - SINERJiSTiK ETKiLERI
OLABILIiR Mi?

OZET

Amag: Tendon riiptiir iyilesmesi iizerine mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) bdlgesel
olarak uygulanmasinin ve sistemik kurkumin verilmesinin tek baslarina faydali oldugu
daha onceki deneysel calismalarda gosterilmistir. Bu ¢alismada digerlerinden farkli
olarak bolgesel olarak birlikte verilecek olan umbilikal kord stromal-kaynakl
mezenkimal kok hicrelerin (UK-MKH) ve kurkuminin, punch ile olusturulan tendon
hasar modelinde etkisinin histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyomekanik olarak
gosterilmesi amaglanmistir. Birlikte uygulamanin, faydal etkileri potansiyelize edecegi

beklenmektedir.

Gere¢ ve Yontem: Umbilikal korddan elde edilen hicrelerin mezenkimal kok hiicre
karakterizasyonu yapilarak mezenkimal kok hiicre belirteclerini eksprese ettikleri
gosterildi. Agirliklart 300-350 g arasinda olan toplam 80 adet Wistar albino tiirii erigkin
disi si¢an rastgele 5 gruba ayrildi. Gruplar; sadece tendon hasarinin olusturuldugu kontrol
grubu, gruptaki her bir hayvanin her iki Asil tendonu bolgesinde 0,5 dzm susam yagi

icerisinde ¢ozilmiis 0,22 mg/kg dozunda kurkuminin peritendindz bosluga enjekte
viii



edildigi kurkumin grubu, tendon basma 0,5 dzm susam yaginin her iki Asil tendonu
bélgesinde peritendindz bosluga enjekte edildigi susam yag1 grubu, tendon basima 6,8x10°
adet mezenkimal kok hiicrenin direkt olarak tendona enjekte edildigi mezenkimal kok
hiicre grubu ve kurkumin ve mezenkimal kok hiicrenin diger gruplarda bahsedildigi
sekilde ve birlikte uygulandigi kurkumin+mezenkimal kék hiicre grubu. Gruplardaki
hayvanlarin yaris1 2. haftada, diger yarisi ise 4. haftada sakrifiye edilip her iki bacaktaki
Asil tendonlari ¢ikarildi. Sol Asil tendonlar1 Masson trikrom ve alsiyan mavisi- periyodik
asit-Schiff (PAS) boyama ile Bonar skorlamasi yapilarak histopatolojik olarak
degerlendirildi. Asil tendonlarinda tenomodiilin, tip I ve III kollajen immiinoreaktivitesi
ise immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Sag Asil tendonlar1 biyomekanik teste

tabi tutularak biyomekanik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Tendonlar Bonar skorlamas: ile histopatolojik olarak degerlendirildiginde 2.
haftada Kurkumin, Mezenkimal Kok Hucre ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hicre
gruplarinda Kontrol grubuna goére Bonar skoru istatistiksel sekilde anlamli olarak
azalmigtir (p<0,05). Dordiincii haftada ise Bonar skorlar1 agisindan gruplar arasinda fark
goriilmemistir. Gruplarin 2. ve 4. hafta Bonar skorlar1 birbirleriyle kiyaslandiginda
Kontrol, Susam Yagi ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda istatistiksel
olarak anlaml sekilde azalmistir (p<0,05). Immiihistokimyasal degerlendirmede, tip I
kollajen boyanma yogunlugu agisindan 2. haftada gruplar arasinda anlamli farklilik
gorulmemekle birlikte 4. haftada hem Kurkumin hem de Kurkumin+Mezenkimal Kok
Hiicre gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi
(p<0,05). 2. ve 4. hafta degerleri birbirleriyle kiyaslandiginda Susam Yagi, Kurkumin,
Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda 4. haftada anlamli sekilde azalma mevcuttu
(p<0,05). Tip Il kollajen boyanma yogunluguna bakildiginda, 2. haftada Kurkumin
grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artmustir (p<0,05). Dordlnci haftada
da tip 1l kollajen boyanma yogunlugunun yine Kurkumin grubunda Kontrol grubuna
gore artmis oldugu goriilmistiir (p<0,05). 2. ve 4. haftalar tip 11l kollajen boyanma
yogunlugu agisindan kendi i¢lerinde karsilastirildiginda Susam Yagi, Mezenkimal Kok
Hucre ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda 4. haftada anlamli sekilde artis
gorilmiistiir (p<0,05). Tenomodiilin boyanma yogunlugu degerlendirildiginde 2. haftada
Susam Yag1 grubunda Kontrol grubuna kiyasla azalma gorulirken, 4. haftada Kurkumin

ve Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
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sekilde artt1 (p<0,05). Tenomodiilin boyanma yogunlugunun 2. ve 4. haftalardaki grup i¢i
karsilastirilmasinda Kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma goriiliirken
Mezenkimal Kok Hiicre grubunda ise artis izlendi (p<0,05). Biyomekanik analiz
sonucunda tendonlarin gerilme giigleri 2. haftada gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilmedi. Gerilme giicii 4. hafta degerleri Mezenkimal Kok Hiicre
ve KurkumintMezenkimal Kok Hiicre gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde artarken (p<0,05) bu iki deney grubu arasinda fark yoktu. Gerilme
giicii agisindan gruplarin 2. ve 4. hafta degerleri karsilastirildiginda Susam Yag1 disindaki
tim gruplarda 4. hafta degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 goriildii

(p<0,05).

Sonug: Bu calismada literatiirde tendon iyilesmesi lizerine olumlu etkileri gosterilmis
olan kurkumin ve umbilikal kord stromal-kaynakli kok hicrelerin, ratlarda Asil
tendonunda punch ile olusturulan pencere defekti sonrasi iyilesme tizerine de olumlu
etkileri gosterilmekle beraber, birlikte uygulandiklarinda iyilesme {izerine sinerjistik

etkileri g6zlenmedi.

Anahtar kelimeler: Asil Tendon Riiptiirii, Kurkumin, Mezenkimal kok hiicre,
Umbilikal kord



INVESTIGATION THE EFFECT OF UMBILICAL CORD-DERIVED STEM
CELLS ONLY AND TOGETHER WITH CURCUMIN ON ACHILLES
TENDON HEALING - CAN THEY ACT SYNERGISTICALLY?

ABSTRACT

Objectives: It has been shown in previous experimental studies that local application of
mesenchymal stem cells and systemic application of curcumin both positively effective
on healing of tendon rupture. In this study, unlike the others, we aimed to show the effects
of umbilical cord-derived mesenchymal stem cells and curcumin on tendon punch injury
model histopathologically, immunohistochemically and biomechanically when they are
delivered together and locally. We expect that the co-administration will potentialize

effects of each other.

Material and Methods: The characterization of the cells obtained from the umbilical
cord were performed and determined that they were expressed mesenchymal stem cell
markers. 80 adult female Wistar albino rats weighing between 300-350 g were randomly
divided into 5 groups. Groups; only tendon injury group without any treatment,
injury+curcumin group where curcumin is administered to peritendinous area by injection
to both tendons of each animal at 0.22 mg/kg dose, mesenchymal stem cell group where
mesenchymal stem cells (6.8x10° per tendon) is injected directly to tendon defect, injury
+curcumin+mesenchymal stem cell group where tendon injury treated with both
curcumin and mesenchymal stem cell. Half of the animals in the groups were sacrificed
at 2" week and the other half at 4" week, and Achillles tendons were harvested at both
time points. Left Achilles tendon evaluated histopathologically by alcian blue-PAS and

Masson trichrome staining according to Bonar scale and immunohistochemically by
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analyzing type I, type 11l and tenomodulin immunoreactivity. Right Achilles tendon used

for biomechanical testing.

Results: When tendons evaluated histopathologically by Bonar scoring, there was a
statistically significant difference in Curcumin, Mesenchymal Stem Cell and
Curcumin+Mesenchymal Stem Cell groups in comparison with Control group, at 2"
week (p=0.05). There was no statistically significant difference among experimental
groups in Bonar score at 4™ week. When the groups' Bonar scores in the 2" and 4™ weeks
are compared with each other, Control, Sesame Oil and Curcumin+Mesenchymal Stem
Cell group showed better results which were statistically significant (p<0.05). In
immunohistochemical analyze, regarding type | collagen staining intensity, there was no
statistically significant difference amoung groups at 2" week. At 4" week, there were
lower results in Curcumin and Curcumin+Mesenchymal Stem Cell group according to
Control group which were statistically significant (p<0.05). Comparing type | collagen
staining intensity for the 2" and 4" weeks, there were lower results in sesame Oil,
Curcumin and mesenchymal Stem Cell groups which were statistically significant
(p<0.05). When type 111 collagen staining intensity result compared, according to Control
group, there were statistically significant and higher results in only Curcumin group at
2" week (p<0.05). There were also statistically significant and higher results in
Curcumin in comparison to Control group at 4" week (p<0.05). When it comes to
comparison of week 2" and 4" regarding type Il staining intensity, there were higher
results in Sesame Oil, Mesenchymal Stem Cell and Curcumin+Mesenchymal Stem Cell
groups according to Control group, which were statistically significant, at 4™ week
(p<0.05). When the staining intensity of tenomodulin is evaluated, there were statistically
significant lower results in Sesame oil group at 2" week (p<0.05) and Curcumin and
Mesenchymal Stem Cell groups show statistically significant higher results at 4™ week,
according to Control group (p<0.05). In the comparison of tenomodulin staining intensity
within groups at 2" and 4™ weeks, there lower results in Control group and higher results
in Mesenchymal Stem Cell group which both were statistically significant (p<0.05). As a
result of biomechanical analyze, althoug there was no difference ampung groups
according to Control group at 2" week, there were statistically significant higher results
in Mesenchymal Stem Cell and Curcumin+Mesenchymal Stem Cell groups in

comparison with Control group at 4" week, while there were no statistically significant
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difference in these two group when compared with each other (p<0.05). When the 2" and
4" weeks values of the groups were compared in terms of tensile strength, 4" week results

were statistically significant higher in all groups, except Sesame oil group (p<0.05).

Conclusion: Although curcumin and umbilical cord stromal-derived stem cells, which
have been shown to have positive effects on tendon healing in the literature, have also
been shown to have positive effects on the healing after window defect made by punch
in the Achilles tendon in rats, synergistic effects on healing were not observed when

applied together.

Keywords: Achilles tendon rupture, Curcumin, Mesenchymal stem cell, Umbilical cord
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1. GIRIS VE AMAC

Tendonlar, kas kontraksiyonunu kemiklere iletip iskelet kas-sisteminin dinamik ve
statik boliimleri arasinda fonksiyonel baglantiy1 saglayarak hareket olusumunda gorev
alan, fibr6z yapiya sahip bag dokularidir. Bilesenleri ve bunlarin kendine 6zgii
yapilanmalar1 sayesinde hareketin olusumunu miimkiin kilan gii¢lii gerici kuvvetlere

kars1 koyabilirler (1).

Bir erigskin tendonunda, diger dokulara kiyasla daha az damarlanma ve hiicre
mevcuttur. Bu hiicreler diisilk mitotik aktiviteye sahiptir. Bunun yani sira, yasla
birlikte tendondaki metabolik aktivite, aerobik-baskin taraftan anaerobik-baskin tarafa
kayar. Bu degisim, uzun siireli stres esnasinda diisiik oksijen seviyelerini tolere ederek
iskemi ve nekroz olusum riskinin azalmasini saglarken tendonun iyilesme kapasitesini

de diistiriir. Bu da kétii iyilesme ile sonuglanmaktadir (1).

Yukarida sayilan nedenler ve yaslanan popiilasyonun ve sportif aktivitelere katilimin

artmasi sebebiyle tendon riiptiir riski ve sikligi devamli olarak artmaktadir (1).

Gastroknemius ve soleus kaslarinin liflerinin birlesiminden olusan Asil tendonu, diz
ve ayak bilek eklemine sabitlenir. Bu iki 6nemli baglantist ve viicut agirliginin 10 kati

kadarlik bir kuvvete maruz kalmasi sebebiyle Asil tendonu riiptiire olma riskine



sahiptir (2). Diger tendon riiptiirlerinde oldugu gibi konservatif veya cerrahi olarak
tedavi edilebilir (3). Ancak hasarli tendonlar tek basina konservatif tedavi ile
yaralanma Oncesi saglikli haline donememektedir (4). Cerrahi yontem ise ruptir gibi
ciddi akut yaralanmalarda tercih edilmektedir (5). Bununla birlikte yapilan randomize
kontrollii ¢alismalarda bu iki yontemin birbirlerine belirgin iistiinliiklerinin olmadigi
gosterilmistir (3) ve mevcut olan bu yontemler tendonun dogal kompozisyonuna,
yapisina ve mekanik 6zelliklerine kavusmasini saglayamamaktadir. Bu yiizden de yeni

etkili tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu caligmada, hasar sonrasi tendon iyilesmesi iizerine kurkumin ve umbilikal kord
stromal-kaynakli kok hiicrelerin iyilestirici etkilerinin ve birlikte uygulandiklarinda
olas1 sinerjistik etkilerinin histopatolojik, immiinohistokimyasal ve biyomekanik

olarak gosterilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TENDONLARIN YAPISI

Tendonlar kaslar1 kemiklere baglayan yogun bag dokusu niteliginde yapilardir. Primer
fonksiyonlar1 kas ile kemik arasindaki gii¢ aktarimini saglamaktir. Atlarda stperfisyal
dijital fleksor tendonu (SDFT) ve insan Asil tendonu enerji depolamay1 saglayan ek
fonksiyonel 6zellesmelere de sahiptir (6). Tendonlar lokomotor etkinligi artirabilmek

icin gerilebilen ve enerji depolayabilen elastik yaylar gibi davranirlar (7).

Tendonlar fibroelastik bir dokuya sahip olup parlak ve beyaz renktedirler. Temel
olarak, organize bir ekstraseliiler matriks (ESM) ag1 igerisine gomiilmiis ve mekanik
aksa paralel yonde longitudinal olarak dizilmis kollajen lifler ile tendon hiicreleri olan
tenositlerden olusmuglardir. Mekanik yiiklenmeye maruz kalan diger dokular gibi
baskin olan bileseni ekstraseliiler matrikstir ve bu matriks biiyiik 6l¢iide yogun fibréz

bag dokusundan meydana gelir (8).

Tendonlarin esas bileseni, yas agirliginin %55-70’ini olusturan sudur. Ekstraseliiler
matriksin esas bileseni ise kollajendir ve tendon kuru agirliginin %60-85’ini olusturur.
Tendon igerisinde kollajen, mekanik aksa paralel ve longitudinal olarak dizilmis
olduk¢a hizali kollajen fiberler seklinde hiyerarsik bir organizasyona sahiptir.

Boylelikle yiiksek gerim giiciine sahip bir yap1 olusur. Kollajenden zengin hiyerarsik



yapinin arasina, her bir diizeyde degisen miktarlarda non-kollajendz ekstraseltler

matriks girer (9).

Kollajenin tendon igerisinde son derece hizali dizilimi, gerim esnasinda direkt
yiikklenmeyi ve tendonun yeterli gerim giicline ulasabilmesini saglar. Non-kollajen6z
matriks ise daha viskdz, zaman-bagimli bir element olarak tendon yapisina katkida

bulunur.

Kollajen diginda ekstraseliller matriks icerisinde elastik lifler, temel madde ve
inorganik elemanlar bulunmaktadir. Kollajen kitlesinin %95°1 tip | kollajen olmakla
birlikte tip 111, V, VI, XI, XII, XIV kollajen de tendon yapisinda bulunmaktadir. Tip
I11 kollajen saglikli tendonlarda sadece tendon kiliflarinda bulunur (10). Ayrica tendon

yapisinda %]1-2 oraninda elastin bulunmaktadir (1).

Tendon matriksinde bulunan kollajen ag, “kivrimlar” olarak tanimlanan diizenli
siniizoidal paterne sahiptir. Bu patern, tendonun tampon veya sok emici olarak gorev
yapabilmesine ve birbirinden bagimsiz liflerin dokuya kalic1 zarar vermeksizin kii¢iik
longitudinal uzamalarma izin verir (11). Bu kivrimlarin tendonun %1-3 oraninda
uzayabilmesini sagladig1 diisiiniiliir. Bu nedenle tendonun bagli bulundugu iskelet
kasinin kontraksiyonu veya uzamasi nedeniyle olusan ani ve tehlikeli olabilecek germe

kuvvetine kars1 direngte giiglii ve etkili bir hareket araligi saglarlar (11).

