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OZET

CETIK RM. Transforme Edici Bilyiime Faktérii Beta-3 (TGF-p3) Yiiklii
Nanopartikiillerin Sicanlarda Asil Tendon Iyilesmesi Uzerine Etkilerinin
Arastirllmasi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Ortopedi ve Travmatoloji
Uzmanhk Tezi, Ankara 2021. Insan viicudundaki en dayanikli tendon olan asil
tendonu, ayn1 zamanda en sik yaralanan tendonlardan da birisidir. Kisa siireli in vivo
etkinlige sahip TGF-B3 molekiilinin embriyonik kok hicrelerde tendinojenezi
uyardig1 bilinmektedir. Bu tez kapsaminda, TGF-B3 molekiiliinin asil tendon
yaralanmasi1 sonrasi iyilesme siirecine katkisinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.
Bu amacla, sigan asil tendonlarinda tek tarafli olusturulan tendon yaralanmasi
modelinde; uzun etki siresine sahip TGF-B3 yikli poli(laktik-ko-glikolik asit)-b-
poli(etilen  glikol) (PLGA-b-PEG) nanopartikillerinin  in  vivo etkinligi
degerlendirildi. 80 adet erkek Sprague-Dawley cinsi sigan; kontrol (C) grubu, bos
kitosan film (Ch), serbest TGF-B3 igeren kitosan film (ChT), TGF-B3 yiikli
nanopartikill iceren kitosan film (ChN) uygulanan grup olmak Uzere 4 farkli gruba
ayrildi. 3. ve 6. haftada hayvanlarin sakrifiye edilmesiyle her grupta 10 adet sigan
bulunan 8 grupta tendonlar biyomekanik, histolojik (Movin ve Bonar skorlari ile),
immdunohistokimyasal (tip | ve tip Il kollajene yonelik) olarak incelendi ve gen
ekspresyon diizeyleri (COL1AL, COL3Al, scleraxis, tenomodulin) ger¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemiyle tayin edildi. Histolojide; ChT ve
ChN’nin doku iyilesmesini 3. ve 6. haftalarda olumlu etkiledigi goriildii. 3. haftada
ChT’nin maksimum yuk, 6. haftada ise ChN’nin maksimum gerilim 6lcimlerinde
belirgin fark oldugu tespit edildi. Immiinohistokimyasal analizde; ChN’nin 3. haftada
tip 111 kollajen, 6. haftada ise tip | kollajen ekspresyonunun belirgin sekilde artmis
oldugu saptandi. 3. haftada COL1A1l’nin ChT ve ChN’de artmis eksprese edildigi,
COL3AZ1’nin ise sadece ChN’de artmis eksprese edildigi belirlendi. Sonuglar, TGF-
B3 yukli PLGA-b-PEG nanopartikillerini iceren kitosan filmin siganlarda asil

tendon yaralanmasini takiben iyilesme strecine olumlu katki sagladigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Asil tendonu, tendon yaralanmasi, TGF-B3, nanopartikiil,
PLGA-b-PEG, kitosan film

Hacettepe Universitesi BAP Koordinatorliigii Proje No: THD-2020-18657



ABSTRACT

CETIK RM. Evaluation of the Effect of Transforming Growth Factor Beta-3
(TGF-p3) Loaded Nanoparticles on Healing in a Rat Achilles Tendon Injury
Model. Hacettepe University Faculty of Medicine, Orthopedics and
Traumatology Thesis, Ankara 2021. Achilles tendon is the strongest tendon in the
human body, and is one of the most frequently injured tendons . TGF-3 was shown
to induce tendinogenesis in embriyonic stem cells; but it’s in vivo effects are not
long-lasting. The aim of this thesis project is to evaluate the effect of TGF-B3 on
healing after achilles tendon injury. For this purpose, on a unilateral achilles tendon
injury model in rats, the in vivo efficacy of TGF-B3 loaded polylactic-co-glycolic
acid-b- polyethylene glycol (PLGA-b-PEG) nanoparticles has been evaluated. 80
male Sprague-Dawley rats were divided into 4 groups: control (C), empty chitosan
film (Ch), chitosan film containing free TGF-p3 (ChT) and chitosan film containing
TGF-B3 loaded nanoparticles (ChN). 40 rats were sacrified in the 3"week, and the
remaining 40 in the 6™ week; therefore 8 experimental groups were formed with 10
rat in each. Tendons were evaluated biomechanically, histologically (Bonar and
Movin scores), immunohistochemically (type | and type Il collagen); and gene
expression analysis was done for COL1A1, COL3A1, scleraxis and tenomodulin by
using real time polymerase chain reaction (RT-PCR) technique. Histologic analysis
showed better scores for both ChT and ChN groups. Biomechanically, ChT group
had a higher maximum load on 3" week, and ChN group had higher maximum stress
on 6™ week. Immunohistochemically, ChN group was shown to express higher
amounts of type Il collagen on 3™ week and type | collagen on 6" week. Gene
expression for COL1A1 was higher for ChT and ChN on 3 week, COL3A1 was
only higher in ChN group. Our results indicate that TGF-p3 loaded PLGA-b-PEG
nanoparticles, which have a longer duration of action, show positive effects on

achilles tendon healing in a rat model.

Keywords: Achilles tendon, tendon injury, tendon rupture, TGF-B3, nanoparticle,
PLGA-b-PEG

Hacettepe University Scientific Research Project Comission Project No: THD-2020-
18657
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1. GIRIS ve AMAC

Kas-iskelet sistemi hastaliklari, 50 yas 1iizeri popiilasyonun kronik
rahatsizliklarinin yaridan fazlasini [1] ve genglerin spor iligkili yaralanmalarinin
%30-50’sini olusturan [2] onemli saglik sorunlaridir. Tendon yaralanmalar1 da bu
hastaliklar igerisinde ¢ok dnemli bir paya sahiptir.

Insan viicudundaki en dayanikli tendon olan asil tendonu, ayn1 zamanda en sik
yaralanan tendonlardan da birisidir. Yillik insidans1 7-40/100.000 arasinda bildirilen
bu yaralanmalarla en sik 30-40 yas araligindaki erkeklerde karsilasilir [3].

Tendon dokusunun diisiik yenilenme hizi, zayif vaskularite ve inervasyon gibi
sebeplerden dolay1; hasar goren tendon dokusunun iyilesmesi genellikle uzun stirer
ve sonug olarak daha zayif ve tekrar yaralanmaya yatkin bir doku olusur [4, 5].
Basarili tedavi saglamanin ¢ok zor oldugu bu yaralanmalarda, yeni tedavi segcenegi
olarak potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla bircok biyolojik ajan deneme
asamasindadir. Bunlarin igerisinde giincel olarak en umut verici olanlardan birisi de
“Transforme Edici Blyime Faktorl Beta-3” (TGF-B3) molekiiliidiir.

TGF-B3 molekiilii, antifibrotik etkisi ve skarsiz iyilesme saglamasi [6]
sebebiyle uzun siiredir bircok ¢alismada yer almistir ve embriyonik kok hucrelerde
tendinojenezi uyardigimin da gosterilmesiyle beraber [7, 8], kas-iskelet
arastirmacilarinin da ilgi alanma girmistir. Rotator manget yaralanmalarinda TGF-
B3’tn olumlu etkileri c¢aligmalarla gosterilmisken [9-11], heniiz asil tendon
yaralanmalari iizerine olan etkisi ¢aligilmamustir. Bununla birlikte TGF-B3’iin in vivo
kosullarda uygulanabilir olmasi agisindan en biiylik sorun kisa etki siiresine Sahip
olmasidir.

Bu tez kapsaminda, TGF-B3 molekiiliiniin asil tendon yaralanmasi sonrasi
iyilesme siirecine katkisinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu amacla, sigan asil
tendonlarinda tek tarafli olusturulan tendon yaralanmasi modelinde; uzun etki
suresine sahip TGF-B3 yukli poli(laktik-ko-glikolik asit)-b-poli(etilen glikol)
(PLGA-b-PEG) nanopartikillerinin in vivo etkinligi degerlendirildi. Tendon
yaralanmas1 modelinde nanopartikiillerin lokal uygulanabilirligini saglamak, uzun
siireli etki elde edebilmek ve doku yikimmi yavaslatmak i¢in TGF-B3 yukli

nanopartikller iceren kitosan film kullanildi.



Hipotezimiz; TGF-B3  uygulamasmin histolojik  olarak iyilesmeyi
hizlandiracagi, biyomekanik olarak dayanikli bir doku olusumunu saglayacagi,
immiinohistokimyasal a¢idan dogal asil tendon dokusu ile uyumlu olacagi ve gergcek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemiyle yapilan ¢alismada gen

ekspresyonu agisindan tendinojenez siirecini daha iyi yansitacagi yoniindedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Asil Tendonu ile ilgili Genel Bilgiler

2.1.1. Asil Tendonunun Histolojisi

Asil tendonu, viicudun diger tendonlarina benzer bir histolojik yapiya
sahiptir. Bu yap1y1; ana hiicresel eleman olan tenositler ve bunlarin etrafinda biiyiik
oranda tip | kollajen iceren bir ekstraseliiler matriks (ESM) olusturur [12]. Bu klasik
bag doku yapisi hiicre igerigi agisindan fakirdir, temel hicresel elemanlar olan
tenoblast ve tenositler ise fibroblast kokenli hiicrelerdir [13].