Kollajenin alt birimlerinden biri olan, hidrofilik yapiya sahip tropokollajen
molekillerinden (¢ tanesi, kovalent capraz baglar kurarak hidrofobik, ¢6zliinmez
kollajen molekdllerini ve bu molekillerin 5 tanesi molekiller-aras1 ¢apraz-baglarla
birlesip grup yaparak “pentafibril” olarak da adlandirilan mikrofibrilleri olustururlar.
(7). Kollajen molekdllleri, bitisik molekiile gore ¢eyrek-asamali diizenlenim ile
longitudinal olarak hizalanmiglardir. Her bir molekiil aras1 yaklasik olarak 40 nm
bosluk bulunmaktadir. Bu diizenlenim, her 67 nm’de bir tekrarlayan ve “D” peryodu
olarak bilinen periodisite veya kollajen fibrillerin bantl goriiniimii ile sonuglanir. Ust

iiste gelen bolgeler 0,4 D’yi, bosluk bolgeleri ise 0,6 D’yi temsil eder.
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Sekil 1. Kollajen fibrili i¢ yapis1

Mikrofibriller bir araya gelerek, 10-500 nm arasinda degisebilen ¢apa sahip, elektron
mikroskopi diizeyinde secilebilen birimler olan fibrilleri, fibriller ise tendon icerisinde
bir uctan bir uca hizalanarak fiberleri meydana getirirler. Bir fiber icerisindeki fibriller
sadece longitudinal degil, ayn1 zamanda transvers ve horizontal olarak da seyreder.
Longitudinal fiberler paralel seyrin yani sira, birbirini ¢aprazlayip spiraller olusturacak
sekilde de seyir gosterirler. Kollajen fibrilleri, molekiiller arasi olan ve bitisik
mikrofibrilleri birbirine baglayan spesifik capraz baglantilar ile stabilize edilir (12).
Fiberler, tendonun temel Unitesidir ve yan yana gelerek primer fiber demetleri
(subfasikiil) denilen gruplar1 olusturur. Bazi fiberler ve fibril gruplari spiral yapida
kivrimlar olusturur. Hem fiberler hem de olusturduklar1 bu gruplar endotenon olarak
isimlendirilen gevsek bag dokusu niteligindeki kilif ile sarilidirlar ve birleserek
sekonder fiber demetlerini (fasikiil) olustururlar. Fasikiiller tendon kesitine
makroskopik olarak bakildiginda goz ile secilebilecek ilk alt Gnitedir, 150-500 pm
arasinda degisen ¢apa sahiptirler. Fasikiiller de “endotenon” ile sarilarak yan yana

gelerek birlesirler ve tersiyer fiber demetlerini olustururlar. Fasikiilleri saran
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endotenon “interfasikiiler matriks (IFM)” olarak da adlandirilir. Tersiyer fiber
demetlerinin birlesmesi ile de tendon meydana gelir. Endotenon, lif gruplarinin birbiri
iizerinde kaymasini saglar ve i¢inde tendonun daha derin kisimlarina ait kan

damarlarini, sinirleri ve lenfatikleri tagir (8).

Tendonlar, en disaridan “epitenon” olarak isimlendirilen gérece yogun kollajen fibriler
agindan olusan ince bag dokusu niteliginde bir kilif ile ¢evrilidir. Epitenon 8-10 nm
kalinligindadir ve kollajen ag1 longitudinal, oblik ve transvers seyirli fibriller
icermektedir. Epitenonun i¢ yiizeyi endotenon ile bitisiktir. Dis yiizeyi ise, eklem
disindaki bolgelerde “paratenon” olarak isimlendirilen gevsek bag dokusu
niteligindeki kilif ile bitisiktir (13). Paratenon, tendonun ¢evre dokulara karsi serbest
hareketini saglar. Paratenonun temel bilesenleri tip I ve tip III kollajen fibriller ve
elastik fibrillerdir (14). Paratenon i¢ yiizeyi sinovyal hiicreler ile doselidir (15).
Tendonlarin  eklemi gectikleri yerlerde, tendon hareketini kayganlastirip

kolaylastirmak i¢in sinovyal kiliflar1 da bulunur.

Kollajen kivrimlar ile birlikte, elastin ve tenascin-C’den (Tn-C) olusan elastik lifler,
tendonun uzay1p esneyebilmesini ve kuvvet uygulanmasi sonrasi enerji harcamadan

eski konumuna donebilmesini saglar (16).

Tendonlarin temel maddesi dekorin, biglikan, fibromodilin ve lumikan gibi
proteoglikanlar (PGs), glikoproteinler, elastin ve inorganik molekiillerden (bakir,
manganez, kalsiyum) meydana gelir (17). Hidrofilik, jel-benzeri yapidaki temel
maddenin agirhiginin %60-80’1 sudur. Temel maddenin su baglama yetenegi tendonun
elastisitesine katkida bulunur, yirtilma ve kompresif giiglere kars1 diren¢ ve kollajen
liflere desteklik saglar (18).

Tendon yapisinda monosakkaritten polisakkaritlere kadar cesitlilik gosterebilen
karbonhidrat birimlerine bagli proteinler iceren molekiiller olan glikoproteinler de
bulunur (19). Kartilaj oligomerik matriks proteini (COMP), Tn-C ve tenomodulin
tendon yapisinda bulunan glikoproteinlerden bazilaridir. Tendonda en ¢ok bulunan
glikoprotein, merkezi bir silindir etrafinda “kollar” halinde dizilmis bes altbirim iceren
biiyiik bir pentamerik protein olan COMP’dir (20). Tn-C de ekstraseluler matriks
glikoproteinidir. Tn-C iskelet-kas sistemi dokularinda diisiik diizeyde bulunur ama

immatir dokularda ve patolojik durumlarda fazla eksprese edilir (21). Tendon kuvvetli



mekanik giiclere maruz kaldiginda da yiliksek konsantrasyonlarda bulundugu
gozlenmistir (16). Tendon yapisindaki bir diger glikoprotein de tenomodiilindir ve
hem gelismekte olan hem de matiir tendonlarda fazla eksprese edilen bir tip II
transmembran glikoproteinidir; hiicreler ve bunlar1 cevreleyen matriks arasinda
baglant1 sagladig diistiniilmektedir (22) ve sentezinde rol oynayan genler tenositler

icin belirleyici gen olmaya adaydir (23).

Proteoglikanlar (PGs), amino seker iceren bir veya birden fazla polisakkarit zincirinin
bir merkez proteine baglanmasi ile olusan glikoprotein sinifidir. Bu zincirlere
genellikle “glikozaminoglikan (GAG) yan zincirleri” denir (24). Tendonun gerilme
bolgelerinde, PG’lerin ¢ogu kiiciik 16sin-zengin proteoglikanlardir (SLRPs) ve bu grup
icerisinde dekorin, biglikan, fiboromodulin ve lumikan gibi PGs bulunmaktadir (19,
25). PGs tendon igerisinde genis agregatlar olarak da bulunabilir; 6rnegin, agrekan
tendonun fibrokondrojenik fenotip baskin bolgesi olan basing bolgelerinde daha fazla

eksprese olur (25).

Tendonun kendi iginde bolgeler aras1 farkliliklar goriilebilir ve tendon yapisi ve
bilesimi, tendon icinde longitudinal olarak degisiklik gdsterebilir. Ornegin, ¢cekme
yiikiine maruz kalan tendon bdlgelerinde iyi hizalanmis kollajen ve diistik diizeylerde
PGs bulunurken, eklem cevresi tendon bdlgeleri gibi basing yiikiine maruz kalan
tendon bolgeleri gorece fazla miktarda PGs ve daha kikirdak-benzer diger proteinleri
icerir. Fazla miktarda PGs varlifi dokunun su igerigini artirarak, artmis sertlik ve

basinca direng saglar (19).
2.1. 1. Tenoblastlar ve tenositler

Genel olarak tendon hiicre fenotipi az anlagilmis ve tanimlanmistir. Bununla birlikte

giincel bilgiler su sekildedir:

Tenositler ve tenoblastlar tendon hiicrelerinin yaklasik %90-95’ini olusturur. Bu
hiicreler tendonun longitudinal ekseni boyunca kollajen lifleri arasinda bulunur (1).
Tenositler (TCs), farklilasmanin son basamagina gelmislerdir ve kollajen liflere
tutunan ince sitoplazmik protriizyonlar1 bulunan, elonge niikleusa sahip, ig sekilli
hiicrelerdir. Tenoblastlar ise daha yuvarlak sekillidir ve genis, ovoid niikleuslar1 vardir
(26). Tenositler ve tenoblastlarin ayrimi hiicrelerin sekil farkliliklarina gore yapilirken

molekiiler olarak kesin ayrimi saglayacak belirte¢ gen ekspresyonu heniiz tespit
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edilememistir. Bu nedenle, tendon hiicre farklilasma siireci hala tam olarak

aydinlatilamamistir.

TCs, kollajen, elastin, glikoprotein ve proteoglikan gibi ekstraseliler matriks
bilesenlerini liretmek iizere kollajen demetleri arasinda siralanmiglardir. (31).
Tenositler, fasikiiller icerisinde kollajen lifleri arasinda (intrafasikiiler TCs) veya
kollajendz fasikiiller arasinda IFM igerisinde gruplar halinde (interfasikiler TCs)
bulunurlar. Intrafasikiiler TCs, genislemis niikleus ve matrikse kadar uzanip bitisik
hiicrelerle gap junctionlar ile baglanan kompleks sitoplazmik ¢ikinti agina sahip
elonge sekilli hiicrelerdir (28). Interfasikiiler TCs ise daha dolgun ve yuvarlak bir
goriinlime sahiptir. Tenoblastlar ‘6zellesmis fibroblastlar’ olarak tanimlanan ve
devamli bir sekilde prolifere olarak yeni kollajen sentezini saglayan hiicrelerdir (29).
TCs morfolojik olarak farkli goziikebilen hiicrelerdir ve farkli goriiniime sahip TCs

aras1 fenotipik ayrim heniiz netlesmemistir.

Tendonun hiicresel kismmnin geri kalan %5-10"u ise kondrositler, tendon kilifinin
sinoviyal hiicreleri, kapiller endotelyal hiicreler ve arteriyollerin diiz kas hicrelerinden

olusmaktadir.

Yasla birlikte, aerobik enerji tiretimi ve ekstraseliiler matriks komponentlerinin sentezi
azalir. Enerji liretiminde anaerobik tarafa kayis, tendonun diisiik oksijen seviyelerini
tolere edebilmesini saglayip uzun siireli stres esnasinda meydana gelen iskemi ve
nekroz riskini azaltir, fakat ayni zamanda kotii ve yavag iyilesme kapasitesi ile

sonuglanir (18).



Sekil 2. Yuzeyel dijital fleksor tendonun kesiti. Her bir fasikuliin interfasikuler
matriks ile gevrelenmesi ile agikga goriilen bal petegi seklindeki fasikiler
dizenlenme (2)

2. 1. 2. Tendon iyilesmesi

Tendon yaralandiginda, iyilesme ve nihayetinde skar olusumunun goriildiigii bir
tendon iyilesme siireci baglar. Tendon iyilesmesi, hiicresel ve biyokimyasal olaylara

dayandirilarak ¢esitli fazlara ayrilabilir.

Tendon 1iyilesmesi genel olarak ii¢ temel fazdan olusur. Baglangic fazi olan
hemostaz/inflamasyon fazinda, travma sonrasi hasarin meydana geldigi bolgede kan
damarlarmin riiptiire olmasi sonucu kan birikir ve hematom meydana gelir. Yara
bolgesinde biriken plateletler yirtik tendon kenarlarini stabilize etmek igin, igerisinde
hiicreler ve plateletlerin bulundugu bir fibrin piht1 olustururlar (30). Olusan piht1 ve
hemostaz yoluyla vazodilatator kaskad, plateletler ve mast hicrelerinden pro-
inflamatuar mediyatorlerin salinimi aktive olur. Daha sonra, aktive olmus
plateletlerden kemoatraktan salinimi olur ve bu salinim ile nétrofil ve monosit gibi
inflamatuar hicrelerin dolasimdan hasar bolgesine go¢ etmesi saglanir. Notrofiller
bolgeye gelen ilk inflamatuar hicrelerdir. Notrofillerden sonra bdlgeye gelen
monositler makrofajlara farklilasirlar ve bu makrofajlar notrofiller ile birlikte nekrotik
materyal ve ESM pargalarinin fagositozunda ve pihtinin parcalanmasinda goérev

alirlar. Antimikrobiyal rolleri de olan makrofajlar (31) tenositlerin iyilesme siirecine



dahil edilmesini ve yara bolgesindeki kapiller agin olusumunu saglayacak anjiyogenez
uyarict faktorlerin salinimin1 da saglarlar (32). Bolgede olusan kapiller ag, yara
bolgesinde yeni olusan fibréz dokunun sagkalimi igin gereklidir (33). Makrofajlar
sentezledikleri biiylime faktorleri ve sitokinler yoluyla lenfositler gibi birtakim
hlcrelerin gorevlendirilmesinde rol oynamalarinin yanisira tenosit proliferasyonunu
ve kollajen sentezini saglayarak ESM’nin yeniden yapilandirilmasinda da gorev alir
(34). Makrofajlar, debridman siirecinde ve yeni dokunun sekillenmesinde tistlendigi
yonetici rol ile iyilesme siirecinin en 6nemli hiicresi olarak gortlmektedirler. T
lenfositler de yara iyilesmesi tizerinde 6nemli role sahiptirler. Bu rolleri, T hiicre ve
alt tiplerinin eksikliginde yaranin mekanik giiciinin ve kollajen igeriginin
etkilendiginin gosterilmesiyle kanitlanmistir (35). Tendon iyilesmesinin bu ilk fazi
esnasinda DNA, fibronektin, GAG, su ve tip III kollajen iceriginde artis goriilmektedir.
Bu bilesenlerin toplu olarak artisi ile yeni olusmus ESM’nin stabilizasyonu saglanir
(36).

Inflamatuar faz 3-5 gun strer ve bu stiregte tendona disardan gelen nétrofil ve makrofaj
gibi hiicreler ile birlikte tendon i¢inde yerlesmis olan endotenon ve epitenon hiicreleri
gibi hiicreler ikinci bir sitokin havuzunun olusumunu saglayarak tendon iyilesmesinin
ikinci faz1 olan proliferasyon/fibroplazi/tamir fazin1 baslatirlar (37). Ug-alt: hafta stiren
bu faz esnasinda makrofajlar biiylime faktorleri salgilayarak hiicrelerin aktif hale gelip
tendon tamirinde gorev almalarini saglar ve tamir bolgesinde, disorganize kollajen
birikimi, grantlasyon dokusu, neovaskularizasyon, ekstrinsik fibroblast goci ve
intrinsik fibroblastlarin proliferasyonu goriiliir. Dort glinden sonra fibroblastlar yara

bolgesini infiltre eder ve prolifere olurlar (37).

Bu asamada histolojik olarak baskin olan hiicreler fibroblastlardir, daha az sayida da
makrofajlar ve mast hiicreleri gérilmektedir. Fibroblastlar bol miktarda tip 111 kollajen
ve GAG iceren ESM sentezlerler (37).

Bu faz esnasinda, tip III kollajen ve DNA konsantrasyonlarinin tamir siireci boyunca
en pik degerlerine ulastiklar1 gozlemlenmistir. Bu olaylarin kollajen sentezinin
optimizasyonu ve tip 11 - tip I kollajen doniisiimiine yardime1 oldugu diisiiniilmektedir
(38).
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Artmis seliilarite ve bliylik miktarlarda su absorpsiyonu da yine bu fazin belirgin

Ozelliklerindendir.

Tendon iyilesmesinin ii¢lincii ve son fazi olan yeniden sekillenme (remodeling) fazi,
hasarli dokunun organize bir ESM’ye doniistiiriildiigli fazdir. Bu fazda tamir
dokusunda hiicresel ve vaskiiler igerikte azalma goriiliirken tip I kollajen icerigi ve
dansitesinde artis gézlemlenmektedir. Tip | kollajenin esas olarak bu fazda uretilir.
Kollajen artik daha organize, oryante durumdadir ve hasar bdlgesinin hemen
yakinindaki saglikli matriks ile ¢apraz-baglar kurmustur. Matriks metalloproteinaz tip
I11 kollajenin tip I kollajen ile yer degistirmesini saglayarak kollajen matriksi yikar.
Yeniden sekillenme fazi, konsolidasyon ve matiirasyon olmak iizere iki alt faza
boliinebilir. Konsolidasyon fazi seliilaritede azalma ve matriks yapimi ile
karakterizedir. Ayni1 zamanda tip III - tip I kollajen doniisiimii ile doku daha fibroz
hale gelir. Konsolidasyon fazinin sonunda, yani yaklasik 10-12. haftalarda ve
matiirasyon fazinin baglamasiyla birlikte fibréz doku daha giiclii olan skar dokusuna
doniiglir. Yaklasik 4. ayda kollajen lifler kas yiiklenmesi yoniinde olacak sekilde
longitudinal olarak yeniden dizilirler. Sonraki 3 ay boyunca birbirinden ayr sekilde
duran kollajen lifler, saglikli tendonda oldugu gibi demetler olusturur. lyilesme siireci
tamamlandiktan sonra, seliilarite, vaskularite ve kollajen organizasyonu normal
tendonda olana yaklagsa da caplar ve kollajenin ¢apraz-baglar1 iyilesme sonrasinda
bile saglikli tendonunki gibi olamaz. Bu faz aylar veya yillar siirer, genellikle de bu
siire 6 hafta ile 9 ay arasinda degisir. Yine de doku sekillenmesi yaklagik 1 yil siirer.
Iyilesmis tendonun yapisal dzellikleri, yaralanmadan yillar sonra bile saglikli halinin

ancak 2/3’tine kadar ulasabilir (37).

Tendon iyilesme siireci, sekrete edilen bir¢ok molekiil tarafindan yonetilir. Baglangigta
IL-6 ve IL-1B gibi baz1 inflamatuar sitokinler yara bdlgesini isgal eden inflamatuar
hiicreler tarafindan tretilir. Daha sonra yara bolgesinde lokalize olan hiicrelerden
salinan birtakim biiylime faktorleri ile doku tamiri hizlandirilir. B-FGF, kemik
morfogenetik proteini-12, -13, -14 ve PDGF (platelet-derived growth factor) ve VEGF
(vascular endothelial growth factor) iyilesme siirecinin farkli fazlarinda gorev alirlar
ve farkli islevlere sahiptirler. Tamir siirecinde, tendon hiicreleri aktive edilmistir ve
ESM bilesenlerini hem sentezlerler hem de yikarlar. Dolayisiyla tendonun yeniden

sekillenmesinin yavas ve devamli bir siire¢ olmasina katkida bulunurlar (27, 39).
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Tendon iyilesmesinin ekstrinsik ve intrinsik olmak tizere iki hiicresel mekanizmasinin
oldugu 6ne sirilmektedir (32). Literatiirde her iki iyilesme mekanizmasinin {izerine
cok fazla tartisma ve deneysel kanit mevcuttur. Ekstrinsik iyilesme modelinde
tendonun igsel olarak iyilesme kabiliyetinin olmadig1 diisiiniiliir, bu nedenle tendonun
diizgiin iyilesebilmesi i¢in bu siire¢ dahilinde adezyon gelisimi, inflamatuar hiicrelerin
ve fibroblastlarin infiltrasyonu ve ekstratendindz kan destegine ihtiyag vardir (40).
Intrinsik iyilesme modelinde ise tendon, epitenon ve endotenon hiicrelerinin
proliferasyonu ve intratendindz kan destegi ile iyilesir; bu iyilesme modelinde adezyon

formasyonu gorulmez (41).

Bu iki mekanizmanin normal olarak is birligi icerisinde ilerledikleri, yani tendon
iyilesmesinin her iki iyilesme modelinin de kombinasyonu seklinde olan bir siire¢
oldugu diisiiniilmektedir. lyilesme siirecine dair hipotez, dnce fibroblastlarin ve
inflamatuar hiicrelerin tendon periferinden, kan damarlarindan ve dolasimdan gelip
hiicre infiltrasyonu ve adezyon gelisimine katkida bulunarak hasarli bdlgeye
tutunduklar1 yoniindedir. Sonra, endotenondan gelen intrinsik hicreler aktive olarak
yara bolgesine go¢ ederler ve prolifere olurlar. Prolifere olduklari bolgede ESM’yi
yeniden organize ederler ve internal vaskiiler ag gelisimini desteklerler (17, 42). Tamir
eden hicrelerin kaynagi hala tartismalidir ve bu kaynagi belirlemek igin gesitli
calismalar yapilmistir. 2007°de Kajikawa ve arkadaglari, biri yesil floresan proteini
dolagimlarinda, digeri ise patellar tendonlarinda bulunduran iki simerik rat grubunda
bir tendon yaralanma modeli kullanarak bu tartismaya 1sik tutan bir c¢alisma
yapmislardir. Sonugcta tendon iyilesmesinin bifazik paternli oldugu, hem dolagimdaki
hem de tendondaki hiicrelerin iyilesme siirecinin farkli periyotlarinda iyilesmeye

katkida bulunduklar1 gosterilmistir (41).

Cogu hastada, 6zellikle de yasli olanlarda iyilesmis tendon, yaralanma dncesi mekanik
ozelliklerini yeniden kazanamaz. Tamir edilmis dokunun bu azalmis giicii, kollajen
liflerinin  biitlinlesmesinde yetersizlik ve tip IIl/tip I kollajen oranindaki artis
nedeniyledir. Sonug olarak tendon kalinlasip sertlesir; bu da azalmis birim mekanik
giicii ile sonuglanir. Bu yilizden tendon kalitesi ve fonksiyonel aktivitesi saglikli

tendona gore daha azalmis durumdadir.
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Tendon iyilesmesinin ayni zamanda tendonun bulundugu bdlgeye, travma siddetine,
tendonun sinoviyal sivi ve kan dolagimina ulagilabilirligine ve tendon mobilizasyon

derecesine bagli olarak degisiklik gosterebilen bir siire¢ oldugu da bilinmektedir
2. 1. 3. Asil tendonu

Asil tendonu (tendo calcaneus) viicuttaki en giiglii ve kalin tendondur. Birlikte “triseps
surae” olarak isimlendirilen soleus ve gastroknemius kaslarimin tendonlariin
birlesiminden olusur ve bu kas grubunu kalkaneusa baglar. Bazen yapisina plantaris
kas1 tendonu da katilabilir. Insan anatomisi i¢in oldukca karakteristiktir ve insan
evriminin sekillenmesine yardimci oldugu diistiniiliir. Kaslar ve Asil tendonu baldirin

posteriorunda ve superfisiyal kompartmanda bulunur (43).

Asil tendonu kosma, ziplama, sekme ve atlama esnasinda viicut agirhiginin yaklasik 10

katina kadar gerim kuvveti ile viicuttaki en biiyiik yiike maruz kalir (43).
2. 1. 4. Asil tendonu anatomisi

Asil tendonu yaklagik olarak 15 cm uzunlugundadir ve baldirin orta kisminda,
gastroknemius ve soleus kaslarmin muskiilotendinéz bileskesinden baglar.
Gastroknemiusun medial ve lateral baslarinin baslangi¢ noktalar1 femoral kondillerdir
ve Asil tendonuna katkilari, bu kas govdelerinin alt uglarinda genis bir aponevroz
olarak baslar. Insanlarin %2,9-5,5’inde gastroknemiusun bir iigiincii bas1 da mevcuttur
ve ¢ogunlukla medial bas ile iliskilidir. Nadiren plantaris de {igiincii bas1 olusturabilir
(6rnegin, gastroknemiusa lateral ve medial baslarinin birlestigi yerde katildiginda)
(44). Asil tendonu baslangic kisminda yassi sekillidir ve kalkaneus {izerindeki
insersiyon noktasma 4 cm kala yuvarlak hale gelir. insersiyon diizeyinde tekrar
yassilasir, kalkaneusun arka yiizeyinin alt boliimiiniin orta kisimlarinda piiriizli bir
alana yapismak icin kartilajin6z hale gelir ve delta seklini alarak kalkaneusta sonlanir.
On yiizeyinde ise, neredeyse soleusun insersiyosu olacak sekilde muskiiler fiberler
bulunmaktadir (45).

Kas kitlesinin tibial taraftan gelen gastroknemius kaynakli tendindz lifleri, derinden
stiperfisyale ve oblik olarak seyredecek sekilde, tendonun siiperfisyal yiizeyi boyunca
gelerek kalkaneus Uzerinde posterolateralde sonlanirlar. Fibular taraftan gelen soleusa

ait tendindz lifler ise tendonun derin kismindan gecerek kalkaneus iizerinde
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posteromedialde sonlanirlar (46). Bu kivrilma, vaskiiler agin konstriksiyonuna neden
olabilse de tendon gevsek durumda oldugunda daha az lif burkulmasini ve gerim
altinda her bir ayri lifin daha az hasar almasini saglar. Dolayisiyla fiber distorsiyonu
ve lifler-arasi siirtinmenin azalmasi, giigte artis ile sonuglanir (47). Bu biikiilme,
tendonda zayif damarlanmaya sahip, tendinopati ve riiptiiriin sik goriildiigii bir stres
alan1 olusturur ve bu stres kalkaneal insersiyo noktasinin 2-5 cm yukarisinda en

belirgin olarak gozlenir (48).

Asil tendonunun etrafinda gercek bir sinoviyal kilif bulunmamaktadir. Aslinda,
paratenon tendonun hareket esnasinda kayganlik gosterebilmesine izin veren elastik
bir kilif meydana getirir. Bu kilif, tendonu bacagin derin fasyasindan ayiran yogun bag
dokusu tabakalarindan meydana gelir. Tendon yapisinda ¢ok sayida kan damar1 ve
sinir bulunur. Hatta tendonun en vaskiler bolimuaddr ve inflamasyon meydana
geldiginde kalinlagabilmektedir. Peritendindéz yapilar ve kilif, yapisindaki bol
miktarda mukopolisakkarit sayesinde tendonun bitisik dokular boyunca kaymasina
izin verir. Paratenon proksimalde kas fasyasi ile devamlilik gosterirken distalde

kalkaneusun periostu ile birlesir (49).
2. 1. 5. Asil tendonunun biyomekanigi

Tendonlar iskelet hareketini saglayan kontraktil giiciin tastyicilaridir. Bu islevi yerine
getirirken, kaslar ve kemikler arasinda rijit baglant1 bolgeleri olarak degil, aksine
viskoelastik 6zellik gosteren yapilar olarak karsimiza ¢ikarlar. Hasar olusmaksizin %4
oraninda uzayabilecek kadar yiiksek gerim gucine sahiptirler (43). Tenositler
icerisinde aktin ve miyozin bulunmasi tendonun, aktif kasilma-gevseme mekanizmasi

yoluyla gii¢ tasinimini diizenleyen dogal bir mekanizmaya sahip olmasini saglar (50).

Dinlenme esnasinda tendon, kollajen fibrillerin kivrimli yapisindan kaynaklanan
dalgal1 bir bigime sahiptir. Tendonun boyunun %2’den fazla sunduriilmesi esnasinda
bu dalgali bigim kaybolur. Siindiirmenin artmasiyla birlikte kollajen fiberler dogrusal
hale gelirler ve deforme olmaya baslarlar (50). %4-8 aras1 stindirme dizeyinde
kollajen fiberler, molekiiller aras1 Gapraz baglar koptugu icin birbirlerinin {istiine
binmeye baslar. %8’in tizerindeki siindirme dizeylerinde ise tendonun direnci asilmig

olur ve makroskopik riptir meydana gelir (51) (Sekil 3).
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Sekil 3. Tendonda gerilim-siinme grafigi

Egzersiz sirasinda Asil tendonu iizerindeki yiik viicut agirligmin 12 katma kadar

ulasabilir; bu da Asil tendonunu tekrarlayan stres yaralanmalarina yatkin hale getirir
(52).

Asil tendonun boyutlar1 ve essiz yapist kuvvetli yiiklenmeler altinda dahi islev
gorebilmesini saglar. Asil tendonunun gerilme ve siinmeye direng Gzellikleri diger
tendonlara benzerdir. Ornegin; fizyolojik kollajen lif gerilmesi %2-4 gerilme uzunlugu
araliginda ortaya ¢ikarken, mikroskobik lif yetmezligi %6-8 gerilmede ve
makroskobik yetmezlik %8 gerilmenin sonrasinda ortaya ¢ikar. Gerilme-gerinim
egrisinin yetmezlik noktalarinin altinda tendon lifleri, islevde 6nemli rolii olan geri
tepme ve enerji salinimina olanak saglayan elastisiteye sahiptir (53). Birgok anomali,
deformite ve aktivite tendon (zerinde geri tepme kapasitesini asacak sekilde
yiklenmeye neden olabilir ve bu durum tendon icerisindeki liflerde hasar ve
dejenerasyon ile sonuglanabilir. Hasarin aksine, tendona uygulanan subriiptiir kuvvet,
normal tendon sagligi ve tendon iyilesmesinde 6nemli rolii olan kollajen sentezini
saglayan fibroblastlarin biyomekanik sinyalizasyonu igin gereklidir (54). Bu mekanik
stres hasar1 onlemek ve hasar iyilesmesi i¢in gerekli bir faktordiir ve iyilesmis tendon

glictinii artirdig1 gosterilmistir. Bu esaslar, ideal iyilesmeyi saglayabilmek icin tendon

15



hareketi ve kontrollii stresin gerekli oldugunu gostererek iyilesme sirasinda devam

eden aktivitenin 6nemini vurgulamistir.
2. 1. 6. Asil tendon riiptiirii

2. 1. 6. 1. Etiyoloji ve popilasyon

Asil tendonu, insan viicudunda en sik riiptiire olan tendondur (55). Eglence ve rekabete
dayali sporlarin popiilaritesinin artmasinin da etkisiyle (56) riiptiir insidans1 1980’li
yillardan beri artig gostermektedir. En hizli artig 30-39 yas araligindaki erkek grubunda
goriilmistiir (55). Asil tendon riiptiir riski agisindan en riskli spor erkelerde %83
goriilme sikligiyla badmintondur. Ortalama hasta yasi 35 ve erkek/kadin gorilme
sikligi oran1 20/1°dir (57). En sik rastlanilan hasta profili 40’11 yaslarda aligilmisin

disinda spor dallariyla ilgilenen erkektir.

Patlayici pilometrik kasilmalari igeren kosu ve ziplama gibi aktiviteler siklikla riiptiire

neden olan aktivitelerdendir (58).

Klinik pratikte siklikla kullanilan steroidlerin hem oral hem de intratendindz steroid

enjeksiyonunun spontan tendon rlptirine neden olabildigi gosterilmistir (59).

Bireyin yasam siiresindeki dogal yaglanma siirecinde, tendonun kronik dejenerasyonu
ve normal inhibitor mekanizmalarin bozulmasi goriilebilir. Yasla birlikte kan akimi ve
kollajenin gerim kuvveti azalir. Dokunun katilig1 ise yasla birlikte artar, bu durum
tekrarlayan streslere karst koyma yetisinde azalmaya neden olur. Nihayetinde de

tendon kuvvetli ve ani kontraksiyonlar ile yirtilmaya meyilli hale gelir (60).

2. 1. 6. 2. Asil tendon riiptiirii tedavisi

Tendon yaralanmalari her y1l 30 milyon insani etkilemektedir (61). Bu yaralanmalar
travma, asirt kullanim ve yaglanma ile birlikte goriilebilir ve agri, inflamasyon ve
disfonksiyon ile karakterizedir. Tendon yaralanmalar1 konservatif ve cerrahi olmak
tizere iki sekilde tedavi edilebilir (3). Konservatif tedavilere 6rnek olarak
kortikosteroid enjeksiyonu, non-steroid antiinflamatuar ilaclar, fizik tedavi ve
ekstrakorporeal sok dalgas1 tedavisi verilebilir (62). Bununla birlikte, sadece
konservatif tedavi verilmesi tendona yaralanma 6ncesi saglikli halini kazandirmada
yetersiz kalmaktadir (3). Ruptur gibi akut yaralanmalar igin tedavide genellikle cerrahi

yontemler tercih edilir (5). Greft ile cerrahi tamir, tendon ruptdrleri icin standart

16



tedavidir. Bu yaklagimla ilgili sebat eden agri ve re-rlptur riski (3), tendon
adezyonlari, skar dokusu gelisimi, osteotendindz bileskede fibrokartilaj rejenerasyon
eksikligi gibi kisitlamalar mevcuttur (4). Dahasi, bu konservatif ve cerrahi tedavi
yaklasimlar1 tendonun saglikli halindeki bilesimini, yapisini ve mekanik 6zelliklerini
geri kazandiramamaktadir. Bu ylizden de daha etkin tedavi yontemlerine ihtiyag

duyulmaktadir.
2. 2. KOK HUCRE

Canli viicudunda, viicudun ihtiyaglar1 dogrultusunda farkl: tipte hiicrelere doniisebilen
ve mitotik boliinme ile kendini yenileme yetenegine sahip olan hiicreleler “kok
hiicreler” olarak adlandirilir. Genler araciligryla aldigi sinyallerle bir¢ok dokunun
temel yapisini olusturabilseler de belirli bir fonksiyon igin 6zellesmis olan sinir

hicresi, kas hiicresi, salgi epitel hiicresi gibi hiicrelerin islevini yerine getiremezler.

Hiicrelerde DNA sarmalinin ug bolgesinde hiicrenin béliinme yetenegini kontrol eden
telomer zinciri, kok hucrelerde oldukga uzundur. Bu uzunluk sayesinde kok hticreler,
yiiksek telomeraz enzim aktivitesi ile birlikte kendilerini replike etmelerini saglayan
siirsiz boliinme yetenegine sahiptir (63). Yapilan bir ¢alismada embriyonik kok hiicre

hatlariin 300-400 dongii boyunca prolifere olabildikleri gosterilmistir (64).

Hucrelerin bir araya gelerek ¢ok hiicreli organizmalari meydana getirmek amaciyla,
Ozgiin islevleri yerine getirebilecek 6zellesmis yap1 kazanmalar1 “diferansiyasyon”
olarak tanimlanir. Kok hiicreleri diger hiicre tiplerinden ayiran bir baska 6zellik
yiiksek diferansiyasyon kapasitesine sahip olmalaridir. Bu sayede organizmadaki

yapim ve onarim olaylarinda kritik rol iistlenirler (65).

Kok hiicreler farklilagsma potansiyellerine gore temel olarak totipotent, pluripotent ve

multipotent olmak iizere 3 gruba ayrilirlar.