Ekstraseliiler matriks iceriginin yaklasik olarak %30’u kollajen, %2’si elastin
ve %68’1 sudan olusmaktadir [14]. Bu kollajen protein i¢eriginin %90’dan fazlasi tip
| kollajendir [12]. Tendon igerisinde bu proteinler, hiyerarsik bir yap1 olusturacak
sekilde dizilmislerdir. Bu yap1 kiiglikten biiylige dogru; iplik¢ik (mikrofibril), iplik
(fibril), demet (fiber) ve fasikiillerden olusur (Sekil 2.1.). Kollajenler; iplik olusturan
tipler (I, II, III, V, XI), iplik iliskili tipler (IX, XII, XIV, XIX, XX, XXI), altigen ag
olusturan tipler (VIII, X), iplik¢ik olusturan tip (VI) ve bazal membran tipi (IV)
olmak (izere kategorize edilebilir [15, 16].

Subfasikiil Fasikiil  Tersiyer Fasikiil

Demet

Epitenon

Endotenon

Sekil 2.1. Asil tendonunun hiyerarsik yapist [17].



Birbirine paralel dizilmis ve sikica paketlenmis tip I kollajen molekiilleri,
iplikleri olusturur. iplikler ise yine paralel bir dizilimde bir araya gelir ve demetleri
olusturur. Tipik bir asil tendon ipliginin cap1 60 pm’dir. Iplikgiklerin ¢ap1 ise 30-130
nm arasinda degisir [14]. Demetler; sinir uglari, damarlar, lenfatik venlerin de
katilimiyla fasikulleri olusturur. Biyomekanik olarak test edilebilen en kiigtik tendon
birimi fasikillerdir [14]. Endotenon ile cevrili olan fasikiller bir araya gelerek
makroskopik tendonu olustururlar. Tendonu cevreleyen epitenon ve paratenon
katmanlar1 arasinda, hareket sirasinda siirtinmeyi azaltmayir amaglayan sivi
iceriginden yogun gevsek bir bag doku tabakasi bulunur (Sekil 2.1.) [13].

Tendona biyomekanik 6zelliklerini kazandiran, kollajenden sonra en dnemli
molekdl olan elastin, toplam agirligin %]1’inden azini olusturmaktadir [15]. Elastin,
ESM’de tropoelastin molekiilleri tarafindan olusturulur ve mikrofibriler bir ¢atiya
baglanir. Elastinin biyomekanik 6zellikleri kollajene gdre oldukg¢a farklidir ve yiik
altinda %?200’e kadar uzayabilir, sonrasinda ise eski seklini tekrar kazanabilir [13].

ESM igerisinde, proteoglikanlar (PG) ve kollajen dis1 glikoproteinler (GP) de
bulunmaktadir. Bunlarin, hiicresel ¢ogalmanin kontrolii, farklilasma, hiicre
migrasyonu ve tenosit sagkalimi gibi ¢esitli fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir
[17]. Asil tendonunda, kiigiik yapili PG’ler arasindan en ¢ok bulunani dekorin, biiyiik
yapililar icerisinde ise versikan ve agrekandir [15]. Kollajen dis1t GP’ler arasinda ise
asil tendon yapisinda en ¢ok goriilenler; fibronektin, laminin, trombospondin ve
tenaskin-C’dir [17].

Tendonun hiicresel elemanlarmin %95’ini, tenosit ve tenoblastlar olusturur.
Bunlarin disinda az miktarda sinovyal hiicreler, kondrositler ve vaskiiler hiicrelere de
rastlanir [13, 16, 17]. Tenoblastlar, yeni gelismekte olan asil tendonunda ¢ok bol
miktarda bulunur. Uzun, paralel zincirler halinde dizilen bu farkli sekil ve
buyuklukteki hicreler, ESM proteinlerinin sentezinden sorumludur. Pinositotik
vezikiiller, aktin ve myozin igeri§i ve yogun lizozom igerigi bu hiicrelerin
karakteristik 6zelligidir. Gelisimin tamamlanmasi sirasinda bu hiicreler igsi bir sekil
alarak tenositlere farklilasirlar [15].

Tendon histolojisi ve yapist incelenirken, tendon yaralanmasi esnasinda ve

sonrasinda bu yapinin degisiklige ugradigi unutulmamalidir.



2.1.2.  Asil Tendonunun Anatomisi

Gastroknemius ve soleus kaslarinin tendonlarinin birlesimiyle olusan asil
tendonu, viicuttaki en dayanikli ve en genis tendondur [14]. Bu tendon, baldirin
yaklagik olarak orta hizasinda, posterior kompartmandaki en yiizeyel kas olan
gastroknemiusun liflerinden olusur [13]. Gastroknemiusun hemen inferiorunda
plantaris kas1 bulunur. Bu kas, asil tendonundan bagimsiz olarak kabul edilmesine
ragmen, bazi kaynaklarda asil tendonu igerisine katilabildigi gosterilmistir [18]. Bu
iki kasin hemen anteriorunda ise soleus kas1 yer alir. Gastroknemius’un medial basi
tendonun posterior liflerini, lateral basi ise anterior liflerini olustururken, santral
lifler ise soleustan koken almaktadir[19]. Bunun sebebi de asil tendonunda ipliklerin
diiz bir sekilde insersiyoya kadar ilerlememesi, bunun yerine bir spiral gibi 90°’ye
kadar donerek ilerlemesidir [13].

Asil tendonunun uzunlugu popiilasyonda 11-26 cm arasinda degigken olarak
saptanmistir ve ortalamasi 15 cm’dir [13]. Tendonun kalinligi ise, orijininde ortalama
6.8 cm (deger aralig1 4.5-8.6), orta kisminda en ince yerinde ortalama 1.8 cm (deger
araligi 1.2-2.6) ve kalkaneusa yapisma yerinde ortalama 3.4 cm (deger araligi1 2-4.8)
olarak tespit edilmistir [13].

Tendonun kalkaneus uzerindeki insersiyosu, posterior kalkaneal prominens
iizerinde, medial ve laterale dogru genisleyen hilal seklinde bir bolge olusturmaktadir
ve yari ¢apt 13.8 mm ile 43.6 mm arasinda degigsmektedir [20]. Tendon, insersiyonun
4 cm proksimaline kadar dairesel bir kesit alanina sahipken, bu noktadan distale
ilerleyisi sirasinda insersiyoya yaklastik¢a genisler.

Asil tendonunun distal ucunda farkli yerlesimli, derin ve yizeyel bursalar
bulunabilmektedir. Bunlarin en sik goriileni, asil tendonu ile kalkaneusun posterioru
arasinda yer alan retrokalkaneal bursadir [21]. Anterior duvari fibrokartilaj yapida
olan bu bursanin posterior duvari incedir ve asil paratenonu ile birlesiktir [13]. Daha
disiik siklikta goriilen bursalar ise, asil tendonu ile cilt arasinda bulunan ylizeyel
bursa ve kalkaneus ile plantar fasyanin baslangici arasinda genisge yayilan

retrokalkaneal bursalardir.



Peroneal Posterior
Arter Tibial Arter

Sekil 2.2. Asil tendonunun kanlanmasi [15].

Kalkaneusun posterior-superior yiizeyi, tibianin posterior yiizeyi ve asil
tendonu arasinda kalan bolgeye Kager icgeni denir [22]. Bu bolge, asil tendonu ile
derin fleksorleri birbirinden ayirmaktadir. Fleksor hallusis longus, fasyal septum ile
tibia arasinda yer almaktadir. Kager iiggeni igerisindeki yagli gevsek bag dokusu,
icerdigi damarlarla asil tendonunun kanlanmasina katkida bulunmaktadir [14].

Baldir posteriorunda medialde posterior tibial arter (PTA), lateralde ise
peroneal arter (PA) seyretmektedir. Tendonun proksimal ve distali PTA tarafindan
beslenmekteyken, orta kesimi ise PA tarafindan beslenir (Sekil 2.2.) [23]. Yapilan bir
calismada, tendon kanlanmasinin kantitatif analizi sonucunda tendonun proksimal ve
distalinde sirasiyla 73.4 damar/cm? ve 56.6 damar/cm? olan vaskiler dansite,
tendonun orta kesiminde 28.2 damar/cm®ye diismiistir [24]. Tendonun bu
damarlanma 6zellikleri, yaralanmaya yatkinlik ve iyilesme kapasitesinin belirlenmesi
acisindan bilyiik 6nem tagimaktadir. Tendon kanlanmasinin yasla beraber azaldigi da
unutulmamalidir [13].