Zigot ve boliinmesiyle olusan blastomerler totipotent 6zellik tasimaktadir. Bu hiicreler
plasental yapilarla birlikte tiim dokular1 olusturabilme yetenegine, dolayisiyla canliy1
olusturabilme sahiptirler. Pluripotent kok hiicreler, totipotent kok hiicreler benzer
sekilde canlidaki tim dokular1 olusturabilmelerine ragmen plasental yapilari
olusturamazlar ve bu nedenle yeni bir canli meydana getiremezler. Blastokist

evresinde i¢ hicre Kitlesi hicreleri pluripotense sahiptirler (66). Multipotent kok
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hlcreler ise tum kan hucreleriyle birlikte bir¢cok organa 6zgii farkli hiicre tiplerine
farklilagabilen kok hiicre grubudur. Kaynaklandiklart dokuya ait hiicrelere
farklilagabilirler. Mezenkimal kok hiicre ve hematopoietik kok hiicre bu gruba 6rnek
olarak gosterilebilir. Bu (i¢ gruba ek olarak daha smirli diferansiyasyon kapasitesine

sahip oligopotent ve unipotent kok hiicreler de mevcuttur (67).

Kok hiicreler elde edildikleri doku ve organlara gére embriyonik (EKH), perinatal
(umbilikal kord veya amniyotik dokudan elde edilen), somatik eriskin veya
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH’ler) olmak tiizere gruplara ayrilirlar.
Erigkin kok hiicrelerin en sik kullanilan tipleri mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler)
ve hematopoietik kok hicrelerdir. Her iki kdk hiicre grubu da spesifik yuzey
belirtecleri ile tanimlanmistir (68). iPKH’ler eriskin kok hiicreler degillerdir; eriskin
hiicrelere, hiicreyi pluripotent kok hiicreye doniistiirmeye yarayacak transkripsiyon
faktorlerini kodlayan dort spesifik genin konulmasi ile olusan pluripotent kok
hicrelerdir (69). Uygulanan bu teknik oldukca gelecek vaat etmektedir, ancak
ortopedik tedavilerde kullanimlarina dair mevcut bilgiler olduk¢a kisithdir.
Embriyonik veya perinatal kok hiicreler ile iliskili etik kaygilar ve diizenlemelere dair
mevcut sorunlar géz Oniine alindiginda, ortopedi alaninda kullanilabilecek kok

hiicrelerle ilgili aragtirmalar agirlikli olarak MKH’lere odaklanmistir (70).
2. 2. 1. Mezenkimal kok htcreler

MKH’ler (aynt zamanda mezenkimal stromal hiicreler de denir) kendilerini
yenileyebilmeleri ve multipotense sahip olmalari ile tanimlanir (71). MKH’ler iig
ozellige sahiptir: (i) plastige tutunabilme, (ii) spesifik antijenlere sahip olma ve (iii)
iskelet-kas tibbinda 6nemli yere sahip olan osteosit, kondrosit ve adipositler gibi bir
dizi hiicre hattina farklilasabilen multipotent mezenkimal hiicre olusturma
potansiyeline sahip olma (72). MKH’lerin tenositler gibi spesifik hiicre hatlarina

indiiksiyonu kiiltlir ortami, bitylime ve medya kosullari ile saglanmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Mezenkimal kok hiicrelerin tenositlere diferansiyasyon yolagi

MKH’ler farkli doku kaynaklarindan izole edilebilirler. Iskelet-kas uygulamalari igin
en sik kullanilan MKH kaynaklar1 kemik iligi ve adipoz dokudur, ¢iinkii bu dokulardan
cok sayida canlt hiicre elde edilebilir. Kemik iligi-kaynaklt MKH’ler adipoz-kaynakli
olanlara kiyasla kondrositlere ve osteositlere daha iyi farklilasabilmektedir (73).
Bununla birlikte adipoz-kaynakli MKH’lerin kaynagina daha kolay ulasilabilir ve
donér bolge morbiditesi daha azdir. insan kemik iligi ise toplamda %0,001-0,01"lik
bir ¢ekirdekli hiicre yiizdesi ile diisik MKH verimine sahiptir (74). MKH’lerin daha
az siklikta kullanilan kaynaklar1 tendon, kas, sinovyum, kikirdak, deri, periferal kan,
periodontal doku, kil folikiilleri ve skalp dokusudur (75). MKH’lerin nispeten kolay
elde edilebilmelerine ragmen, tendona etkin sekilde farklilagip farklilasamayacaklar
tartisma konusudur. Bununla birlikte MKH’lerin tendon tamirini olumlu yodnde

etkilediklerini gosteren ¢ok sayida hayvan ¢alismasi mevcuttur (33).
2. 2. 2. Tendon tamirinde kok hicre-temelli yaklasimlar

Hucre-temelli doku mihendisligi, iskelet-kas rejenerasyonu ile ilgili yaklasimlar

icerisinde en ¢ok ragbet goren ve ¢okga arastirilan alanlardan birisidir. Bu strateji,
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tamir edici 6zellige sahip hiicrelerin dokunun hasarli bolgesine tek basina ya da biyo-
uyumlu skafold ile birlikte verilmesini temel alir. Bu tip uygulamalarda amaca en

uygun hiicre tipini belirlemek, degerlendirmeye alinmasi gereken en Onemli

faktorlerdendir (33).

Doku miihendisliginde birg¢ok hiicre tipi, EKH, iPKH, tendon kok progenitor hiicre
(TKPH)’ler ve farkli kaynaklardan (kemik iligi, adipoz doku) elde edilen mezenkimal

kok hiicreler de dahil olmak iizere, uygun aracilar olarak gorilmektedir (76).

EKH’ler hasar veya hastalik durumunda kayba ugrayan herhangi bir hiicre tipini yerine
koymak i¢in tek basina yeterli olabilecek bir hiicre kaynagidir. Bu yiizden tendon
tamiri ve rejenerasyonu da dahil olmak tizere, rejeneratif tipta kendisine genisge yer
bulmustur (77). Umut vaat eden bu sonuglara ragmen, bu terapdtik stratejinin
tendinopati gibi kronik tendon yaralanmalarinda kullanilabilirligine dair daha fazla

bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH), eriskin hiicrelere, hiicreyi pluripotent
kok hiicreye doniistiirmeye yarayacak transkripsiyon faktorlerini kodlayan dort
spesifik genin konulmasi ile olusan pluripotent kok hiicrelerdir (69). iPKH’lerden
farklilasan hiicrelerin implantasyonu ihmal edilebilir diizeyde immiinojeniteye sahiptir
(78), bu sebeple de iPKH’ler doku tamiri igin cazip bir hiicre kaynagi haline gelmistir.
iPKH’lerin tendon tamirinde kok hiicre-temelli tedaviler icin potansiyel bir kaynak
olabilecegi diisiinlilmesine ragmen uzun doénemli sonuclarin degerlendirilmesi ve

diizenleyici mekanizmanin ayrintili bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir.

MKH’ler tenositler dahil bag doku hiicre tiplerine farklilagsma kapasitesine sahiptirler.
Kemik iligi, tendon, adipoz doku gibi kaynaklardan elde edilebilirler. Cok sayida
hayvan c¢alismasi ile MKH’lerin kullanildig1 hiicre-temelli yaklagimlarin tendon
tamirini iyilestirebildigi gosterilmistir (70). Tendon tamiri i¢in giindeme yeni gelmeye
baslayan hiicre kaynaklar1 periferal kan MKH, umbilikal kord kani MKH ve
periodontal ligament hucreleridir. Allojenik UK-MKH’lerin kendiliginden olusmus
superfisiyal dijital fleksor tendinitinde enjeksiyonun daha yiiksek performans, gic ve
daha iyi iyilesmeyi sagladig1 gosterilmistir. UK-MKH’lerin kemik tiineli ile tendon
grefti araytziine verilmesinin kemik-tendon arayiiziinde daha iyi histolojik gériniim

sagladig1 gosterilmistir (79). Hayvan modellerinde birgok kok hiicre tipi etkinlige
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sahip oldugu i¢in, tedavi sonuglarini degerlendirip karsilastirmak ve tendon tamiri i¢in
en umut vaat eden kok hiicre secenegini belirlemek igin standart tedavi protokoliine

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bir¢ok kok hiicre tipinin tendon iyilesmesini olumlu yonde etkilediginin gosterilmis
olmasina ragmen giivenlik sorunlar1 ve yan etkiler de bildirilmistir. KK-MKH’ler ve
AK-MKH’lerde gosterildigi gibi, baz1 6zel durumlarda ektopik kemik olusumu ve
timor gelisimi goriilebilir. Hem EKH’ler hem de iPKH’lerde transplantasyon sonrasi
teratom gelismesi riski mevcuttur (80). Dahasi, TKPH’ler gibi kdk hiicrelerin elde
edilmesi esnasinda, donér bolge morbiditesi s6z konusu olabilir. Bu yiizden, TKPH’ler
gibi kok hiicrelerin klinik uygulama icin yeterli sayida elde edilmesi hususunda

zorluklar yagsanmaktadir.
2. 2. 3. Umbilikal kord stromal-kaynakh mezenkimal kok hiicreler

Umbilikal kordon, yolk sak ve allantoisten gelisen ve gelismekte olan embriyo/fetiis
ile plasenta arasinda kanal rolii oynayan bir yapidir. Bu yap1 50-60 cm uzunlugunda,
1-2 cm kalinliginda, yaklasik 40 g agirligindadir ve iginden iki arter ve bir ven gecer.
Ayn1 zamanda oldukca esnek fakat saglam bir yapiya ve yari-seffaf goriiniime sahiptir.
Dis1 amniyon zariyla ortiilii olanu mbilikal kordonun stromasini Wharton peltesi
(jolesi) ad1 verilen, embriyoya &zgii bir miikdz bag dokusu olusturur. Icinden gecen
damarlar stroma igine gomiiliidiir ve kendilerine ait belirgin bir adventisya tabakalari
yoktur. Histolojik olarak homojen goriiniime sahip olan stromada, farkli bolgelerden
elde edilen hiicrelerin, cogalma ve farklilasma yonilinden de farkli karakteristiklere
sahip olduklarinin anlasilmasi iizerine stroma temel olarak ii¢ boliimde incelenmeye
baslanmistir. I1k olarak, subamniyotik stroma, amniyon zarinin altinda kalan bolgedir
ve bol interseliiler s1v1 ile birlikte az sayida stroma hiicresi, dagiik ve ince kollajen 1if
demetleri (tip I, tip III ve tip VI kollajen) igerir. Bu alandaki hiicreler simirlt
diferansiyasyon ve yiiksek proliferasyon kapasitesine sahiptir. Ikinci stroma bdlgesi
intervaskiiler stromadir ve en genis stromal bolgedir. Wharton jdlesini igeren bu
bolgenin hiicreleri, uzantilara sahip miyofibroblast benzeri hucrelerdir. Hucreler
arasinda tip I ve tip III kollajenin olusturdugu kalin demetleri ve yogun miktarda
GAG’yi igeren interseliiler madde mevcuttur. GAG’nin %70’inin hiyaliironik asit
olmasi sebebiyle gobek kordonu fetliste en fazla hiyallronik asit iceren dokudur.

Uciincii stromal tabaka, damarlarm etrafinda bulunan ve bu bolgedeki hiicrelerle
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birlikte hiicreler arasi maddeyi iceren perivaskiiler stromadir. Buradaki stromal
hiicreler daha dar ve kiigliik sitoplazmalariyla daha smirli bir alanda yerlesim
gosterirler. Ayn1 zamanda buradaki stromal hicreler diger tabakadakilere gore daha

yiiksek kemik hiicresine doniisme kapasitesine sahiptirler.

UK-MKH diger MKH’lere kiyasla MKH’nin bir¢ok ve hatta daha da &tesinde
Ozelliklere sahip multipotent hicrelerdir. UK-MKH her {i¢ germ yapragmin
tirevlerine in vitro farklilasabilme yetenegine ve Ki-MKH’ye benzer ve hatta ondan
daha farkli hiicre belirteclerine sahiptirler (6rn, CD117). UK-MKH tip | MHC (temel
doku uyumlulugu kompleksi, major histocompatibility complex) molekiilleri olan
HLA-A, -B ve -C bulundururlarken tip Il MHC molekuli olan HLA-DR’yi
bulundurmamalar1 ve dolayisiyla otolog ve allojenik hiicre nakillerinde
hipoimmiinojenik karakter sergilemeleri sebebiyle Ki-MKH’ye benzer immiinfenotip
ozelliklere sahiptir. UK-MKH EKH’lerin aksine, SCID (severe combined immune
deficiency) farelere verildiklerinde teratom olusumu, sigan beynine verildiklerinde
tUmor olusumu gozlenmez ve karyotiplerini en az 50 pasaj boyunca korurlar. UK-
MKH salgiladiklar1 bazi sitokin ve kemokinler sayesinde antiapoptotik ozellik
sergilerler; in vitro kosullarda tiimér hiicrelerinin yasamini durdururlar ve bazi timor

kitlelerini kiiculttrler (81).
2. 3. KURKUMIN

Kurkumin (diferuloilmetan), yemeklerde kullanilan bir kori baharati olan turmerik
(Curcuma longa Linn)’in aktif bilesenlerinden biridir ve ilk defa 1910’da kimyasal
olarak karakterize edilmistir (82). Cin’de ve Giineydogu Asya’da inflamatuar
durumlarin tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir (83). Kurkumin sayisiz
molekiiler hedef ile etkilesime girebilen oldukca pleiotropik bir molekiildiir (84).
Guniimizde kurkuminin antioksidan, antiinflamatuvar ve anti-kanserojen 6zellikleri
dahil birgok biyolojik etkisini aragtiran ¢ok sayida ¢aligma yapilmaktadir (85). In vitro
ve in vivo galismalar ve 6zellikle klinik deneyler kurkuminin, inflamatuar bagirsak
hastaligi, artrit, pankreatit, kronik anterior iiveit ve kanserler gibi bir¢ok kronik
hastalikta kullanilabilecek potansiyel bir terap6tik ajan olabilecegini gostermistir (84).
Baz1 bildirilerde kurkuminin oksidatif hasar1 azaltip yaslanmaya bagl bilissel
fonksiyonlardaki  bozulmay1 iyilestirdigi  bildirilmistir.  Dahasi, kurkumin

Alzheimer’in hastaligi gibi ndrodejeneratif hastaliklar ve beyin iskemisinin
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tedavisinde de kullanilabildigi gosterilmistir (86). EK olarak, kurkuminin kok hticre
proliferasyonu, diferansiyasyonu ve yaslanmasi iizerine koruyucu etkileri bildirilmistir
(87). Bunun yanisira, spinal kord yaralanmasi sonrasi iyilesme tlizerine kurkumin ve

kok hiicre tedavisinin sinerjistik etkisini bildiren raporlar mevcuttur (88).
2. 3. 1. Kurkuminin antiinflamatuvar etki mekanizmalari

Kurkumin farmakolojik etkilerini hedefinde olan molekilleri modifiye ederek
gostermektedir (84). Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), niikleer faktor kappa B
(NF-xB) (89), IL-6, TNF-o. ve IL-1B gibi proinflamatuvar, 1L-10 ve TGF-§ gibi
antiinflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin regilasyonu yoluyla antiinflamatuvar
etki gosterir (90). NF-xB, PPAR-y ve TLR4-MD?2 sinyal yolaklari gibi inflamasyon-
iliskili sinyal yolaklar1 ile etkilesime girmesinin de antiinflamatuvar etki

gostermesinde rolii vardir (91, 92).
2. 3. 2. Kurkuminin antioksidan etki mekanizmalari:

Kurkuminin antioksidan etki olusturan en Onemli fonksiyonlarindan biri serbest
radikalleri yakalayabilmesidir ve bu sayede ROS (retimini engeller (93). Bunun yani
sira, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz, katalaz gibi antioksidan
enzimlerin gen ekspresyonlarini ve aktivitelerini (94), glutatyon gibi antioksidan
bilesenlerin diizeyini artirmak (95) gibi mekanizmalar da antioksidan islevine katkida

bulunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi’nin
15/05/2019 tarih ve 19/114 no’lu karari ile onaylanmig, TTU-2020-9689 no’lu proje
kodu ile Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Calismanin deneysel asamalar1 Betiil Ziya Eren Genom ve K6k Hiicre
Merkezi (GENKOK), Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezi (DEKAM) ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

3. 1. UMBILIKAL KORD STROMAL-KAYNAKLI KOK HUCRELERIN
HAZIRLANMASI

Calismada, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 04.04.2018 tarih
ve 2018/182 numarali onayi ile kullanilan umbilikal korddan izole edilmis,
immiinofloresan boyama ve akim sitometrisi ile karakterizasyonlar1 yapilmis
mezenkimal kok hiicreler kullanilmistir. Akim sitometride MKH’lerde bulunmasi
gereken pozitif belirtecleri oldukc¢a yiiksek oranda ifade ettikleri, negatif belirtecleri
ise ifade etmedikleri, imminofloresan boyama ile de adipojenik ve osteojenik
farklilagmalar1 gosterilen UK-MKH’ler 2. pasajinda, bu ¢alismada kullanilmak tizere

-196 °C azot tankina konularak muhafaza edilmistir. Sonrasinda bu hiicreler kiiltiire
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edilmeye hazir hale getirilerek flasklar igerisinde 37°C, %5 CO2 ve %95 nem ihtiva
eden karbondioksit inktibatoriinde (Sanyo, Gunma, Japonya) inkiibe edilmistir. Kiiltiir
ortamma alinan hiicrelerin besiyeri 2-3 gilinde bir degistirilerek ¢ogalmalar
saglanmistir. Cogalan hiicreler %0,05°lik Tripsin-EDTA ile flasktan kaldirilarak 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra tekrar flasklara ekilerek pasajlama iglemine
devam edilmistir. Hiicreler 6. pasaja geldiklerinde yeterli say1 elde edilip
kullanilmistir. Cogaltilan hiicrelerin invert mikroskop altinda mezenkimal kok hiicre

gorlinilisline sahip olduklar1 dogrulanmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Altinci pasajda invert mikroskopta kok hiicrelerin goriiniimii (10x)

3.2. DENEY PROSEDURU

Bu calismada, Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinde (DEKAM) yetistirilen agirliklar1 300-350 g arasinda olan toplam 80 adet
Wistar albino tiirii erigskin disi si¢an kullanildi. Tiim denekler, deney siiresince uygun
laboratuvar kosullar1 (2242 °C, 12 saat aydinlik/karanlik) altinda, giinliik igme suyu ve

pelet yemlerle serbestce beslenmistir. Rastgele secilen hayvanlar 5 gruba ayrilds;

1. Kontrol grubu (n=16): Her iki bacakta da cilt acilip Asil tendonuna ulasildi, punch
ile pencere seklinde tendon hasar1 olusturulduktan sonra cilt siiture edilerek kapatildi.