Asil tendonunun inervasyonu, temel olarak sural sinirin dallar1 tarafindan
saglanmaktadir. Bu sinir, tibial sinirin bir dali olan medial sural kiitan6z sinir ile
peroneal sinirin komiinikan dalinin baldir orta 1/3’{inde birlesmesi ile olusur, farklh

varyasyonlar da bildirilmistir [25]. Insersiyonun yaklasik 8-10 cm proksimalinde,



sural sinir asil tendonunun lateral sinirinin komsulugunda seyreder ve bu iligki
Ozellikle asil tendon cerrahisi sirasinda 6nemlidir [15]. Asil tendonunun tibial
sinirden de dallar alabildigi bilinmektedir [13]. Afferent sinir uglarinin biiyiik
cogunlugu, kemik-tendon bileskesi ve c¢evresinde sonlanmaktadir ve dort cesit
reseptor gozlenmektedir: tip 1 Ruffini korpuskuld, tip 2 Vater-Paccini korpuskuld,

tip 3 golgi tendon aparat1 ve tip 4 serbest sinir uglari.

2.1.3. Asil Tendonunun Biyomekanik Ozellikleri

Asil tendonu, ayak bileginin en kuvvetli plantar fleksorlerinin
olusturdugu kuvveti iletir; diz, ayak bilegi ve subtalar eklemler iizerine etki gdsterir
[15, 26]. Hasar olusmadan oOnce tendonun %4’c kadar gerinime dayanabildigi
bilinmektedir [14]. Tendonun maruz kaldig1 yiik; yiiriime sirasinda 2.6 kN, sigrama
sirasinda 3.8 kN ve kogma sirasinda viicut agirliginin 12 katindan fazla olan 9 kN’nin
tizerinde Sl¢tilmiistiir [15, 26, 27].

Asil tendonunun mekanik 6zelliklerinin in vitro kosullarda 6lgiminde
iki farkli egriden faydalanilabilir. Bunlardan ilki, ylik-yer degistirme egrileri; ikincisi
ise daha sik kullanilan, materyalin boyutlarinin 6l¢iimde olusturabilecegi farkliliklar
ortadan kaldirma avantajina sahip olan gerilim-gerinim egrileridir (Sekil 2.3.) [15].
Yapilan in vitro ol¢timlerde asil tendonunun Young modiiliisii 1-2 GPa, en (st
dayanma gerilimi 100 MPa, en (st dayanma gerinimi %4-10 olarak bulunmustur [15,
27].

Biyomekanik 6zelliklerin in vivo kosullarda 6l¢iimii de farkli metodlarla
yapilabilmektedir: ultrasonografi [28-30], manyetik rezonans goriintiileme (MRG)
[31, 32] ve dinamometri [33] bunlardan bazilaridir. In vivo 6l¢iim metodlarin
biyomekanik sonuglari, kullanilan tekniklerin standardize edilmesinin gii¢ olmasi
sebebiyle oldukga farkli bulunmaktadir [15]. Bu metodlar, yaslanma gibi fizyolojik
ve tendinopati gibi patolojik sureclerin tendon (Uzerine etkilerinin incelenmesi

acisindan oldukg¢a dnemlidir [34, 35].
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Sekil 2.3. Ornek bir gerilim-gerinim egrisi [13].

2.2. TGF-p3 ile Tlgili Genel Bilgiler

2.2.1. TGF-B3’iin Molekiiler Yapisi

Transforme edici buyume faktori-p (TGF-B) siiperailesi, siirekli
genislemekte olan ve bir¢ok diizenleyici polipeptidi i¢inde barindiran bir protein
ailesidir. Bu protein superailesi TGF-p ailesi disinda kemik morfogenetik protein
(BMP), biiyiime ve farklilasma faktorii (GDF), aktivinler (ACT), inhibinler (INH),
glial hucre tirevli norotrofik faktér (GDNF) gibi farkli molekiiler aileleri de
icermektedir [36].

TGF-B ailesinde yer alan proteinler etkilerini otokrin, parakrin veya
endokrin sinyal iletim yollar1 ile gosterebilirler [36, 37]. Bu aile, insan vicudu igin
elzem olan birgok fizyolojik siirecte rol almaktadir: embriyonik gelisim esnasinda
mezenkim-epitel  etkilesimleri, doku farklilagsmasi, immiin fonksiyonlarin
diizenlenmesi ve yaralanmaya kars1 doku yanit1 bunlarin baslicalaridir [36, 38].

Memelilerde ii¢ farkli TGF-f izoformu bulunur: TGF-B1, TGF-f2 ve
TGF-B3. Bu izoformlarin hepsi farkli kromozomlarin iizerindeki farkli genler
tarafindan kodlanmaktadir. TGF-B1’in geni 19q13.1 lokasyonunda, TGF-2’nin geni
1941 lokasyonunda ve TGF-B3’iin geni ise 14q24 lokasyonundadir [36, 39, 40].



Sentezlenen izoformlar ise, %70’in ilizerinde amino asit homolojisine sahiptir [36].
TGF-p sentezi; makrofajlar, fibroblastlar, trombositler ve timaér hiicreleri gibi bircok

farkli hiicre tipi tarafindan gerceklestirilebilmektedir [38].
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Sekil 2.4. TGF-f sentezindeki molekiiler basamaklar [36].

TGF-B izoformlarinin sentezi ve post-translasyonel modifikasyonlari, kompleks
ve ¢ok basamakli bir siirectir ve birgok farkli enzim tarafindan kontrol edilir (Sekil
2.4.) [36]. Izoformlarin hepsi ilk olarak, 390 amino asitten olusan 55 kDa agirliginda
bir monomer olan pre-pro-TGF-f formunda sentezlenir. Bu monomerin yapisinda;
N-terminalinde 29 amino asitlik bir sinyal peptidi (SP), 249 amino asitlik bir latens
iliskili peptid (LAP) ve 112 amino asitlik bir C-terminal peptidi bulunur. Aktif TGF-
B izomerleri, C-terminal peptidinin farkli modifikasyonlar1 sonucu olusur [41, 42].
Siirecin devaminda, enzimatik proteoliz, SP’nin ¢ikarilmas1 ve ii¢ adet disiilfid bagi
ile iki monomerin bir dimer olusturmak {izere birbirine baglanmasi gerceklesir [43].
Bu siirecin sonunda kiigiik latent kompleks (KLK) olusur. TGF-B hiicre disina inaktif
formda salinir. KLK, latent TGF-f baglayici protein ile birleserek, biiyiik latent
kompleksi (BLK) olusturur. BLK, biyolojik olarak inaktiftir ve hiicre disina salinir.



10

ESM igerisinde plazmin, matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2), matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9), BMP-1, trombospondin-1, retinoik asit gibi farkli

enzim ve molekiillerle kurulan etkilesim sonrasinda aktif TGF-f olusur [44-47].

2.2.2. TGF-p3’iin Etki Mekanizmasi

TGF-B ailesi, bulunduktan sonra ¢ok sayida ¢alismaya konu olmus ve yogun
olarak arastirilmistir. Ik dikkat ¢eken ozellikleri ise farkli epitel ve hematopoietik
hiicre serilerinde biiylime inhibisyonu yapmasi, ayni zamanda mezenkimal kokenli
hicrelerin ekstraseluler matriks sentezini regule etmesi olmustur [48]. Bu aile, temel
olarak hedef hiicrelerde gen ekspresyonlarinin degisimine sebep olur [48].

Salinim ve aktivasyonlarinin ardindan TGF-f ailesi, plazma membranindaki
spesifik bir serin/treonin kinaz reseptoriine baglanarak etkisini hiicre igine iletir [49].
TGF-B reseptor ailesinin, her biri sisteinden zengin ekstraseliiler bir kisim ve kinaz
etkili intraseliler kisimdan olusan TPRI ve TPRII olmak tizere iki farkl tiyesi vardir
[38]. TGF-B molekiilleri, TRRII tizerinden etki gosterirler.

TGF-B yolagindaki ikincil mesajcilar, Smad molekiilleridir. Sitoplazmik bir ara
molekiil olan Smad’lar 3 grup halinde incelenmektedirler: reseptdr iliskili olan R-
Smadlar (Smad 1, 2, 3, 5 ve 8), ortak mediatoér Co-Smadlar (Smad 4) ve inhibitor
Ozellikte olan I-Smadlar (Smad 6 ve 7) [50]. TGF-B hiicre i¢i sinyal iletim yolagi ve
Smad molekdllerinin roli Sekil 2.5.”te gosterilmektedir. Burada bahsedilen yolaklar,
TGF-B3 i¢in de ortaktir.
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Sekil 2.5. TGF-f sinyal yolaklar1 ve ara mesajcilar [36].

2.2.3. TGF-B3’iin Viicuttaki Etkileri

TGF-B ailesinin insan viicudundaki gorevleri ve etkileri arastirilirken en ¢ok
bilgi TGF-B1 ve sonra da TGF-B2’yi konu alan ¢alismalardan elde edilmistir; fakat
dikkat etmek gerekir ki bu ailenin iiyeleri igerisinde yapisal homoloji ylksek oranda
olmasina ragmen vicutta etkileri cok genis yelpazede seyretmektedir [38, 51, 52].

TGF-B3 molekiiliiniin embriyogenezde ¢ok 6nemli bir rolii oldugu, TGF-B3
knock-out fare deneyleri sonucunda ortaya g¢ikarilmistir. Bu molekiiliin yoklugu
sonucunda olusan dudak-damak yarig1 [53] ve anormal akciger gelisimi [54] etkileri
uzun siiredir bilinmekteyken; kardiyovaskiiler gelisimde de rol oynadigi ve
yoklugunun aritmojenik sag ventrikiil displazisi, kardiyomyopati ve ¢esitli aritmilere
de sebep olabilecegi [55] yakin donemde gosterilmistir.

TGF-B3’tin immiin sistem iizerine etkileri de oldukca belirgindir [52]. T
hiicrelerinde CD4+ hiicrelere olan farklilasmay1 engeller, ve TGF-B3 etkisini
notralize eden antikorlarin T-reg hiicre aracili imminsipresyonu engelledigi
gosterilmistir  [52]. TGF-B3’tin baglandigi reseptor olan TPRII’nin spesifik

delesyonunda B hiicrelerinin uyarilara asir1  yanitlar vermeye basladigi da
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bilinmektedir [56]. Bu antiinflamatuar etkilerin yaninda, TGF-B3’iin indirekt
proinflamatuar etkileri de vardir: IL-6 ile birlikte etki ettiginde, patojenik Th17 hiicre
serisini uyardig1 gosterilmistir [57] ve LPS ile uyarilmis olan B hiicrelerinde antikor
sentezini artirmaktadir [58].

TGF-B3, yara iyilesmesi siirecinde skarsiz iyilesmeyi saglamasi yoniiyle diger
TGF-p izoformlarin zitt1 bir etki gostermektedir [59]. Eriskinlerin yaralarinda TGF-
Bl ve TGF-B2 ekspresyonu artmaktayken, skarsiz iyilesen fetal yaralarda bu
molekdllerin yerine TGF-B3 artis1 gézlenir [60]. Skarsiz iyilesme etkisi, trakeal
stenoz modeli tizerinde de ¢aligilmistir [61].

Kas-iskelet sistemi (zerinde de TGF-B3’in cesitli etkileri gosterilmistir.
Embriyonik kok hiicrelerde [7] ve adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok
hicrelerde [8] tenojenik farklilagmayr uyarmaktadir. Siganlarda rotator manset
yaralanmalar1 sonrasinda iyilesmeye olan olumlu etkisi de farkli caligmalarla
kanitlanmistir [10, 11]. Mezenkimal kok hiicrelerin kikirdak gelisimi yOniinde
uyarilmasi [62, 63] ve kikirdak benzeri ekstraseliiler matriks sentezi uyarilmasi [64,

65] da bu molekiiliin ¢alisilmig etkileri arasindadir.

2.3. Kitosan Filmler ve PLGA-b-PEG Nanopartikiiller ile ilgili Genel Bilgiler
2.3.1. Kitosan Filmler

Kitosan (KS), dogada seliillozdan sonra en sik bulunan ikinci polisakkarit olan
kitinin bir turevidir [66]. KS’nin kitinden Uretilme stireci, 60-80°c arasinda, alkaliler
kullanilarak kismi N-deasetilasyon islemlerini igerir [67]. Bu polimer, pozitif yukli
amin gruplart icerir ve PB1-4 bagli N-asetil-D-glukozamin ve D-glukozamin’den
olusur [67]. Toksik olmamasi, biyo-bozunur ve biyo-uyumlu olmasi gibi birtakim
Ozellikleri nedeniyle KS, ila¢ Ar-Ge calismalarinda farkli amaglarla siklikla
kullanilmaktadir [68].

Kitosan polimerleri, iiretilme sekillerine ve kosullarina bagh olarak degisik
Ozellikler tasir ve molekiil agirliklart 300-1000 kD arasinda degiskenlik gosterir [69].
Viskozite ve molekiil agirligi, deasetilasyon ile ters orantilidir. Deasetilasyon
derecesi, kitosanin canli dokuda bozunma siiresini de etkiler; deasetilasyon diizeyi ile

bozunma siiresi arasinda pozitif korelasyon vardir [67].
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Modifiye edilebilen 6zellikleri sayesinde KS, farkli molekiiller ve ilaglar igin
tasiyici olarak sik kullanilan bir segenek olmustur: Lee ve ark. tarafindan KS filmlere
yuklenen PDGF-BB’nin osteoblast hiicre kiiltiirli iizerine olan ¢alismasi buna bir
ornektir [70]. Tasiyic1 polimer olma 6zelliginin disinda, ortopedi alaninda KS’nin
farkli sekillerde de kullanimini gérmek miimkiindiir. Kemik defektine molekiiler ¢ati
olarak uygulanmasi [71], biyo-kompozit kemik cimentosu modeli [72], kikirdak
doku biyomiihendisliginde hidrojel formunun ESM olarak kullanilmasi [73] bu

cesitliligin baz1 6rnekleridir.

2.3.2. PLGA-b-PEG Nanopartikuller

Ilaglarin hedef dokulara tasinmasinda kullanilabilecek giincel stratejilerden
birisi, nano boyutta tasima sistemleri gelistirmektir. Ideal bir nano-tasiyic1 sistem,
ilagc molekiiliinii sistemde prematiir hidrolizden korumali, aynt zamanda biyo-
yararlanimin1 ve hiicre igerisine ge¢isini de artirmalidir[74-76].

Poli(etilen glikol) (PEG)’un, poli(laktik asit) (PLA) veya poli(laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) gibi poli(a-hidroksi asit) molekiilleriyle birleserek olusturdugu blok
kopolimerler, ilag tasginimini konu alan birgok ¢alismanin odak noktasidir [77]. Bu
birlesimin avantajlar1 ilk olarak 1994 yilinda Gref ve ark. tarafindan ortaya
konmustur: PLGA misellerinin tizeri PEG ile kaplandiginda yari-6murde belirgin bir
artis saptanmistir ve 2 saat sonunda karaciger tarafindan elimine edilen nanopartikiil
miktar1 azalmistir [78]. Bu blok kopolimerlerin avantajlar1 arasinda biyo-uyumlu,
kontrolli biyo-bozunur olmalari, goérece kolay olan polimer sentezi ve birgok farkli
boyutta nanopartikiil hazirlamaya olanak vermeleri yer almaktadir [77, 79, 80]. Bu
kopolimerler, misel ve nanopartikuler yapilar olusturarak enkapsiile edilen ilag
molekiillerinin tasinimini saglarlar.

PLA ve PLGA’nin doku miihendisligi ve ila¢ taginimi alanlarinda kullanimi
sirasinda karsilasilan zorluklarin en Onemli sebebi, bu molekillerin hidrofobik
ozellikte olmalaridir [74]. Bu poli(a-hidroksi asit)’lerin yapisina PEG gibi hidrofilik
Ozellikte ve biyo-uyumlu bir polimerin katilmasi, olusan yeni blok kopolimere
hidrofilik 6zellik katmaktadir ve bu da ilag tasinimi uygulamalarinda kolaylik

saglamaktadir. PLGA yapisina eklenen PEG sayesinde kandaki sirkilasyon siresinin
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arttig1, hiicre icine aliminin hizlandig1 ve enzimler tarafindan degrade edilme hizinin
yavasladigi da gosterilmistir [81].

Literatiirde birgok farkli ilacin tasinimi igin PLGA-b-PEG nanopartikillerinin
kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur: bir non-steroidal anti-enflamatuar olan ibuprofen
[76], dosetaksel ve irinotekan gibi kemoterapotikler [82, 83] ile donepezil gibi
kolinesteraz inhibitorleri [84] bunlara 6rnek verilebilir. TGF-B3 molekilinin de
PLGA-b-PEG nanopartikiilleri ile enkapsiile edildigi in vitro caligmanm sonuglar
bildirilmistir [75].

2.4. Asil Tendon Yaralanmalar:

2.4.1. Asil Tendon Yaralanmalar1 Hakkinda Genel Bilgiler

Asil tendon yaralanmalari; geng bireylerde siklikla spor yaralanmalar1 seklinde,
yaslilarda ise kronik tendinopati siirecinin sonunda ortaya ¢ikan 6énemli bir ortopedik
sorundur. Daha nadir olarak, sistemik hastaliklarin bir bulgusu da olabilmektedir
[85].

Viicuttaki en kalin ve en dayanikli tendon olmasina ragmen, asil tendonu ayni1
zamanda en sik ruptire olan tendon olmasiyla da dikkati g¢eker. Biiyiik tendon
yaralanmalarinin %20’sini asil tendon yaralanmalar1 olusturur [86].

Epidemiyolojik olarak incelendiginde, asil tendon rlpturlerinin  yillik
insidansmim 7-40/100.000 araliginda bildirildigi goriilmektedir [3]. Lantto ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, 1979°dan 2011°e kadar olan siiregte asil tendon ripturQ
insidansinin anlaml1 bir artis gdsterdigi ve bu artis miktarmin yillik ortalama %2.4
oldugu bildirilmistir [87]. Ayn1 ¢alismada, insidanstaki artisin her yas grubu igin
gecerli oldugu, spor ile iliskili olan ve olmayan yaralanmalarin birlikte artis
gosterdigi bildirilmistir. Bu artigin sebebi olarak; spor faaliyetlerine yonelik ilginin
artmasi, yaslanan toplumlar, spora katilim yasiin artmasi ve artan obezite prevalansi
One surilen faktorlerdir [88, 89].