Grubun yaris1 2. haftada, diger yarisi ise 4. haftada sakrifiye edildi.

2. Susam yag1 grubu (n=16): Her iki bacakta da cilt agilip Asil tendonuna ulasildi,
punch ile pencere seklinde tendon hasar1 olusturulduktan sonra hasar hatti boyunca
tendon icerisine enjeksiyon seklinde 0,5 dzm susam yagi verildi. Sonrasinda cilt siiture

edilerek kapatildi. Grubun yaris1 2. haftada, diger yaris1 ise 4. haftada sakrifiye edildi.
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3. Kurkumin grubu (n=16): Her iki bacakta da cilt agilip Asil tendonuna ulasilarak,
punch ile pencere seklinde tendon hasari olusturulduktan sonra hasar hattt boyunca
tendon igerisine enjeksiyon seklinde 0,22 mg/kg dozda olacak sekilde 0,5 dzm susam
yagi i¢inde ¢oziinmiis kurkumin verildi. Sonrasinda cilt siiture edilerek kapatildi.

Grubun yaris1 2. haftada, diger yarisi ise 4. haftada sakrifiye edildi.

4. Mezenkimal kok hiicre grubu (n=16): Her iki bacakta da cilt agilip Asil tendonuna
ulasildi, punch ile pencere seklinde tendon hasar1 olusturulduktan sonra tendon
icerisine hasar hatt1 boyunca enjeksiyon seklinde 6,8x10° /0,1 ml UK-MKH verildi.
Sonrasinda cilt siiture edilerek kapatildi. Grubun yaris1 2. haftada, diger yarisi ise 4.

haftada sakrifiye edildi.

5. Kurkumin+ mezenkimal kék hiicre grubu (n=16): Her iki bacakta da cilt acilip
Asil tendonuna ulasildi, punch ile pencere seklinde tendon hasar1 olusturulduktan
sonra hasar hatt1 boyunca tendon icerisine enjeksiyon seklinde 6,8x10° /0,1 ml UK-
MKH ve 0,22 mg/kg dozda olacak sekilde 0,5 dzm susam yag: iginde ¢oziinmiis
kurkumin verildi. Sonrasinda cilt siiture edilerek kapatildi. Grubun yaris1 2. haftada,

diger yarisi ise 4. haftada sakrifiye edildi.

Calismada kurkumin olarak “Curcumin for synthesis, Merck-Millipore,

M820354.0010” kullanildi. Susam yag1 olarak “Karden-Susam yag1” kullanildi.

Tum gruplarda sakrifikasyon sonrasi Asil tendonlar1 ¢ikarildi. Sol Asil tendonlar
histopatolojik ve immiinokimyasal degerlendirme i¢in kullanilirken sag Asil

tendonlar1 biyomekanik analiz i¢in kullanildi.
3. 2. 1. Cerrahi yontem

Cerrahi islemler ic¢in siganlar ketamin (50 mg/kg) ve ksilazinin (5 mg/kg)
intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezi altina alindi. Tim denekler ayni cerrah
tarafindan opere edildi. Siganlarin sag kruris posteriorundaki tiiyleri tirag edildi. Alt
ekstremiteler betadine soltsyonu ile silinerek aseptik cerrahi kosullar saglandi. Bacak
posteriorundan longitudinal standart 2 cm’lik insizyon ile girilerek cilt ve cilt alti
gecildi. Asil tendonuna ulasilarak paratenon agildi ve tendon agiga cikarildi. Asil
tendonu ve plantaris tendonlar1 ¢evre yumusak dokulardan siyrildi. Asil tendonunun

altina silastik bir tabaka yerlestirilerek tendonda Imm genislikte pencere acacak
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sekilde bu calisma icin 6zel olarak imal edilmis olan “punch” ile dairesel defektler
olusturuldu (Sekil 6). Gruplara gore tendon hasart bolgesindeki islemler
tamamlandiktan sonra tek kat olarak 5/0 sentetik, emilmeyen, monoflaman siitiiler
kullanilarak ve devamli dikis teknigiyle deri dikisleri konularak yara kapatildi.

Postoperatif donemde siganlara immobilizasyon yontemi uygulanmadi.

W BRI e e e Y

Sekil 6. Sigan bacaginda Asil tendonunun eksplorasyonu, punch ile pencere defekt
olusturulmasi ve 6zel olarak yapilmis punch'in yakindan goriiniimii

3. 2. 2. Histolojik degerlendirme
3.2.2.1. Doku takibi

Deney hayvanlarinda ¢ikarilan Asil tendonlar1 ¢gevre dokulardan temizlenecek sekilde

diizglin bir bigimde trimlenerek %4’liikk formaldehit soliisyonunda 15 giin siire ile
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tespit edildi. %4’ liik formaldehit ile tespit edilen doku 6rnekler akan suyun altinda 1-

2 saat siire ile yikand1. Rutin histolojik doku takibi i¢in uygulanan agsamalar Tablo 1’de

gosterilmistir.
Tablo 1. Doku hazirlama metodu
Sira Yapilan islem  Stre Sira Yapilan islem Sure

1 | %4 Formaldehit 72 saat 8 Absolu Alkol 1 saat

2 Musluk suyu 1 gece 9 Absolu Alkol 1 saat

3 %50 Alkol 1 saat 10 Ksilen 20 dakika
4 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dakika
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dakika
6 %96 Alkol 1 saat 13 [Eriyik parafin (60°C) 1 gece
7 Absolu Alkol 1 saat 14 Bloklama

Buzlukta yeterince sertlesen parafin bloklardan Leica® (RM 2125 RT, Nussloch,

Almanya) marka mikrotom cihaz1 ve Leica® (RM 2125 RT, Nussloch, Almanya)

marka mikrotom bigaklar1 kullanilarak 4-5 pm kalinliginda parafin kesitler alindi.

Alman kesitlerde histopatolojik degerlendirme i¢in Masson trikrom ve alsiyan mavisi-

PAS boyama metodlar1 uygulanda.

3. 2. 2. 2. Histopatolojik degerlendirme

Masson trikrom ve alsiyan mavisi-PAS boyamalar1 ile boyanan kesitlerde

histopatolojik degerlendirme i¢in hiicre morfolojisi, seliilarite, kollajen lif dizilimi,

vaskiilarite ve ara madde varhiginin skorlandigr Bonar skorlamasi kullanildi (96).

Degerlendirilen parametrelere 0-3 arasinda puan verildi.
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Tablo 2. Modifiye Bonar skorlamasi

0 1 2 3
Isik Artmis Buyuk ve
mikroskopide dairesellik ve yuvarlak
L Artmis . g .
belirgin . - boyutlar; nukleus ile
dairesellik; : o
olmayan . nikleus birlikte bol
y . nikleuslar .
Hcre elonge, igsi yuvarlak, miktarda
L e daha oval- . .
morfolojisi | sekilli niikkleus hafifce sitoplazma ve
L yuvarlak - -
ile birlikte e . blylk, az lakiina
o sekilli, bariz :
belirgin : miktarda formasyonu
sitoplazma . .
olmayan sitoplazma (kondroid
sitoplazma gorulebilir degisiklik)
Sikica Birbirinden Lif
_yapismis ve ay righy . de[‘?e.“e'.“”de Lif demetlerinin
iyi sinirlanmis | bagimsiz lif | degisiklikler; belirgin olarak
Kollajen lif demetleri demetleri ile lif 1glm .
dizilimi halinde birlikte genel | demetlerinin agf]tm?f‘lz
organize anlamda ayrilmasi ve y
bozulmus yap1
olmus bozulmamis sinirlarinin
kollajen demet yapis1 | kaybolmasi
Hiperseliler? Wpselulely
Birbirinden P ’ alanlarla Degerlendirilen
(I artmakta olan o <
Selllarite ayr1 duran vl birlikte alan ¢ogunlukla
hucreler vey 3 hiperseller aselUler
hiicre say1s1
alanlar
10 yuksek g
Demetler . . 10 yuksek alaninda 4 veya
. | 10 yuksek gi¢ | .
L arasinda belli gii¢ alaninda | daha fazla damar
Vaskdlarite " alaninda 1 .
belirsiz kan . 2-3 damar kiimesi ve/veya
damar kiimesi o -
damarlari klimesi patolojik
avaskiler alanlar
Demetler Boyanabilir
arasinda musin ile Bol miktarda
Boyanabilir boyanabilir birlikte masin ile birlikte
Ara madde ara madde musin mevcut smirlari net secilemeyen
yok ama hala ortadan kollajen
birbirlerinden kalkmis boyanmasi
ayri demetler

#Hiperseliiler: alan bagina <20 niikleus; hiperseliller: alan bagina >30 niikleus. Kalsifikasyon
veya intratendindz adipositlerin varliginda +2,5 puan eklenir. En ¢ok patoloji sergileyen
tendon toplamda 20, gorilebilir patoloji sergilemeyen tendon toplamda 0 olarak puanlanir.
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3. 2. 2. 3. Masson trikrom boyama (MT)

Bes um kalinliginda alinan parafin kesitler kasetlerde deparafinizasyon iglemi igin
67°C’lik etlivde bir gece bekletildikten sonra ertesi giin direkt olarak ksilene alind1 ve
Masson trikrom boyama yontemi uygulandi (Tablo 3). Masson trikrom boyama
metodu uygulanan tiim preparatlar DP70 dijital kamerali Olympus BXS51 1s1k
mikroskobu (Olympus Corp. Tokyo, Japonya) altinda incelendi ve histopatolojik
degisiklikler ve Bonar skorlama kriterlerinden olan hiicre morfolojisi, seliilarite,

kollajen lif dizilimi ve vaskilariteyi degerlendirmek igin mikroskobik fotograflar

alindu.
Tablo 3. Masson trikrom boyama teknigi
Sira  Yapilan Islem Siire Sira  Yapilan islem Siire

1 Etlv (67 °C) 1 saat 16 Distile Su 5 dakika

2 Ksilen 1 10 dakika 17 | Fosfomolibdik asit 5 dakika

3 Ksilen 11 10 dakika 18 Anilin blue 2-5 dakika
4 Ksilen I 10 dakika 19 Distile Su 5 dakika

5 Absolu Alkol | 5 dakika 20 %1°lik asetik asit 2 dakika

6 | Absoli Alkol Il 5 dakika 21 Distile Su 5 dakika

7 %96 Alkol 5 dakika 22 %50 Alkol 2 dakika

8 %70 Alkol 5 dakika 23 %70 Alkol 2 dakika

9 %50 Alkol 5 dakika 24 %96 Alkol 2 dakika

10 Akarsu 2 dakika 25 Absolii Alkol I 10 dakika
11 Hematoksilen 5-8 dakika 26 Absoli Alkol I 10 dakika
12 Akarsu 5 dakika 27 Ksilen | 20 dakika
13 Asit alkol 30 saniye 28 Ksilen Il 20 dakika
14 Akarsu 5 dakika 29 Ksilen 111 20 dakika
15 Asit fuksin 1-2 dakika 30 Kapatma
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3. 2. 2. 4. Alsiyan mauvisi - PAS boyama

Bes um kalinliginda alinan parafin kesitler kasetlerde deparafinizasyon iglemi igin
67°C’lik etlivde bir gece bekletildikten sonra ertesi giin direkt olarak ksilene alind1 ve
alsiyan mavisi-PAS boyama yoOntemi uygulandi (Tablo 4). Alsiyan mavisi-PAS
boyama metodu uygulanan tiim preparatlar DP70 dijital kamerali Olympus BX51 151k
mikroskobu (Olympus Corp. Tokyo, Japonya) altinda incelendi ve histopatolojik
degisiklikleri ve Bonar skorlama kriterlerinden olan ara madde varligini

degerlendirmek i¢in mikroskobik fotograflar alindi.

Tablo 4. Alsiyan mavisi - PAS boyama teknigi

Sira  Yapilan islem  Siire Sira | Yapilan islem Siire
1 Etlv (67 °C) 1 saat 16 Distile su ile yikama
2 Ksilen | 10 dakika 17 Schiff’s reagent 15 dakika
3 Ksilen 11 10 dakika 18 Akarsu 2-5 dakika
4 Ksilen 111 10 dakika 19 Distile su ile yikama 5 dakika
5 Absoli Alkol 1 5 dakika 20 Hematoksilen 5-8 dakika
6 Absolu Alkol 11 5 dakika 21 Akarsu 5 dakika
7 %96 Alkol 5 dakika 22 %50 Alkol 2 dakika
8 %70 Alkol 5 dakika 23 %70 Alkol 2 dakika
9 %50 Alkol 5 dakika 24 %96 Alkol 2 dakika
10 Akarsu 2 dakika 25 Absolu Alkol | 10 dakika
11 Alsiyan mavisi 45 dakika 26 Absoli Alkol 11 10 dakika
12 Akarsu 5 dakika 27 Ksilen 1 20 dakika
13 |Distile su ile yikama 28 Ksilen Il 20 dakika
14 Periyodik asit 5 dakika 29 Ksilen 111 20 dakika
15 Akarsu 5 dakika 30 Kapatma

3. 2.2.5. immiinohistokimyasal analizler

Deneydeki tiim sicanlara ait tendon dokularinda tendonun saglikli haline ne kadar
donebildigini gdstermek i¢in tenomodiilin (tnmd), kollajen igerigindeki degisimi

gostermek i¢in ise tip I ve tip III kollajen molekiilleri kullanildi. Tenomodiilin
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“Tenomodulin Polyclonal Antibody, Bioss, bs-7525R”, tip I kollajen “Anti-Collagen
I/COL1A1 Antibody, BosterBio, PA2140-2”, tip III kollajen ise “Anti-Collagen 11
antibody, Abcam, ab7778” poliklonal antikorlarmin kullanildigi avidin-biotin-
peroksidaz yontemi ile immiinohistokimyasal olarak gosterildi. Imalat¢1 firmalarm
talimatlarina uyularak kesitlerin diliisyon oranlar1 belirlendi ve asagidaki protokol
uygulandi (Tablo 5).

Isik mikroskobu igin parafin bloklardan elde edilen 5 um kalinligindaki Kkesitler
polilizinli lamlara alind1 ve 3-4 saat boyunca 67°C’lik etiivde bekletildi. Lamlar

deparafinizasyon islemini tamamlamak i¢in etiivden direkt olarak ksilen dolu salelere

alind1.
Tablo 5. Immiinohistokimya boyama teknigi
Sira Yapilan islem Sure Sira  Yapilan islem Sure
1 Etlv (60 °C) 2 saat 18 PBS 3x5 dakika
2 Ksilen I 5dakika 19 | Streptavidin 15 dakika
Peroksidaz
3 Ksilen 11 5 dakika 20 PBS 3x5 dakika
4 Ksilen I11 5 dakika 21 | DAB kromojen  1-10 dakika
5 | Absolu Alkol 5 dakika 22 Distile su Yikama
6 %96 Alkol 5 dakika 23 Hematoksilen 1-5 dakika
7 %80 Alkol 5 dakika 24 Musluk suyu 5 dakika
8 %70 Alkol 5 dakika 25 Distile su Yikama
9 Distile Su 3 kez yika 26 %70 Alkol 5 dakika
10 |%3 Sitrat Buffer 5 dakika 27 %80 Alkol 5 dakika
11 PBS 2x5 dakika 28 %96 Alkol 5 dakika
12 %3 H20: 10 dakika 29 Absoll Alkol 5 dakika
13 PBS 3x5 dakika 30 Ksilen | 5 dakika
14 | Normal Serum  5-10 dakika 31 Ksilen 11 5 dakika
15 | Primer Antikor Etuzvigif,c) 32 Ksilen 11 5 dakika
16 PBS 3x5 dakika 33 Kapatma
17 Sekonder 15 dakika
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Biitlin immiinohistokimyasal boyama protokolleri ayn1 yontemle yapilmig olup primer
antikor diliisyon oranlar1 tenomodiilin i¢in 1:300, tip I kollajen i¢in 0,5:1000, tip III
kollajen i¢in 1:100 olarak uygulandi. Sekonder antikor olarak kiti olarak “Lab
Vision™ UltraVision™ Large Volume Detection System: anti-Polyvalent, HRP
(Ready-To-Use), Thermo, TL-125-HL” imalatgi firmalarin talimatlarina uygun
sekilde kullanildi. DAB kromojen olarak “Ultravision Detection System, Large
Volume DAB substrate system (RTU), Thermo, TA-125-HD” kullanild1.