Asil tendon yaralanmalari her yas grubunda goriilebilmektedir. Lemme ve ark.
tarafindan yapilan giincel bir epidemiyolojik  ¢alismada hastalarin 7-85 yas
araliginda oldugu bildirilmistir [3]. 854 hasta iizerinde yapilan bu ¢alismada,
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erkeklerin yaralanma sirasinda ortalama yasinin 38 (£13.9), kadmlarin ise 36.2
(£16.9) oldugu goriilmistiir.

Erkekler, asil tendon riptirine kadinlara gére daha yatkindirlar. Kadinlara
oranla erkeklerin asil tendon yaralanmasina 2-12 kat fazla maruz kaldig
bildirilmistir [88].

Asil tendon yaralanmalarinin en sik spor faaliyetleri sirasinda olustugu
goriilmektedir: Lemme ve ark.’in ¢alismasinda bu oran %81.9 olarak bildirilirken
[3], Raikin ve ark. da %68 oranini bildirmislerdir [89]. Yaralanmalar igerisinde en
yuksek orana sahip olan spor, her iki epidemiyolojik ¢aligmada da basketbol olarak
gorulmektedir [3, 89]; fakat bu durumun ¢alismanin yapildig1 iilkeye gore
degisebilecegi de literatiirde dikkat ¢ekilen 6nemli bir noktadir [85].

Asil tendon rUptUrU saptanan hastalarin ¢ogu, yaralanma Oncesinde belirgin
semptomlar gostermemektedir, bu sebeple riptiire yatkinlik olusturan faktorleri
belirlemek zordur. Calismalar, rliptiire olan tendonlarin histopatolojik incelemesinde
dejeneratif degisiklikler, vaskiilaritede bozulma, kollajen diziliminde anormallikler
gibi altta yatan bir tendinopatik siirece isaret eden bulgular1 ortaya ¢ikarmustir [90,
91]. Sistemik veya lokal uygulanan anabolik steroidler ve florokinolon grubu
antibiyotikler, asil tendon rlptlrii riskini artiran ilaglardir [85, 92]. Raikin ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada sigara kullaniminin, asil tendon rlptiri ile iliskili
oldugu bulunmustur [89]. Romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, ankilozan
spondilit gibi inflamatuar artropatilerde asil tendon rupturd riski artarken, alkaptondri
hastaliginda da benzer bir risk artis1 oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur [92-94].

Asil tendon riptiirii tanis1 klinik muayene ile ¢ogu zaman konabilir. Hastalarin
cogunun Oykiisii tipiktir; bir aktivite veya spor esnasinda, ayak dorsifleksiyon
pozisyonundan hizlica plantar fleksiyon pozisyonuna getirilirken baldirda ve topukta
olusan ani agr1 hissedilir ve bir “pop” sesi de buna siklikla eslik eder. Siddetli agr
cogunlukla birkag saat icerisinde geger, hasta hekimin karsisina geldiginde yiirimede
giicliik ve topukta hafif agr sikayeti olur, aktif plantar fleksiyon hareketi tamamen
kaybolmamustir. Tan1 koyarken en ¢ok uygulanan test, tam kat ruptirlerde yiiksek
duyarliliga ve ozgiilliige sahip olan Thompson testidir [95]. Plantar fleksiyonda

zay1flik, tendonda riptur bolgesinde palpe edilebilen bir bosluk olmasi ve hastanin
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tek ayagi ilizerinde parmak ucu pozisyonuna kalkamamasi da diger muayene
bulgularidir [88].

Goriintilleme yoOntemleri, tanida mutlaka gerekli olmasa da destekleyici
bulgular verebilir. Direkt grafiler, ¢cogunlukla farkli patolojilerin varhigmi dislamak
icin kullanilsa da; Kager iicgeninde yumusak doku dansitesinde artis, Haglund
deformitesi, intratendindz kalsifikasyonlar gibi asil tendon rptirine indirekt olarak
isaret eden bulgular da goriilebilir. MRG, tendon rUptiiri tanisinin siipheli oldugu
durumlarda, 6zellikle tam kat-kismi yirtik ayirici tanisi i¢in kullanilabilir [96].
Ultrasonografi ise, ayni1 sekilde tam kat-kismi yirtik ayrimini yapabilmenin yani sira,
dinamik bir goriintiileme olmasmin da avantajiyla ayagin farkli pozisyonlarinda
yirtik asil tendonunun uglarinin iligkisinin incelenerek tedavi kararinda belirleyici
olabilecegi bildirilen bir goriintiileme yontemi olarak son yillarda 6ne ¢ikmaktadir

[97].

2.4.2. Asil Tendon Yaralanmalarinda Tedavi Yontemleri

Amerikan Ortopedik Cerrahi Cemiyeti (American Academy of Orthopaedic
Surgeons — AAOS)’nin yayinladigi kilavuza gore akut asil tendon ruptlrlerinin
tedavisinde hem konservatif hem de cerrahi metodlarin yeri vardir [98]. Deng ve ark.
tarafindan yayinlanan bir meta-analiz ¢alismasinda, dahil edilen 762 hastanin
%150.3’unln cerrahi metodlarla, %49.7’sinin ise konservatif metodlarla tedavi
edildigi bildirilmistir [99]. Hastaya gore hangi tedavi metodunun segilecegi
konusunda endikasyonlar net olmamakla beraber genel kabul goren yaklagim;
sedenter bir yasam siiren ve medikal komorbiditeleri fazla olan hastalarin konservatif
tedavi edilmesi ve geng, aktif hastalar ile sporcularda cerrahi yontemlerin tercih
edilmesi yonlndedir [88, 92]. Buna ek olarak; arteriyel yetmezlik, asil tizerindeki cilt
bolgesinde kotii yumusak doku kalitesi, kontrolsiiz diyabet gibi faktorler de cilt
komplikasyonlarinda belirgin artisa sebep olduklar1 i¢in cerrahi tedavinin rélatif
kontrendikasyonlar1 olarak goriilebilmektedir [100]. Ayagin farkli pozisyonlarinda
ultrasonografi ile yirtik uglar1 arasindaki boslugun uzunlugu gibi bazi farkh
parametreler de tedaviyi yonlendirebilecek faktorler olarak Onerilmistir; fakat

kullanimlar1 tartismalidir [97, 101].
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Konservatif tedavi prensipleri giiniimiizde fonksiyonel ortezlerin kullanimi ve
erken fizyoterapi baslanmasii i¢cermektedir. Tedavinin ilk haftalarinda hasta, ayak
bilegini plantar fleksiyon pozisyonunda sabit tutan bir ortez ile ekstremiteye kismi
yuk vererek mobilize olur. 2-4. haftalar arasinda hareket aciklig1 yavasga artirilarak
hastanin aktif plantar fleksiyon yapmasima, ve yine aktif olarak notrali gegmemek
kosuluyla dorsifleksiyon yapmasina izin verilir. 4. haftadan sonrasinda hasta
ekstremiteye tam ylik verebilir ve asamali bir sekilde notrali gecen dorsifleksiyon
egzersizleri baslanir. 10. haftada hastanin normal ayakkabilar giyerek gunlik
yagamina devam etmesi amaglanir [92, 100]. Konservatif tedavi yonteminin rerdiptir
oranlar1 %6-39 arasinda degiskenlik gostermektedir [92].

Cerrahi tedavi secenekleri; acik, minimal-invaziv ve perkitan yontemler
olarak ayrilabilir [88, 102]. Kullanilan teknikten bagimsiz olarak cerrahinin amaci
tendon uclarmi bir araya getirmek ve dorsifleksiyonu kisitlayacak bir kisalmaya
sebep olmamak amaciyla uygun tendon boyunu olusturabilmektir. Perkitan ve
minimal-invaziv yontemlerin temel avantaji, acik cerrahinin getirdigi kotii kozmetik
sonug ve yara komplikasyonlarini énlemesidir; fakat bu li¢ yontem arasinda total
komplikasyon oranlari agisindan fark bulunmamustir [102].

Asil tendonu rUptiirii sonrasinda aktif gen¢ hastalarin ve amator sporcularin
islerine ve eski aktivite diizeylerine yiiksek oranda donebildikleri gosterilmistir [99,
103]. Profesyonel sporculara bakildiginda ise gorece olumsuz bir tablo goze
carpmaktadir. Trofa ve ark. tarafindan Amerikan ulusal liglerinde yapilan bir
calismada, asil tendon rlptiirii sonrasinda cerrahi olarak tedavi edilen sporcularin
oynanan mag sayisi, oyunda kalma siiresi ve genel performanslarinda anlaml diisiis
oldugu gosterilmistir [104].

Konservatif ve cerrahi tedavi yontemlerinin karsilastirilmasinda en ¢ok
uzerinde durulan konu, rerlptiir oranlaridir. Deng ve ark. tarafindan yayinlanan
meta-analizde, konservatif tedavi edilen hastalarda %9.8 olan rerliptlr orani cerrahi
tedavide %3.7 olarak bulunmustur (p=0.001) [99]. Benzer sekilde Soroceanu ve ark.
tarafindan yayinlanan bir meta-analizde cerrahi tedavinin rerlptir riskini %°5.5
azalttig1 gosterilmistir [103]. Yara enfeksiyonu, sural sinir yaralanmasi, insizyonel
sorunlar gibi komplikasyonlar sadece cerrahi tedavide gorulir. Cerrahi ve

konservatif tedavi metotlar1 arasinda ayak bilegi hareket agikligi, baldir kuvveti ve
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fonksiyonel skorlar agisindan anlamli fark bulunmazken, cerrahi tedavi uygulanan
hastalarin ige geri doniisiiniin ortalama 19 giin erken oldugu gdésterilmistir (p=0.001)

[99, 103].

2.4.3. Asil Tendon Yaralanmalarinda Biyolojik Yontemler

Son yillarda, asil tendon patolojilerinde biyolojik yontemlerin hem tek basina
hem de cerrahi tedaviye adjuvan olarak kullanimi giderek daha popiiler hale gelmistir
[105-107].

Trombositten zengin plazma (platelet rich plasma-PRP) uygulamasi, asil
tendon riiptirlerinde en ¢ok ¢alisilmis olan biyolojik adjuvan yontemlerden birisidir.
Zou ve ark. tarafindan yapilan prospektif randomize kontrollii klinik caligmada,
cerrahi tedaviye adjuvan olarak uygulanan PRP’nin 6 ve 12. aylarda SF-36 ve
Leppilahti skorlariyla 6l¢iilen fonksiyonel iyilesmede ve 24. ayda ayak bilegi hareket
acikliginda, sadece cerrahi uygulanan kontrol grubuna gore daha iyi sonuglar verdigi
gosterilmistir [108]. Schepull ve ark. tarafindan yaymlanan caligmada ise yine
cerrahi tedaviye adjuvan olarak uygulanan PRP’nin tendon elastik modiiliisii ve
parmak ucuna kalkma indeksi ile Olgiilen sonuglarda olumlu etkisi olmadigi
gosterilmistir [109].

PRP’nin konservatif yontemlerle tedavi edilen hastalara da uygulanmasi
aragtirllmigtir. Keene ve ark. tarafindan yapilan randomize kontrollii ¢aligmada algi,
atel veya ortez ile tedavi edilen hastalarda PRP enjeksiyonunun kas-tendon
fonksiyonu, ekstremite simetrisi ve parmak ucuna kalkma dayaniklilik testleri
sonuglarinda anlaml fark olusturmadigi gosterilmistir [110].

Stein ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, konsantre kemik iligi aspiratinin cerrahi
yontemle tedavi edilen akut asil tendon rlptlriine olan etkisini arastirmuslardir. Bir
kontrol grubunun olmadig1 bu ¢alismada reruptir goériilmedigi, hastalarin ortalama
1.8 ayda bot ile yirimeye, 3.4 ayda hafif diizeyde aktivitelere baslayabildigi
bildirilmistir [111]. Aymi yOntemin si¢an asil tendon yaralanmasi modelinde
uygulanmasinin sonucunda ise, islemi takiben 28. giinde konsantre kemik iligi
aspirati uygulanan grupta dayanma kuvvetinin saglikli tendon seviyesine ulastigi

bildirilmistir [112].
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Heniiz birgogu klinik insan ¢aligmalarina uygulanamamis olsa da, hayvan asil
tendon yaralanmasi modelleri iizerinde denenmis olan biyolojik ajanlarin sayisi
oldukca fazladir. Cesitli hayvan ve hiicre kiiltiiri modellerinde BMP-2, 7, 12 ve 14
ile umut vadeden sonuglar elde edilmistir [113-116]. Fibroblast blyime faktori
(FGF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF), rekombinant insan trombosit kaynakli
blylme faktori (PDGF) gibi buyime faktorleri de hayvan modellerinde olumlu
sonuglar vermislerdir [107].

TGF-B ailesinin bir diger liyesi olan TGF-B1 de asil tendon yaralanmasi
hayvan modellerinde birgok kez denenmistir [107]. Hou ve ark. tarafindan yapilan
calismada, TGF-B1 geni ile transfekte edilen kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicreler, tavsan asil tendon yaralanmasi modeli iizerine uygulandiginda, tip |
kollajen miktarini ve dizilimini artirdigi, daha erken matriks yeniden diizenlenimi
sagladig1 gosterilmistir [117]. Kashiwagi ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, sican
asil tendon yaralanmasi1 modeli tizerine lokal TGF-B1 uygulandiginda, prokollajen tip
I ve III mRNA sentezinde doz bagimli bir artis oldugu, tendonun maksimum
dayanma kuvvetinde de 2. ve 4. haftalarda artis goriildigii bildirilmistir [118].
Yapilan ¢alismalar, TGF-B1’in etkisini genellikle kollajen tip I sentezi lizerinden
gosterdigine isaret etmektedir.

TGF-B3’iin embriyonik tendon gelisimi ve hasarlanan tendonun iyilesmesi
stireglerindeki rolleri arastirtlmigtir [119, 120]. Bu molekiiliin rotator manset
yaralanmasi1 hayvan modeli iizerindeki etkileri arastirilmistir [9, 11]; fakat asil tendon

gOvde yaralanmasi iizerine olan etkileri heniiz arastirilmamstir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, KOBAY Deney Hayvanlari Laboratuvari AS. Yerel Etik
Kurulu’nun 14.01.2020 tarihinde 452 numarali onay1 lizerine gerceklestirilmistir.
Calismanin mali destegi, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Hizli Destek Programi tarafindan THD-2020-18657 proje kodu ile saglanmustir.

3.1. Cahsma Plam
Calismamiz, prospektif randomize kontrollii in vivo hayvan deneyi olarak
tasarlanmigtir. Deneyde toplam 80 adet Sprague-Dawley cinsi sican kullanilmustir.
Sicanlar, KOBAY DHL AS.’den temin edilmistir. Ortalama 16 haftalik, 300-350 gr
agirlikta, erkek siganlar kullanilmistir. Tendon yaralanmasi modeli olustururken her
hayvanin sadece sag arka ekstremitesi kullanilmistir.
Kontrol ve deney gruplari, t1 ve t2 olmak tizere iki farkli zamanda sakrifiye
edilerek sonuglar agisindan incelenmistir (t1=3 hafta, t2=6 hafta). Toplam 2 kontrol

grubu , 6 deney grubu planlanmigtir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Deney gruplarinin dagilimi

80 adet Sprague-
Dawley cinsi sigan

| t, (3 hafta) I } t, (6 hafta) |
Kontrol Grubu Kitosan Film+ Kontrol Grubu Kitosan Film
(C) (n=10) TGF-B3 (C) (n=10) + TGF-B3
Grubu (ChT) Grubu (ChT)
(n=10) (n=10)
Kitosan Film Kitosan Film Kitosan Film Kitosan Film
Grubu (Ch) - Grubu (Ch) *
(n=10) Nanopartikiil (n=10) Nanopartikiil
Grubu (ChN) Grubu (ChN)
(n=10) (n=10)

-Kontrol grubu (C) t1: Bos tendon defekti, 3. haftada sakrifiye edilmistir.

-Kontrol grubu (C) t2: Bos tendon defekti, 6. haftada sakrifiye edilmistir.

-Kitosan film grubu (Ch) ti: Defekte sadece bos kitosan film uygulanmis, 3.
haftada sakrifiye edilmistir.
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- Kitosan film grubu (Ch) t2: Defekte sadece bos kitosan film uygulanmis, 6.
haftada sakrifiye edilmistir.

-Kitosan+TGF-B3 (ChT) grubu ti: Defekte serbest TGF-B3 yiiklii kitosan film
uygulanmus, 3. haftada sakrifiye edilmistir.

-Kitosan+TGF-B3 (ChT) grubu t2: Defekte serbest TGF- B3 yiiklii kitosan film
uygulanmis, 6. haftada sakrifiye edilmistir.

-Kitosan+Nanopartikul (ChN) grubu ti: Defekte TGF- B3 yiiklii nanopartikiilleri
iceren Kitosan film uygulanmuis, 3. haftada sakrifiye edilmistir.
-Kitosan+Nanopartiktl (ChN) grubu t2: Defekte TGF- B3 yiiklii nanopartikiilleri
iceren kitosan film uygulanmus, 6. haftada sakrifiye edilmistir.

Literatiir incelendiginde, sicanlar iizerinde yapilan asil tendon defekti
modellerinde her deney grubunda biyomekanik test igin 7 hayvan, histolojik
inceleme i¢in 3 hayvan bulunmasi, sonuglar agisindan yeterli goriinmektedir [121,
122]. Ek olarak yapilan gii¢ analizinde, tendonun dayanma kuvveti lizerine beklenen
etki biiyiikliigii literatiire bakilarak 0,6 olarak belirlenmis ve her grupta biyomekanik
calisgma i¢in 7 hayvan olmasi durumunda c¢alismanin giici P= .85 olarak
bulunmustur.