Immiinohistokimyasal boyama metodu uygulanan tiim preparatlar 151k mikroskobu
altinda incelendi. Her ii¢c molekiil i¢in Image J programi kullanilarak elde edilen
mikroskobik fotograflardan immiinoreaktivite yogunlugu hesaplandi.
Immiinohistokimyasal analizler sonucunda kaydedilen degerler istatistiksel olarak

degerlendirildi.

3. 2. 3. Biyomekanik degerlendirme

Biyomekanik degerlendirme siganlarin sakrifikasyonu ile ayni giin i¢erisinde yapilda.
Sakrifikasyon sonrasinda sag Asil tendon bolgesi bacak arka yiiziinde yaklagik 3 cm
boyunda deri insizyonlar1 yapilarak tendon, gastroknemius ve soleus kaslarinin
distalleri ve kalkaneus kemigindeki tendon insersiyosu ile birlikte ¢ikarildi. Tendonlar,
nemli kalmalarini saglayacak kadar serum fizyolojik igerisinde muhafaza edildi. Asil
tendonlarinin caplar1 tendon onarim dijital kumpas (Mitotuyo®, Japonya) ile &lgiildii
ve tendon kesitinin kabaca daire oldugu kabul edilerek (97) tendon kesit alani mm’
cinsinden hesaplandi. Tendonlarin biyomekanik testleri Instron® marka tensometre
cihaz1 kullanilarak elde edildi. Tendonlarmn proksimal devamliligindaki kaslar iki
zimpara yapragi arasina yerlesirilip, distaldeki kalkaneal kemik parcasi ile devamliligi
korunan distal ucu ise bir akciger klempi ile tutulduktan sonra tensometrenin alt ve {ist
cenelerine tespit edilerek gekme testine tabi tutuldu (Sekil 7). Ceneler 10 mm/dk sabit
hizla ve 1 N/kg yiik ile birbirinden uzaklastirilarak 6l¢iimler gergeklestirildi; “Instron
Series IX Automated Material Testing System Version 5.33” programi kullanilarak

tendonlarin kopmadan once gosterdikleri maksimum direng Newton olarak kaydedildi.
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Sekil 7. Biyomekanik testlerin yapildig1 tensometre cihazinin goriiniimii, cihaza

tespit edilen tendon ve kopmak {izere olan tendonun yakindan goriiniimii
3. 2. 4. Istatistiksel degerlendirme

Istatistik degerlendirmeleri bilgisayar ortaminda TURCOSA istatistik programi
kullanilarak gergeklestirildi. Gruplara ait degiskenlerin dagiliminin 6ncelikle ‘normal’
olup olmadiklar1 test edildi; normal dagilimlar dogrulandiktan sonra gruplar arasi
kargilastirmalar ANOVA testi ile yapildi. ANOVA testi ile gruplar arasi farklilik tespit
edildiginde hangi gruplar arasinda fark oldugunun anlasilmasi i¢in Tukey testi yapildi.
Her bir grubun kendi i¢inde 2. ve 4. hafta degerlerinin karsilastirilmasinda Student t
testi kullanildi. Ayrica degiskenlerin birbiri ile iligkisinin olup olmadigini gérmek igin
Pearson korelasyon analizi yapildi. ‘p’ degerinin 0,05 veya kiiciik olmas: istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma suresince Kurkumin+Mezenkimal Kok Hucre Grubundan bir hayvan
Olmiistiir. Bu hayvanin eksikligi degiskenlerin gruplar arasi istatistiksel analizini
etkilemeyeceginden 6len hayvan yerine konulmamistir. Deney sirasinda hayvanlarin
cerrahi islem boélgelerinde enfeksiyon veya yara agilmasi gézlenmedi. Hayvanlarda

beslenme giicliigli veya kilo kaybina rastlanmadi.

Biitiin gruplara ait degiskenlerin 2. hafta ve 4. hafta ortalama degerleri ile bu degerlerin
gruplar arasinda ve 2. hafta ve 4. hafta ortalama degerlerinin grup icinde istatistiksel

karsilastirma sonuglar1 Tablo 6-8” de topluca gosterilmistir.

[statistiksel analize gore 2. hafta degiskenlerinden tip III kollajen boyanma yogunlugu,
tenomodiilin boyanma yogunlugu ve Bonar skoru agisindan gruplar arasinda anlamli

farklilik bulunmaktadir (p<0,05) (Tablo 6).

Dordiincii hafta degiskenlerine gore tip I kollajen boyanma yogunlugu, tip 11T kollajen
boyanma yogunlugu, tenomodiilin boyanma yogunlugu ve gerilme giicii bakimindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmistir (p<0,05) (Tablo 7).
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Tablo 6. Gruplarda 2. Hafta Ortalama degerleri (= SD)
Kurkumin +
Susam Mezenkimal | Mezenkimal p
Kontrol Yagi Kurkumin Kok Hiicre Kok Hiicre | ANOVA
11,50 11,00 9,75 * 9,75 * 8,42 *#
Bonar Skoru +151 | +116 +0,46 +1,38 +1,13 <0,001
;'Op ;m;'aje” 185,33 | 182,90 | 177,02 174,15 169,87 0.086
yanma +1532 | 7,25 +8,94 +15,88 + 6,65 '
Yogunlugu
g'op ;'r:nf:"aje” 139,55 | 149,92 | 166,96 * 156,25 147,50 $ 0.006
Y - +9,93 +12,21 +12,14 + 13,08 + 14,19 '
Yogunlugu
gg”gmg““” 171,73 | 147,63* | 17684# | 150,41$ 164,67 0.002
Y - +19,18 +12,45 +8,19 + 22,36 + 8,29 '
Yogunlugu
Gerilme Glcu 27,68 41,37 28,96 38,66 51,40 0.057
(N/mm?) + 15,45 +10,24 +16,01 +11,54 + 24,28 '
P<0,05 (Post Hoc Tukey Testi) * Kontrol grubuna goére
# Susam Yag1 grubuna gore
$ Kurkumin grubuna gore
Tablo 7. Gruplarda 4. Hafta Ortalama degerleri (£ SD)
Kurkumin +
Susam Mezenkimal | Mezenkimal p
Kontrol Yagi Kurkumin Kok Hiicre Kok Hiicre | ANOVA
6,53 8,50 8,43 8,18 6,37
Bonar Skoru £302 | 0,92 +1,80 +2,35 +1,59 0,102
bl Kollaen | 17404 | 16502 | 15650% | 15850 15720% | (oo
¥ - +4,79 +12,11 +10,79 +8,71 + 15,83 '
Yogunlugu
bl Kollajen | y5920 | 16328 | 17754% | 17066 164,95 0021
yanma +1456 | +894 | 2313 +8,18 +10,32 ’
Yogunlugu
gg”gmg““” 146,88 | 146,36 | 171,04*# | 170,30 *# 163,60 <0.001
Y < + 15,54 + 146,36 +7,28 +12,47 +12,77 '
Yogunlugu
Gerilme Giicl 55,36 58,17 70,10 103,70 *# 104,17 *# <0.001
(N/mm?) +19,02 + 21,59 +19,77 +43,33 + 17,77 '
P<0,05 (Post Hoc Tukey Testi) * Kontrol grubuna gore
# Susam Yagi grubuna gore

Degiskenlerin, grup igindeki 2. hafta ve 4. hafta degerleri karsilagtirildiginda Bonar
skoru i¢in Kontrol, Susam Yagi, ve Kurkumin +Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda;

tip | kollajen boyanma yogunlugu icin Susam Yagi, Kurkumin, Mezenkimal Kok
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Hiicre gruplarinda; tip 111 kollajen boyanma yogunlugu i¢in Susam Yagi, Mezenkimal
Kok Hiicre ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda ve gerilme giicii i¢in
Kontrol, Kurkumin, Kok Hiicre ve KurkumintMezenkimal Kok Hiicre gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo 8).

Tablo 8. Gruplarda 2. ve 4. hafta ortalama degerleri (£ SD) ve, 2. ve 4. hafta
degerlerinin istatistiksel karsilastirilmasi (Student t testi)
Kurkumin +
Susam Mezenkimal | Mezenkimal
Kontrol Yagi Kurkumin | Kok Hiicre Kok Hucre
2 Hafta 11,50 11,00 9,75 9,75 8,42
' +151 +1,16 +0,46 +1,38 +1,13
Bonar Skoru 4 Hafta 6,53 8,50 8,43 8,18 6,37
' + 3,02 +0,92 +1,80 +235 +1,59
p <0,001 <0,001 0,066 0,129 0,014
2 Hafta 185,33 182,90 177,02 174,15 169,87
' + 15,32 7,25 +8,94 + 15,88 * 6,65
Tip | Kollajen
BO)fa”mff A Hafta 174,04 165,02 156,50 158,50 157,20
Yogunlugu ' +4,79 +12,11 +10,79 +8,71 +15,83
p 0,067 0,003 0,002 0,028 0,071
2 Hafta 139,55 149,92 166,96 156,25 147,50
' +9,93 +12.21 +12,14 +13,08 + 14,19
Tip 11l Kollajen
Boyanma 4 Hafta | 15220 163,28 177,54 170,66 164,95
Yogunlugu ' + 14,56 + 8,94 +23,13 +8,18 +10,32
p 0,075 0,026 0,337 0,026 0,019
2 Hafta 171,73 147,63 176,84 150,41 164,67
’ +19,18 +12,45 +8,19 +22,36 +8,29
Tenomodulin
Bo;@nmau 4 Hafta 146,88 146,36 171,04 170,30 163,60
Yogunlugu ' + 15,54 + 146,36 +7,28 + 12,47 + 12,77
p 0,013 0,845 0,174 0,045 0,862
> Hafta 27,68 41,37 28,96 38,66 51,40
' + 15,45 + 10,24 +16,01 +11,54 + 24,28
Gerilme Glicl
(N/mm?) 4 Hafta | 5536 58,17 70,10 103,70 104,17
+19,02 +21,59 +19,77 +43,33 +17,77
p 0,011 0,083 <0,001 0,002 <0,001
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4. 1. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIiRME BULGULARI

Isik mikroskobu ile degerlendirilen Masson trikrom ve alsiyan mavisi-PAS boyali
tendon kesitlerinin Bonar skoru 2. haftada Kurkumin, Mezenkimal Kok Hucre ve
Kurkumin+Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel
sekilde anlamli olarak azalmistir (p<0,05). Susam yag1 grubunun Bonar skoru Kontrol
grubundan farksiz iken Kurkumin+Mezenkimal Kok Hiicre grubunda Susam Yagi

grubuna gore de azalmigtir (p<0,05) (Sekil 8).

P <0,05
| P <0,05
| P <0,05
12
11
10
9
8
7
6
Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +
Kok Hiicre Mezenkimal
Kok Hiicre

Sekil 8. Gruplarda 2. hafta Bonar skorlar1

Dérdiincii haftada ise Bonar skorlar1 agisindan gruplar arasinda fark belirlenememistir.

(Sekil 9).
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Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +
Kok Hicre Mezenkimal
Kok Hicre

Sekil 9. Gruplarda 4. hafta Bonar skorlar1

Gruplarin 2. ve 4. hafta Bonar skorlar1 gruplarin kendi i¢inde karsilastirildiginda
Kontrol, Susam Yagi1 ve Kurkumin+Mezenkimal K6k Hiicre gruplarinda istatistiksel

olarak anlamli sekilde azalmistir (p<0,05) (Sekil 10).

12 P <0,05
P <0,05
11
10 2. Hafta
4. Hafta
9 P <0,05
8
7
6
Kontrol Susam Yagi Kurkumin ~ Mezenkimal Kurkumin +
Kok Hicre  Mezenkimal
K&k Hiicre

Sekil 10. Gruplarda 2. ve 4 hafta Bonar skorlar1
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Tum gruplar g6z oninde bulunduruldugunda, kotii iyilesmeye isaret eden ve ek
skorlama gerektiren kalsifikasyon ve intratendindz adipositlerin varligina en sik

Kontrol ve Susam Yag1 gruplarinda rastlanmaistir.

Histopatolojik degerlendirmelerin gerceklestirildigi mikroskop goriintii 6rnekleri

Sekil 11-19 arasinda verilmistir.

Sekil 11. Kontrol-2. hafta grubunun 4. hayvaninda kollajen lif demetlerinde sinir1
kaybi ve liflerin ayrismasi, vaskiilaritede artis (% = damarlar). MT boyama, 20x
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Sekil 12. Kontrol-2. hafta grubunun 8. hayvanina it kesitte kollajen liflerde ayrilma.
MT boyama 40x

- e i —— N

Sekil 3. us yagi-2. hafta bunun‘. hayva_n'ma ait kesitte sayica artmis
kapillerlerin olusturdugu kiimeler. MT boyama, 20x
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Sel 14. Susam yagi-2. hafta grubunun 2. ayvanma ait kesitte kollajen
dizilimindeki bozulma ve vaskularitede artis. MT boyama, 10x

8

te intratendingz

; B e
e —

Sekil 15 Susam yagl-Z. hafta gbunun .Amna ait kit
adipositler ve vaskularitede artis

42



Sekil 16. Susam yagi-2. hafta grubunda3 hayvana ait kesitte hiicre (;eklrdeklerlnde
yuvarlaklagsma. MT boyama, 40x

Sekil 17. Kurkumin-2. hafta grubunun 4. hayvanina ait kesitte kollajen lif diziliminde
bozulma ve hiperselularite. MT boyama, 10x
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Sekil 18. Kurkumin-4. hafta grubunn 1. yvanma at kesitte dizilimi kuvvete
paralel olmaya baslayan kollajen lifler. MT boyama, 20X

Sekil 19. Kurkumin+mezenkimal kt')hi]cre-z. hafta grubunun 2. hayvanina ait
kesitte abondan miisin varligi. Alsiyan mavisi-PAS boyama, 10x
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4. 2. IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRME BULGULARI
4.2. 1. Tip | kollajen boyanma yogunlugu

Tip I kollajen boyanma yogunlugunun 2. hafta degerleri Kurkumin, Mezenkimal Kok
Hiicre ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda Kontrol grubuna gore
azalmis olmakla birlikte bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,057)
(Sekil 20). Dordiincii hafta degerleri hem Kurkumin hem de KurkumintMezenkimal
Kok Hiicre gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalmistir (p<0,05) (Sekil 21); Mezenkimal Kok Hiicre grubunda da Kontrol grubuna

gore azalma var iken p degeri 0,06 olarak hesaplanmistir.

190

180
170
160
150
Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +
Kok Hiicre =~ Mezenkimal
Kok Hiicre

Sekil 20. Gruplarda 2. hafta tip I kollajen boyanma yogunluklar1
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P <0,05
| P <0,05

175
160
145
130

Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +

Kok Hiicre =~ Mezenkimal

Kok Hiicre

Sekil 21. Gruplarda 4. hafta tip I kollajen boyanma yogunluklari

Tip | kollajen boyanma yogunlugunun 4. hafta degerleri Susam Yagi, Kurkumin,
Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda 2. hafta degerlerine gore anlamli sekilde

azalmistir (p<0,05) (Sekil 22).

190 , P <0,05
P <0,050
180 P <0,05
170 2. Hafta

4, Hafta
160

150
140

130
Kontrol Susam Yagi Kurkumin  Mezenkimal Kurkumin +
Kok Hicre  Mezenkimal
Kok Hiicre

Sekil 22. Gruplarda 2. ve 4. hafta tip I kollajen boyanma yogunluklari
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4.2.2. Tip Il kollajen boyanma yogunlugu

Tip III kollajen boyanma yogunlugunun 2. hafta degerleri Kurkumin grubunda Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak artmistir (p<0,05) (Sekil 23). Diger deney gruplarinda
Kontrol grubuna gore farklililk bulunmamistir. Dordiinci  hafta degerleri
incelendiginde tip III kollajen boyanma yogunlugunun yine Kurkumin grubunda

Kontrol grubuna gore artmis oldugu goriilmistiir (p<0,05) (Sekil 24).