Ratlarin deney ortamma uyum saglamasi i¢in, deneyin yapilacagi
laboratuvara geldikten 2 hafta sonra deneye baslanmistir. Gruplar birbirinden ayri
olarak barindirilmisg, 3 ve 6 hafta takip edilmistir. Uygun yara yeri bakimi verilmis ve
hayvanin genel durumu, yara yerinin kizariklik, sislik, enfeksiyon gibi parametreleri
degerlendirilmistir. Ayrica hayvanlar agri, beslenmeme, hareketsizlik, dehidratasyon,
gucstizlik agisindan da takip edilmistir. Yiyecek ve icecek ‘ad [libitum’ olarak
saglandi. Giinlik sivi ve gida tiiketimleri takip edildi ve tim parametreler
postoperatif ilk {i¢ giinde giinlikk olarak, ardindan her hayvan i¢in haftada en az iki

kere olmak tizere kayit altina alind1.

3.2. Nanopartikullerin ve Kitosan Filmlerin Hazirlanmasi

3.2.1. Nanocoktirme Yontemi ile PLGA-b-PEG Bos Nanopartikillerinin
Hazirlanmasi
Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in kullanilan nanog¢oktiirme yontemi

cozilicli yer degisimi olarak da adlandirilmaktadir. Bu yontemin temel prensibi;
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lipofilik ¢Ozeltideki suyla karisabilen, yaripolar ¢oziiciiniin yer degisimi sonucu
polimerin ara yuzeyde ¢okmesidir. PLGA-Resomer RG 505 (Mw 30000-60 000)
50:50 polimeri aseton igerisinde ¢oziilerek organik faz hazirlanmistir ve bu organik
faz Pluronic F68 iceren sulu ¢Ozeltiye bir enjektér yardimiyla manyetik karistirici
altinda damla damla ilave edilmistir. Organik fazin ugurulmasi i¢in yaklasik 24 saat
manyetik karistiric1 altinda karistirllmaya devam edilmistir. Olusan nanopartikiil
slispansiyonu ultrasantrifiij ile 40,000xg’de 30 dakika santrifiijlenerek hazirlanmis
olan nanopartikiiller ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen nanopartikiiller 2 kez yikanarak
yiizey aktif maddenin fazlasinin uzaklastirilmas: saglanmigtir. Kullanilan farkli

formiilasyonlarin miktarlar1 Tablo 3.2.”de verilmistir.

Tablo 3.2. Bos PLGA nanopartikiil formiilasyonlari

Formulasyon | Polimer Cozlcu YUzey Aktif Madde
NP1 10 mg Aseton (2.5 mL) | % 0.1 Pluronic F68 (5 mL)
NP2 10 mg Aseton (2.5 mL) | % 0.5 Pluronic F68 (5 mL)
NP3 10 mg Aseton (2.5 mL) | % 1 Pluronic F68 (5 mL)

3.2.2. Nanogoktirme Yontemi ile TGF-g3 Yiiklii Nanopartikiillerin

Hazirlanmasi

TGF-B3 yiikklii PLGA nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in; PLGA-Resomer
RG 505 polimeri (10 mg) aseton (2.5 mL) icerisinde cozllerek organik faz
hazirlanmistir ve bu organik faz Pluronic F68 (%1, 5 mL) ve TGF-B3 (10 pg) iceren
sulu ¢ozeltiye bir enjektor yardimiyla manyetik karistirici altinda damla damla ilave
edilmistir. Organik fazin ugurulmasi i¢in yaklasik 24 saat manyetik karistirict altinda
karigtirllmaya devam edilmistir. Olusan nanopartikiil siispansiyonu ultrasantrifiij ile
40000xg’de 30 dakika santrifiijlenerek hazirlanmis olan nanopartikiiller
coktiiriilmiistiir. Elde edilen nanopartikiiller 2 kez yikanarak yliklenmemis TGF-33

ve ylizey aktif maddenin fazlasinin uzaklastirilmasi saglanmistir.
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3.2.3. Nanopartikuler Karakterizasyonu

Partikul Boyutu ve Zeta Potansiyel Olcimii

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin boyut ve zeta potansiyel
analizleri Malvern Zetasizer Nano-ZS partikil boyutu ve zeta potansiyel 6lgim
cihazi ile yapilmistir. Partikiil biiyiikligii dagilimi tayinindeki temel prensip, dinamik
151k sagilim ile partikiillerin siispansiyon i¢inde Brownian hareketi yapmasina bagl
gelisen hareketlerinin 6l¢cimudur. Blyuk boyutlu partikillerin kii¢iik olanlardan daha
fazla 151k sagmasi sonucu boyut agisindan hassas bir Ol¢iim yapilabilmekte ve
ozellikle agregasyon durumlarinda stabil olmayan sistemler kolaylikla ve hassas bir
sekilde tespit edilebilmektedir. Dinamik 151k sagilimi teknigi, Foton Korelasyon
Spektroskopisi ya da Kuazi-Elastik Isik Sagilimi olarak da bilinmektedir.

Zeta potansiyeli, sulu ortamlarda partikillerin yizeyindeki iyonizasyon ya da
yiizeylerine adsorbe olan iyonik maddelerin meydana getirdigi yuzey yuku olarak
tanimlanmaktadir. Bu yiizey ylkiine bagh olarak partikiilii ¢evreleyen iyonlarin
dagilimi degisiklik gostermektedir. Partikiil hareket ederken, bu iyon tabakasi da
onunla birlikte hareket etmekte, tipk1 bir parcasi gibi davranmaktadir. Bu degerin
negatif ve pozitif her iki yonde de artmasi sonucu partikiiller birbirini itmekte ve
sistem kararliligi korunmaktadir. Nanopartikiillerin zeta potansiyellerinin 6l¢liimii
icin kullanilan Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi, bu potansiyeli 6lgmek igin
suspansiyon boyunca bir elektriksel alan uygulamakta ve partikillerin yuklerine

bagli olarak gelisen hareket hizlarini 6lgerek hesaplama yapmaktadir.

Morfolojik Analiz

Nanopartikiillerin sekil, geometri, biiyliklik ve dagilim gibi morfolojik
ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
kullanilmistir. SEM analizinde nanopartikiiller ince bir platin tabakasi ile kaplanmis

ve Nova NanoSem cihazi ile 6rneklerin SEM goriintiileri alimmuistir.

3.2.4. Nanopartikullerine TGF-g3  Yiikleme Etkinliginin  Belirlenmesi
TGF-B3 yiikleme etkinliginin belirlenmesi i¢in nanopartikiil hazirlama iglemi

sirasinda dis sulu fazda serbest halde bulunan TGF-B3 miktar1 tayin edilmistir. Bu
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amagla, nanopartikiiller hazirlandiktan sonra nanopartikiil siispansiyonu 40,000xg’de
30 dakika santrifiij edilerek st fazdan Ornekler alinmis ve protein miktari
hesaplanmistir. TGF-B3 yiikleme etkinligi ise TGF-B3 ELISA tayin kiti yonergesi
takip edilerek gergeklestirilmistir. Hesaplamalar asagidaki formiilasyon kullanilarak

gerceklestirilmigtir.

K
Etkin madde ytikleme etkinligi (%) = % X 100

1
K1: Nanopartikiil formiilasyonu hazirlanmasinda kullanilan TGF-B3 derigimi

K2: Su fazinda nanopartikiillere yiiklenmeden kalan TGF-3 derisimi

3.2.5. Etkin Madde Sahm Calismalar

TGF-B3 yiiklii PLGA nanopartikiillerden etkin madde saliminin incelenmesinde
“sink” kosullar1 saglayacak sekilde 10 mg nanopartikiill 2 mL DMEM igerisinde
dagitilmistir. Ornekler 37°C’de su banyosuna yerlestirilmistir. Bu 6rneklerin dnceden
belirlenmis zaman noktalarinda iist fazlar1 toplanarak TGF-B3 icin ELISA kiti
kullanilarak etkin madde miktarlar1 her zaman noktasi igin toplanarak salim profilleri

elde edilmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

3.2.6. Kitosan Filmlerin Hazirlanmasi

Film formiilasyonlar1 biyopargalanir bir polimer olan kitosan ile hazirlandi.
Bu amagla kitosan %1 konsantrasyonda kullanildi. Gliserin plastizer olarak
formiilasyona eklendi. Bos film hazirlama basamaklar1 Sekil 3.1.’de 6zetlenmistir.
Serbest TGF-B3 veya TGF-B3 yiiklii nanopartikiil iceren filmler hazirlanirken ayni
basamaklar takip edilmis; ¢Oziicii dokiimii yontemi sirasinda TGF-B3 veya TGF-B3

yuklu nanopartikiller film i¢inde disperse edilmistir.
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Kitosan
%1

l %1 Laktik Asit Sollisyonu

Kitosan
Jel

%10 Gliserin

(| Coziicii Dékiim Yontemi |

48 Saat 40°C

Kitosan
Film

Sekil 3.1. Kitosan film hazirlaniginin sematik gosterimi

Uygulama i¢in filmler 1x1cm boyutlarinda, 500 ng TGF-B3 icerecek sekilde
hazirlanmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. 1*1 c¢m ebatlarinda kitosan film.