P <0,05

170
160
150
140
130
120
110

Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +

Kok Hiicre ~ Mezenkimal

Kok Hiicre

Sekil 23. Gruplarda 2. hafta tip III kollajen boyanma yogunluklari
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P <0,05

175
160
145 l
130
Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +
K6k Hicre  Mezenkimal
Kok Hiicre

Sekil 24. Gruplarda 4. hafta tip III kollajen boyanma yogunluklari

Tip III kollajen boyanma yogunlugunun 4. hafta degerleri Susam Yagi, Mezenkimal
Kok Hiicre ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda 2. hafta degerlerine
gore anlamli sekilde artmistir (p<<0,05) (Sekil 25).
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180
P <0,05
170 P <0,05
P <0,05
2. Hafta
160
4. Hafta
150
140
130
Kontrol Susam Yagi Kurkumin  Mezenkimal Kurkumin +
Kok Hicre  Mezenkimal
Kok Hiicre

Sekil 25. Gruplarda 2. ve 4. hafta tip III kollajen boyanma yogunluklari

4. 2. 3. Tenomodiilin Boyanma Yogunlugu

Tenomodiilin boyanma yogunlugu 2 haftada Susam Yagi grubunda Kontrol grubuna
kiyasla azalirken (p<0,05) diger gruplarda Kontrol grubuna gére bir degisiklik olmadi
(Sekil 26). Dordiincii haftada ise Kurkumin ve Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda
Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artt1 (p<0,05) (Sekil 27).
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P <0,05

180 | |
170
160
150
140
130
120
Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +
K&k Hicre  Mezenkimal
K&k Hiicre
Sekil 26. Gruplarda 2. hafta tenomodiilin boyanma yogunluklari
P <0,05
| P <0,05
175
160
- ' '
130
Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +
Kok Hiicre ~ Mezenkimal
K&k Hicre

Sekil 27. Gruplarda 4. hafta tenomodiilin boyanma yogunluklari
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Tenomodiilin boyanma yogunlugunun 2. ve 4. haftalardaki grup ig¢i
karsilastirilmasinda Kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalirken

Mezenkimal Kok Hiicre grubunda ise arttig1 goriildi (p<0,05) (Sekil 28).

180
P < 0,05
P <0,05
170
2. Hafta
160 4. Hafta
150
140
130
Kontrol Susam Yagi Kurkumin = Mezenkimal Kurkumin +
Kok Hicre  Mezenkimal
Kok Hiicre

Sekil 28. Gruplarda 2. ve 4.hafta tenomodiilin boyanma yogunluklari

Tip | kollajen, tip 111 kollajen ve tenomodulin immiinohistokimyasal boyama 6rnekleri

Sekil 29-31 arasinda gdsterilmistir.
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ekil 29. Kurkumin-2. hafta grbunda 3. hayva ait kesitte tenomodulinin
imminohistokimyasal olarak gosterilmesi. 40x

y -

Sekil 30. Kontrol-2. hafta grubunun 8. hayvana ait kesitte tip I kollajenin
immiuinohistokimyasal olarak gosterilmesi. 40x
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Sel 31. Susam yagi-4. hafta grubuﬁuh 8. Hayvama ait kesitte t' 1 kollajenin
imminohistokimyasal olarak gosterilmesi. 40x
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4. 3. BIYOMEKANIK ANALiZ BULGULARI

Tendonlarin gerilme giigleri 2. haftada gruplar arasinda 0,05 p degerine gore anlamli
bir fark gostermedi. Bununla birlikte hesaplanan p degeri 0,057 gibi anlamlilik
degerine ¢ok yakindir ve Kurkumint+Mezenkimal Kok Hiicre grubunda Kontrol

grubuna gore artig egiliminde oldugu soylenebilir (Sekil 32).

50
40
30
20
10
0

Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +

Kok Hiicre Mezenkimal

Kok Hiicre

Sekil 32. Gruplarda 2. hafta gerilme gicl
Gerilme giicii 4. hafta degerleri Mezenkimal Kok Hiicre ve Kurkumin+Mezenkimal

Kok Hiicre gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde

artarken (p<0,05) bu iki deney grubu arasinda ise fark yoktu (Sekil 33).
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P <0,05
| P <0,05

100
80
60
40
20
0

Kontrol Susam Yagl Kurkumin Mezenkimal  Kurkumin +

Kok Hiicre ~ Mezenkimal

K&k Hiicre

Sekil 33. Gruplarda 4. hafta gerilme giicl

Gerilme giicli acisindan gruplarin 2. ve 4. hafta degerleri karsilastirildiginda Susam
Yagi disindaki tim gruplarda 4. hafta degerlerinin artmis oldugu ve bu artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 34).

P <0,05 P <0,05
100
80 P <0,05
2. Hafta
P <0,05
60 4. Hafta
40
20
0
Kontrol Susam Yagi Kurkumin  Mezenkimal Kurkumin +
Kok Hiicre  Mezenkimal
Kok Hucre

Sekil 34. Gruplarda 2. hafta ve 4. hafta gerilme gicu
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4. 4. KORELASYON ANALIZLERIi

Tim gruplardaki degiskenler arasinda bir iliskinin varliginin arastirildigi Pearson

korelasyon analizleri Tablo 9’da toplu olarak verilmistir.

Tablo 9. Degiskenlerin Pearson Korelasyon Analizi

Tip I kollajen [Tip Il kollajen

Bonar boyanma boyanma

skoru yogunlugu yogunlugu | Tenomodulin | Gerilme giici
Bonar skoru 1 0,3204 -0,1921 0,0636 - 0,382
Tip I kollajen
boyanma 0,004 1 - 0,3865 0,0175 - 0,4465
yogunlugu
Tip HI kollajen
boyanma 0,104 <0,001 1 0,1096 0,3538
yogunlugu
Tenomoddlin 0,585 0,882 0,363 1 - 0,0203
Gerilme giicu <0,001 <0,001 0,003 0,866 1

Analiz sonuglarina goére tenomodiilin boyanma yogunlugu ile diger degiskenler

arasinda istatistiksel anlamli bir korelasyon tespit edilememistir.

Diger degiskenlerin birbiri ile istatistiksel olarak anlamli korelasyonlarina gelince;

Bonar skoru ile tip I kollajen boyanma yogunlugu arasinda pozitif yonlii, zayif ve

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon (r = 0,3204, p = 0,004) (Sekil 35) ve gerilme

giicli arasinda negatif yonlii, zayif ve istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

(r=-0,382, p<0,001) (Sekil 36) bulunmaktadir.
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Sekil 35. Bonar skoru ve tip I kollajen boyanma yogunlugu arasindaki iliski

=

Gerilme giicii

Bonar skoru

Sekil 36. Bonar skoru ile gerilme giicli arasindaki iligki
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Tip I kollajen boyanma yogunlugu ve tip III kollajen boyanma yogunlugu arasinda
negatif yonlli, zayif ve istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit

edilmistir (r=-0,3865, p<0,001) (Sekil 37).

gu

Kollajen tip III boyanma yogunlu

Kollajen tip I boyanma yogunlugu

Sekil 37. Tip I kollajen ve tip III kollajen boyanma yogunluklari arasindaki iligki

Gerilme giicii ile tip I kollajen boyanma yogunlugu arasinda negatif yonlii, orta
dereceli ve istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon (r = - 0,4465, p<0,001) (Sekil 38)
ve tip III kollajen boyanma yogunlugu arasinda pozitif yonlii, zayif ve istatistiksel

olarak anlamli bir korelasyon (r = 0,3538, p = 0,003) (Sekil 39) tespit edilmistir.
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=

Gerilme giicii

¥ A

Kollajen tip I boyanma yogunlugu

Sekil 38. Gerilme giicti ile tip I kollajen boyanma yogunlugu arasindaki iligki

=

Gerilme giicii

Kollajen tip III boyanma yogunlugu

Sekil 39. Gerilme giicii ile tip III kollajen boyanma yogunlugu arasindaki iligki

59



5. TARTISMA

Tendon yaralanmalari, travma cerrahisinde ve ortopedik cerrahide sik karsilagilan bir
klinik problemdir ve yaralanma sonucu fonksiyon ve hareket bozulmaktadir.
Hipovaskiler ve hiposeliler bir yap1 ve diisiik metabolizma hizina sahip olan saglikli
tendonun iyilesme kabiliyeti smirlidir. Dolayisiyla, yaralanma sonrasi iyilesme
siirecini tamamlamis tendon dahi saglikli haline gore daha zayif biyomekanik

oOzellikler sergiler.

Klinikte en sik karsilasilan tendon yaralanmasi olan Asil tendon riiptiiriinde
uygulanabilecek en uygun tedavi yonteminin ne olduguna dair heniiz bir fikir birligine
varilamamistir (2). Hem cerrahi hem de konservatif tedavi ile tendonun saglikli haline
donememesi giiniimiizde hala kars1 karsiya oldugumuz problemlerden birisidir (1).
Tendon yaralanmasinin tedavisi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, cerrahi ve konservatif
tedavilerin birbirlerine istiinliikleri ile ilgili herhangi bir veri elde edilememistir (2).
Geleneksel cerrahi yontemlerin kisitlamalar1 ve komplikasyonlar1 sebebiyle son

yillarda konservatif tedaviler daha popiiler hale gelmistir.

Bir doku veya organin islevselligini yaralanma 6ncesi haline getirmek i¢in uygun
terapdtik stratejilerin olusturulmasini amaglayan ve doku miihendisligini de kapsayan

rejeneratif tibbin pratiginde, hiicreler rejeneratif cevabi yoneten anahtar oyuncular
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niteligindedir. Bu sebeple kok hiicreler, doku rejenerasyonunun saglanmaya ¢alisildig:

her tiirlii stratejinin ana hedefi konumundadir (98).

Tendonlar ESM’nin diizensiz olarak birikmesi sonucu fibrotik iyilesmeye meyilli
dokulardir. Hiicrelerin de ESM dinamiklerinin ve normal fonksiyonlarmin
stirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli rolleri vardir. Bu nedenle, hiicre-temelli stratejiler
giiniimiizde daha dikkat ¢eken bir duruma gelmislerdir (98). Ozellikle MKH’ler
tendon uygulamalarini da igeren iskelet-kas dokusu miihendisligi ve rejenerasyonunda

siklikla kullanilmaktadir (76).

MKH’ler bir¢ok in vitro ve preklinik/hayvan calismasinin odagi haline gelmistir.
MKH’lerin tenojenik hat da dahil olmak iizere birgok farkli hiicre hattina
farklilasabilmeleri (1), vicuttaki bircok dokudan elde edilebilmeleri ve potansiyel
rejeneratif etkileri (98) tendon iyilesmesinde kullanilmak igin gii¢lii bir aday
olmalarin1 saglamaktadir (1). Transplante edilen MKH’ler sadece hedef doku
hlcresine diferansiye olma yoluyla degil, ayn1 zamanda biiylime faktorleri ve

sitokinler gibi parakrin faktorleri salgilama yoluyla da etki gostermektedirler (1).

Iskelet-kas sistemi uygulamalarinda kullanilacak MKH’ler igin en sik kullanilan doku
kaynaklar1, ulasilabilirlik ve fazla miktarda hiicre elde edilebilirligi sebebiyle kemik
iligi ve yag dokudur (73). Ki-MKH, AD-MKH’ye kiyasla kondrosit ve osteositlere
daha iyi farklilagabilme yetenegine sahiptir (73). Buna ragmen insan kemik iliginden
elde edilen MKH verimi olduk¢a diisiiktiir (74). MKH’ler i¢in daha az siklikla
kullanilan kaynaklar tendon, kas, sinovyum, kikirdak, deri, periferal kan, periodontal

doku, kil folikiilleri ve skalp dokusudur (75).

KI-MKH ve EKH’ler ile kiyaslandiginda UK-MKH’ler EKH’lere daha benzer bir gen
ekspresyon profili ve KI-MKH’lere kiyasla daha hizli kendini yenileme ozelligi
sergilerler. Ayni zamanda yeterli miktarda UK-MKH kolayca elde edilebilir ve ex vivo
ekspansiyonlar1 kolay saglanir. En goze ¢arpan avantajlari ise elde edilis yonteminin
non-invaziv olmasi ve etik agidan problem olusturmamasidir (88). Literatiirde UK-
MKH’lerin tendon iyilesmesi lizerine olumlu etkilerinin histolojik olarak kanitlandig1

caligmalar mevcuttur (99, 100).

Cin’de ve Giineydogu Asya’da inflamatuvar durumlarin tedavisinde uzun yillardir

kullanilan, kori baharatt ve sifali bir bitki olan Curcuma longa (turmeric)’ nin
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bilesenlerinden birisi olan kurkuminin doku hasarimi azaltma ve doku tamirini
hizlandirmaya katki saglayan cesitli farmakolojik o6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir (96). Doku hasari sonras1 optimum diizeyde iyilesmenin saglanabilmesi
icin, uygulanan tedavinin yara dokusunu bakteriyel enfeksiyonlardan korumasi,
inflamasyonu kontrol etmesi ve hiicre proliferasyonunu azaltmasi gerekmektedir.
(101). Uygulanan tedavi ayn1 zamanda, iyilesme sirasinda goriilen inflamasyonun esas
sorumlusu olarak goriilen serbest radikallere karsi da antioksidan olarak islev
gormelidir (102). Kurkuminin yara iyilestirici potansiyeli, antiinflamatuvar (84),
antienfeksiy6z (103) ve antioksidan (84) aktivitesi gibi biyokimyasal etkilerine
baglanmaktadir. Cesitli calismalarda kurkumin uygulamasinin epitelyal rejenerasyonu
hizlandirdi8, fibroblast proliferasyonu ve vaskiiler dansiteyi artirdigi gosterilmistir
(104). Sigan tendon hasari lizerine kurgulanmis bir bagka ¢alismada kurkumin, hasarlt
tendonun 1iyilesmesini ve fonksiyonunu o©nemli Olgiide iyilestirmistir. Tendon
iyilesmesi ve fonksiyonundaki gelisme kurkuminin, rejenere tendon dokusunda iyi
organize olmus kollajen lifler ve yogun kollajen birikimini saglayan antiinflamatuvar
ve antioksidan 6zellikleri sayesinde olmustur (105). Gile¢ ve ark. (96) uzun donem
oral kurkumin verilmesi sonucu Asil tendonu iyilesmesinin daha iyi oldugunu

bildirmislerdir.

Kok hiicre tedavisinin amact hasarli dokunun tamir edilip yenilenmesini ve hiicre
tedavisinin yeni teknik ve temin edilebilir ajanlar ile kombine edilmesini saglamaktir.
Bu nedenle MKH’ler, etki mekanizmalar1 ve kok hiicrelerin diferansiyasyon ve
biliylimesi lizerine spesifik etkilerini aragtirmak i¢in geleneksek bitkisel iirtinlerle
birlikte kullanilmaktadir (106). Bitkisel ilaglarin proliferasyon ve diferansiyasyon
ajan1 olarak kullanilmasi, kok hiicre-aracili tedavinin terapotik amaglart igerisinde
non-toksik ve uygun maliyetli bir secenek olabilir. Bu nedenle, doku rejenerasyon
oranlarini iyilestiren yararli ajanlarin tanimlanmasi hiicre tedavisinin yani sira doku
miihendisligi ve rejeneratif tipta da kullanilabilir. Bu alanda, kurkuminin klinik
uygulamalar1 aktif olarak ilerlemektedir (107). Kurkuminin kék hicre proliferasyonu,
diferansiyasyonu ve yaslanmasi tizerine koruyucu etki gosterdigi de bildirilmistir (87).
Dahasi, kurkumin ve MKH’nin doku hasar1 iyilesmesi tizerine sinerjistik etki
gosterdigi bilgisi literatiirde mevcuttur (108). Yukarida anlatilan nedenlerle, bu
calismada sican Asil tendon yaralanmasinda da kurkumin ve MKH’lerin kombine

uygulamasinin sinerjistik etki yapacagi hipotezi ile Kontrol, Kurkumin, Mezenkimal
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Kok Hiicre ve KurkumintMezenkimal Kok Hiicre deney gruplari olusturulmustur.
Son yillarda kurkuminin, 6zellikle oral olarak kullanildiginda, potansiyel tibbi degeri
iizerine kapsamli calismalar yapilmistir. Bununla birlikte, oral kurkuminin etkinligi
zay1f biyoyararlanimi nedeniyle engellenmektedir, ¢iinkii hidrofobik olan ve konjuge
olmayan kurkumin molekiilii, gastrointestinal sistem tarafindan istenilen diizeyde
emilmemektedir. Kurkumin alimi sonrasi kanda ve dokularda ¢ok diisiik kurkumin
seviyeleri saptanir (109). Kurkuminin sahip oldugu bu farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zellikler sebebiyle bu ¢alismada kurkumin, Bahadir ve ark. yaptig1
calismada kullandiklarina benzer sekilde susam yagi igerisinde ¢ézdiriilmiis olarak
kullanilmigtir (110) ve lokal olarak verilmistir. Susam yagi igerisinde ¢6zdlrilecek
kurkumin miktarinin doz ayarlamasi1 Zhang ve ark. yapmis oldugu tendon iyilesmesi
ile ilgili ¢alismadaki (111) kurkumin dozu baz alinarak yapilmistir. Kurkumin igin
¢oziicli olarak kullanilan susam yaginin olasi etkilerini test etmek icin ¢alisma grubu

olarak bir de Susam Yagi grubu olusturulmustur.

Biyomedikal ¢aligmalara konu olan tendon iyilesmesinde sigan Asil tendonu siklikla
kullanilmigtir (112). Bunun yani sira, liremesi ve temin edilmesinin kolay ve
ekonomik, c¢alismanin gerceklestirildigi laboratuvarda yetistirilme ve barinma
kosullarmin elverigli ve yeterli diizeyde olmasi nedeniyle de bu ¢aligmada deney

hayvani olarak kullanilmak {izere yine siganlar tercih edilmistir.

Transekte edilen tendonlarm kullanildigi ve tendon tamirinin dogrudan dikislerle
gergeklestirildigi  tendon iyilesmesi ¢alismalarinda iyilesmenin daha hizh
gergeklesmesi ve bunun sonucunda tamir dokusunda incelenecek faktdrlerin analizinin
zorlasabilecegi ihtimali gbz Oniine alinarak, bu calismada tendon yaralanmasi punch

ile pencere defekti olusturarak gergeklestirilmistir (113).

Literatiirde Asil tendon yaralanmasi sonrast optimal iyilesmenin saglanmasi igin
mekanik gerilmeyi saglayan harekete ihtiyag duyuldugu gosterilmistir (114). Bununla
birlikte Asil tendonu yaralanmasi veya riiptiir tamirinden sonra bacagin immobilize
edildigi ¢alismalar da bulunmaktadir (115). Ancak bu durumun, ek prosedurler
nedeniyle streci komplike edebilme ve si¢anlarin kendilerini beslemelerinde zorluk
¢ikarma ihtimali gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Tendonlarda pencere defekti

olusturuldugunda, bu defektin her iki tarafinda intakt birakilan tendon kisimlart Asil
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tendonun fonksiyonlarini, yani sicanin hareketlerini devam ettirmesini saglayarak

yukarida bahsedilen olumsuz ihtimallerin bertaraf edilmesini saglamistir.

Tendonda yaralanma sonrasi iyilesme ve skar sekillenmesi, birbiri ardinca meydana
gelen ve ig ice gegen 3 faz halinde gergeklesir: inflamasyon, proliferasyon ve yeniden
sekillenme. Inflamatuvar fazda eritrositler ve inflamatuvar hiicreler, ozellikle
notrofiller yara bolgesine gelirler. Tendon hucreleri yara bolgesine goc edip tip 111
kollajen sentezini baslatirlar. Birka¢ giin sonra proliferatif faz baslar ve bu faz
esnasinda tip III kollajen sentezi pik noktasmma ulasir. Bu fazin en Onemli
Ozelliklerinden birisi yiksek selllarite gozlenmesidir. Birkag hafta sonra yeniden
sekillenme (remodelling) fazmna girilir ve tip I kollajen bu fazda en fazla oranda bu

fazda sentezlenir (1).

Tendon iyilesmesinin histopatolojik olarak degerlendirilmesinde Bonar skorlamasi sik
kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada 2. hafta Bonar skorlarinda Kontrol grubuna
gore Kurkumin, Mezenkimal Kok Hicre ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hicre
gruplarinda (Kurkumin+Mezenkimal Kok Hucre grubunda daha belirgin olmak Gizere)
istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii. Bu azalma, iyilesmekte olan tendon
bolgesinde hiicre morfolojisinin tenosite daha yakin hale gelmesi, damarlanmanin ve
hiicreselligin azalmasi, daha diizenli kollajen lif dizilimi ve daha az ara madde varlig
gibi tendon iyilesmesinin olumlu yonde ilerledigini gdsteren mikroskobik
degisiklikleri kapsamaktadir. DOrdlncu haftada ise Kontrol grubuna gore diger
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi. 2. ve 4. hafta sonuglar
birbirleri ile kiyaslandiginda Kontrol, Susam yagi ve Kurkumin+Mezenkimal Kok
Hiicre gruplarinda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goriildii. Bu sonuglarla,
deney gruplarinda kurkumin ve MKH ’nin literatiirdeki bilgilere gore tendon iyilesmesi

uzerindeki beklenen olumlu etkileri dogrulanmustir.

Tip I kollajen tendon yapisinda en fazla miktarda bulunan kollajendir. Tip III kollajen
ise yaralanma sonras1 erken evrede, yani proliferasyon fazinda bol miktarda bulunur
ve tamir bolgesinin mevcut halindeki stabilizasyonu saglar (116). Tendonun dogal
iyilesme siirecinde tip III kollajenin tip I kollajen ile yer degistirmesi kritik 6neme
sahiptir (27) ve asil olarak yeniden sekillenme fazinda gergeklesir. Bu tez ¢alismasinda
tip I kollajen boyanma yogunlugu gruplar arasinda incelendiginde 2. haftada gruplar

arasinda farklilik yokken 4. haftada Kontrol grubuna kiyasla Kurkumin ve
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Kurkumin+Mezenkimal Kok hiicre gruplarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05),
Mezenkimal Kok Hiicre grubunda ise anlamli degere yakin (p=0,06) azalma goriildi.
Literatiirde tip I kollajenin gen ekspresyonunun tendon iyilesmesinin baslangicinda ve
devamindaki proliferasyon evresi siiresince tedricen azaldig gosterilmistir (117). Bu
baglamda 4. haftada Kurkumin, Mezenkimal Kok Hiicre ve Kurkumin+Mezenkimal
Kok Hiicre gruplarinda proliferasyon fazinin devam etmekte oldugu, Kontrol
grubunda ise tendon iyilesmesinin daha ileri safhasina gecilmis oldugu yorumu
yapilabilir. Bununla birlikte Kurkumin ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hicre
gruplarinin birbirlerine ustiinliikleri yoktu. Gruplarda 2. ve 4. haftalar arasinda tip I
kollajen boyanma yogunlugu incelendiginde Kontrol grubunda iki deger arasinda fark
yokken, Susam yagi, Kurkumin ve Mezenkimal Kok Hiicre gruplarindaki istatistiksel
olarak anlamli azalma, adi gegen deney gruplarinda iyilesmenin proliferasyon

evresinin 4. haftada da devam ettigi goriisiinii dogrulamaktadir.

Tendon 1yilesmesi sirasinda tip III kollajen en fazla proliferatif faz esnasinda
sentezlenir (1). Bu calismada tip III kollajen boyanma yogunlugu gruplar arasinda
incelendiginde hem 2. hem de 4. haftada, Kontrol grubuna kiyasla diger tiim gruplarda
artiy goriilmekle birlikte bu artis sadece Kurkumin grubunda istatistiksel olarak
anlamliydi. Hasarli tendon iyilesmesinde kurkuminin tendon iyilesmesine olumlu
etkileri bilinmektedir (105, 96). Bu calisgmada incelenen ve iyilesmenin proliferatif
evresinde oldugu diisiiniilen tendonlarda tip III kollajenin boyanma yogunlugu ile ilgili
elde edilen veriler, MKH’lerin ve kurkuminin tendon iyilesmesi iizerine yukarida
bahsedilen olumlu etkilerini desteklemektedir. 2. ve 4. hafta sonuglar1 birbirleri ile
kiyaslandiginda Susam yagi, Mezenkimal Kok Hiicre ve Kurkumin+Mezenkimal Kok
Hiicre gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artig goriildii. Haftalar arasindaki bu
anlamlh artis da tendonlarin iyilesmenin proliferatif evresinde oldugu yorumuyla

uyumludur.

Calismada tip I ile tip III kollajen boyanma yogunluklar1 arasinda negatif yonde
korelasyon tespit edilmistir. Degiskenlere ait 6l¢iimlerin tendon yaralanmasinin 2. ve
4. haftasinda elde edildigi géz oniine alindiginda, tendon iyilesmesinin proliferatif
fazin1 yansitan bu donemdeki sonuglar yukarida daha dnce bahsedilen ve bu donemde
tip I kollajenin azalip tip III kollajenin arttig1 genel bilgileriyle uyumlu ve birbiri ile
de tutarhdir.
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Tenomodiilin olgun tenositler i¢in kullanigli bir fenotipik belirtectir. Bu tez
calismasinda tenomodiilin boyanma yogunlugu gruplar arasinda incelendiginde, 2.
haftada Kontrol grubuna kiyasla Susam Yagi grubunda istatistiksel olarak anlaml
azalma gorildi. Bu bulguyu izah edecek veya destekleyecek literatir bilgisine
rastlanmadi. DOrdiincu haftada ise Susam Yag1 grubu disinda tiim gruplarda Kontrol
grubuna gore artig goriilmiis olmakla birlikte, bu artis Kurkumin ve Mezenkimal Kok
Hiicre gruplarinda ¢ok anlamli (p<0,02), KurkumintMezenkimal Kok Hiicre
grubunda anlamlilik derecesine yakin olarak bulundu (p=0,07). Bu sonuglar, hem
kurkuminin hem de MKH’nin 4. haftada iyilesme bolgesinde -proliferatif evreyle
uyumlu sekilde- tenositlerin yogun olarak bulunmalarima neden olduklarimni
diistindiirmektedir. Bu yorum, yukarda tip I ve Il kollajen boyanma yogunluklar
Uzerinden yapilmis olan, “galisilan tendonlarin proliferatif evrede olduklart”
yorumunu da desteklemektedir.  Ikinci ve 4. hafta sonuglar1 birbirleriyle
kiyaslandiginda Kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma olmas1 Kontrol
grubunda iyilesme bdlgesindeki tenositlerin, literatiirdeki “tenomodiilinin tendon
yaralanmasi sonrasi 1 ve 2 hafta sonra upregule oldugu ve sonraki yeniden sekillenme
evresi siiresince seviyesinin azaldigi” (118, 119) bilgisiyle uyumludur. Deney
gruplarinda ise tenomodilin seviyesinin artmis olmasi, bu gruplarda proliferatif fazin
devam ettigini gostermesinin yaninda tip I ve tip III kollajen degerleri ile de

uyumludur.

Biyomekanik degerlendirme verilerine gore gerilme giiciin 2. haftada gruplar arasinda
istatistiksel ~ olarak anlamli bir degisiklik gostermedi. Bununla birlikte
Kurkumin+Mezenkimal Kok Hicre grubunda Kontrol grubuna gére p=0,072 olan bir
artis belirlendi. Literatiir bilgisine (120) gore tendon iyilesmesinin ilk 2 haftasinda
gerilme giict ile ilgili bir artis beklenmediginden sonuglar literatiirle uyumludur.
Dorduncu haftada ise Mezenkimal Kok Hiicre ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hucre
gruplarinda Kontrol grubuna gore gerilme giiciinlin artmis oldugu belirlendi.
Kurkuminin ve MKH’nin tendon iyilesmesi {izerine tartisma boliimiiniin baslangig
paragraflarinda aktarilan olumlu etkileri goz 6niine alindiginda bu artis beklenen bir
sonugtur. ikinci ve 4. haftalar birbirleri ile kiyaslandiginda, Susam Yag1 disindaki tiim
gruplarda istatistiksel olarak anlamli artig goriildi. Bu artis deney gruplarinda kontrol
grubuna gore ¢ok daha belirgindi ve gerilme giiciiniin tendon iyilesmesi ile iliskisinin

ele alindigi kaynaklarla (120) paralellik gostermekteydi. Bu sonuglara gore hem
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kurkumin hem de MKH’nin iyilesmekte olan tendon yaralanmasinda gerilme giicii

geri kazanilmasinda belirgin etkisinin oldugu goriilmektedir.

Ikinci ve 4. haftalarmn tiim degiskenler acisindan karsilastiriimasinda; hiicresel veriler
acisindan daha dogrudan bilgiler veren Bonar skoru ve tenomodulinin (tenosit
belirteci) Kontrol grubunda belirgin olarak azalmis olmasi, Kontrol grubunda tendon
iyilesme sathalarinin tamamlanmig veya tamamlanmaya yakin oldugu seklinde
yorumlanabilir. Kontrol grubunda tip I ve III kollajenin boyanma yogunluklarinda
anlamli bir degisiklik olmamasi yine iyilesme doneminde duragan bir sathada
olundugu seklinde yorumlanabilecek ek bulgulardir. Diger deney gruplarinda farkli
degiskenlerde farkli olmakla birlikte genel olarak iyilesme bolgesindeki proliferatif

fazin devam etmekte oldugunu destekleyen veriler elde edildi.

Bu caligmada Bonar skoru ile tip I kollajen boyanma yogunlugu arasinda istatistiksel
olarak anlamli ve pozitif yonde bir iliski oldugu da goriilmiistiir. Bonar skorunun
azalmasi seklinde kendini gosteren daha iyi durumdaki iyilesme, tip I kollajenin de
azalmasiyla paralellik gostermektedir. Bu iliskiyi dogrudan agiklayacak bir literatir
bilgisine erisilememistir. Bonar skoru ile gerilme giicii arasinda ise negatif korelasyon
tespit edilmistir. Bu iligki, diisiik Bonar skoru ile ifade edilmis olan daha iyi
iyilesmenin daha ylksek gerilme giclne sahip olmasi anlamina gelmektedir ki bu da

genel literatur bilgisiyle uyumlu ve beklenen bir durumdur.

Deney gruplarinda tip I kollajen ve tip 111 kollajen boyanma yogunluklar: arasindaki
negatif korelasyon literatiir bilgisiyle uyumludur. Tendon iyilesmesinin ilk 4 haftasin
temsil eden ve dolayist ile proliferasyon fazinda olan 6rneklerde tip I kollajen azalirken
tip 111 kollajenin artmasi beklenen bir bulgudur (117). Tip I ve 111 kollajen arasindaki
negatif iligki, bu kollajen tiplerinin gerilme giicii ile olan iligkisinde de kendini
gostermistir. Tip 111 kollajen boyanma yogunlugu ile gerilme giicli arasinda pozitif
yonde korelasyon tespit edilmistir; tip Il kollajen boyanma yogunlugu arttikga
gerilme giicii de artmistir. Tip I kollajen seviyesi ile gerilme giicii iliskisi arasinda ise
negatif yonde bir korelasyon tespit edilmistir. Bu son iliski ¢eligkili gibi goriinse de su
sekilde yorumlanmustir: Ornekler tendon iyilesmesinin proliferasyon dénemine aittir.
Bu ddnemde tip I kollajen diizeyinde yenilenme veya artis henliz beklenmedigi gibi,
tendon bolgesinde pencere defekti olusturulmasi sirasinda defekt bolgesindeki tendon

pargasinin ortadan kalkmasiyla birlikte ortamda azalmistir; ¢iinkii tendonun en 6nemli

67



yapisal komponentidir. Bu nedenlerle gerilme giiciliniin bu donemde temel olarak yeni
olusturulmakta olan ve ortama yeni eklenen tip III kollajenden kaynaklanacagi
sOylenebilir. Tendon iyilesmesinin erken doneminde tip III ve tip I arasinda negatif bir
iliski oldugu bilindiginden, korelasyon analizimizdeki gibi tip III kollajen boyanma
yogunlugu ve gerilme giicii artarken tip | kollajen boyanma yogunlugunun azalmasi

makul gorinmektedir.

Caligmanin biitiin bulgular1 degerlendirildiginde kurkumin ve MKH’nin birlikte
kullanilmasinin, bu etkenlerin tek basina kullanilmalarindan daha farkli pozitif bir

etkisi ortaya konulamamastir.
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6. SONUCLAR

Ikinci haftada Bonar skorlart Kurkumin, Mezenkimal Kok Hiicre ve

Kurkumin+Mezenkimal Kok Hiicre gruplarinda Kontrol grubuna gore azalmistir.

Tip I kollajen boyanma yogunlugu 4. haftada Kurkumin ve Kurkumin+Mezenkimal

Kok Hiicre gruplarinda Kontrol grubuna gore azalmistir.

Tip III kollajen boyanma yogunlugu Kurkumin grubunda hem 2. hem de 4. haftalarda

Kontrol grubuna kiyasla artig gostermistir.

Tenomodiilin boyanma yogunlugu 4. Haftada Kurkumin ve Mezenkimal Kok Hiicre

gruplarinda Kontrol grubuna gore artmistir.

Gerilme glicu 4. Hafta Mezenkimal Kok Hiicre ve Kurkumin+Mezenkimal Kok Hiicre

gruplarinda Kontrol grubuna gore artig gostermistir.

Kurkumin ve MKH’nin birlikte verildigi gruplardan elde ettigimiz histopatolojik,
immdunohistokimyasal ve biyomekanik bulgular 1518inda bu etken maddelerin

sinerjistik etkisi gozlenmemistir.
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Dorduncl haftada degerlendirilen parametrelerden elde edilen verilere dayanilarak
calismadaki tendonlarin hala proliferatif evrede olduklari diisiiniilmiistiir. Tendon
iyilesmesinin yavas gelisen bir siire¢ oldugu g6z éniinde bulundurularak proliferatif
evre sonrast yeniden sekillenme evresini de kapsayacak ¢alisma takviminin

kurgulandig1 bir deney modelinin daha ideal olacag: fikrine varilmistir.
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