26

3.2.7. TGF-p3  Yiikli PLGA-b-PEG Nanopartikillerin  Sitotoksisite

Calismalan

TGF-B3 vyiikli nanopartikiillerin hiicre hatlar1 proliferasyonu tizerindeki
etkilerinin saptanabilmesi icin 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-
bromiir (MTT) deneyi yapildi. 96 kuyucuklu hiicre Kiltiirii plakalarinin her bir
kuyucuguna yaklagik 4 x 10% - 6 x 10 hiicre %10 FBS igeren DMEM ortam1 iginde
ekildi. Hiicreler plaka dizaynina uygun olarak muamele edildikten sonra kuyucuk
bagina 5 mg/mL MTT ¢ozeltisinden 10 ulL eklendi. 4,12, 24 saat siirelerle 37°C’de
inkiibe edilen hiicrelerin hiicre kiltiiri ortamlar1 inkiibasyon siiresi sonrasinda
uzaklastirildi. Hicrelerde olusan formazan kristalleri kuyucuk basmna 100 pul
DMSO’da ¢ozildu. Plaka 630 nm’de plaka okuyucuda okundu. Sonuglar kontrol
grup degerleri kullanilarak standardize edildi. MTT deneyi en az n=3 olacak sekilde
gerceklestirildi.

3.3. Cerrahi Prosedur
Hayvanlarda yapilacak olan islemler 6ncesinde 75 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg
xylazine intraperitoneal (IP) yolla uygulanarak cerrahi anestezi saglandi. Cerrahi
siiresince idame gerekmesi halinde fentanil 2 ug/kg/h , midazolam 1 mg/kg/h,
intraventz (1V) yol ile uygulandi. Ardindan hayvanlarin sag arka ekstremitelerinde
asil tendon tizeri trag edilmis, cerrahi dezenfeksiyon saglanmasini takiben asil tendon

tizerine posteriordan 2 cm uzunlugunda longitudinal insizyon yapildi (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Baldir posteriorunda yapilan longitudinal insizyon ve asil tendonu.
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Tendona ulasildiktan sonra, kalkaneal insersiyonun 5 mm proksimalinden,
tendona tam kat bir kesi yapilip, internal atelleme etkisinin olmamasi igin
arkasindaki plantaris tendonu da tam kat kesildi. Ardindan, kontrol grubunda
herhangi bir onarim yapilmadan paratenon-ciltalti-cilt dokular1 tek bir kat halinde
dikildi. Deney gruplarinda ise, oncesinde 1*1 cm boyutlarinda kesilerek uygun
sekilde hazirlanan kitosan filmler kesilen tendonun etrafina sarildi (Sekil 3.4. ve
3.5.). Takiben paratenon-ciltalti-cilt dokular1 tek bir kat halinde dikildi (Sekil 3.6.).
Hayvanlarin ekstremitelerine herhangi bir immobilizasyon uygulanmadi.

Cerrahi amaciyla hayvanlarin tek bir asil tendonunun kullanilma sebebi, ¢ift
tarafli cerrahi sonrasi yasanabilecek ciddi mobilizasyon kisitliligint ve buna bagh
deney sonuglarini etkileyebilecek morbiditeleri engellemektir. Postoperatif siirecte
hayvanlara analjezik olarak tramadol hidroklorid (2-4 mg/kg) ve ketoprofen (1
mg/kg) uygulandi. 5 giiniin ardindan analjezik tedavisi kesildi. Hayvanlar, yukarida
da belirtildigi tizere 40 tanesi 3. hafta sonunda diger 40 tanesi de 6. hafta sonunda

olmak tizere sakrifiye edildi.

Sekil 3.4. Kitosan filmin asil tendon kesilmeden 6nceki pozisyonu.
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Sekil 3.5. Kitosan filmin asil tendonu kesildikten sonra etrafina sarilmis haldeki

goruntusa.

Sakrifikasyon sirasinda hayvanlarin daha once kesilmis olan tendonlari,
proksimalde kas-tendon bileskesini tamamen igerecek sekilde bir miktar kas dokusu
ile birlikte, distalde ise kalkaneus kemiginin tamamu ile birlikte insersiyoya miidahale

edilmeden ¢ikarilmstir.

Sekil 3.6. Operasyon tamamlandiktan sonra cildin dikislerle kapatilmasi.
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3.4. Sonuclarin Eldesi

Deney ve kontrol gruplarinin (Tablo 3.1.) her birinde, sakrifikasyonu takiben,
10 sicanin  7’si  biyomekanik analiz ve RT-PCR, 3’ ise histoloji ve
immiinohistokimya c¢alismalar1 i¢in ayrilmistir. Hayvanlarin gruplara ayrimi
randomize sekilde yapilmistir.

Biyomekanik analiz ve RT-PCR igin ayrilan hayvanlarin tendonlarina ilk olarak
biyomekanik analiz uygulanmig, ve ardindan RT-PCR uygulanmak tzere -80°C’de
muhafaza edilmistir.

Ayrica toplam 10 si¢anin saglikli tendonlar1 da; 7°si biyomekanik ve RT-PCR,
3’1 de histoloji ve immiinohistokimya i¢in olmak (izere, intakt kontrol degerlerinin
belirlenmesi amaciyla elde edilmistir. Bu 10 sigan, gruplar arasinda randomize olarak

secilmisgtir.

3.4.1. Biyomekanik Degerlendirme

Biyomekanik  degerlendirmeler, TOBB ETU biinyesinde Labiotech
biyoteknoloji laboratuvarinda yapilmistir.

Hayvanlarin  sakrifikasyonunun ardindan biyomekanik test i¢in ayrilan
tendonlar, dehidratasyonu engellemek igin izotonik salin (%0.9 NaCl) igerisinde
muhafaza edilmistir. Biyomekanik testler, sakrifikasyon ve tendon eldesini takip
eden 6 saat icerisinde tamamlanmigtir.

Deneye tabi tutulan tendonlar, bir ugta kas-tendon bileskesinin tamamini, diger
ucta da kalkaneus kemiginin tamamini icerecek sekilde ¢ikarildi. Tendonun boyu,
kalkaneal insersiyo ile kas-tendon bileskesi arasindan olgtildi, 6lgtimler yapilirken
0,01 mm hassasiyetli dijital kumpas (Accud®, Viyana/Avusturya) kullanild: .

Tendonlarin proksimal ucundaki kas dokusu, literatiirde tanimlandigi iizere
[123], bir bisturinin keskin olmayan yiizli kullanilarak, tendona zarar vermeyecek
sekilde siyrilarak ¢ikarildi. Ardindan, tendonun her iki ucu, siyanoakrilat yapistirici
(Scotch-Weld®, 3M, MN/ABD) kullanilarak, kare seklinde kesilmis 2 adet 150 kum
zimpara kagidi (Atlas Zimpara®, Istanbul/Tiirkiye) arasina yapistirild (Sekil 3.7.).
Bu yontem sayesinde, 6l¢lim cihazinin kiskaglar1 arasina sikistirilan tendonun ¢ekme

testi sirasinda kaymasi engellenmis ve kopmalarin beklenecegi sekilde kesinin
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yapildig1 bolgeden olusmasi saglanmistir. Bu yontem benzer sekillerde birgok farkli

calismada kullanilmistir [123-126].

A B

Sekil 3.7. Biyomekanik test i¢in hazirlanan asil tendonunun etrafina zimpara kagidi
uygulanmasi. (A) tendon, kaslar siyrildiktan sonra zzimpara kagidi tizerine yayilir, (B)
ardindan tizerine ayr1 bir par¢ca zimpara kagidi kapatur ve araya siiriine siyanoakrilat

yapistirici ile yapigmalar saglanir.

Olgiim icin hazirlanan tendonlar, proksimal ve distal uglarindan birer polietilen
klempe tutturuldu (Sekil 3.8.). Olgiimler, universal test cihazi (Instron® 5944,
Norwood, ABD) kullanilarak yapildi (Sekil 3.9.). Tendonlara 1 N 6n-yuk verilerek,
dijital kumpas ile tendonun en ince yerinde genisligi ve kalinlig1, ardindan klempler
arasindaki uzaklik 6l¢uldi. Hesaplamalar yapilirken, tendonun kesit alani oval olarak
kabul edildi. Ardindan cihaz 10 mm/dakika hiza ayarlanarak ¢ekme testi uygulandi
ve tendon kopana kadar teste devam edildi. Tendonun, onarim yapildig:r bdlgeden
kopmus olmasma dikkat edildi (Sekil 3.10.), test cihazi ile baglanti noktalardan
kopan tendonlar 6l¢cime dahil edilmedi. Yik—yer degistirme egrileri ve gerilim—
gerinim egrileri Bluehill 3 programi tarafindan deney esnasinda kaydedildi.
Maksimum yuk, yuk — yer degistirme egrisinde kopma gerceklesmeden 6nce goriilen
en yiksek yik degeridir. Rijitlik (stiffness) degeri, yiik—yer degistirme egrisinde
elastik bolgenin egimidir. Gerilim degeri, birim alana diisen yiik degeridir.
Maksimum ytikiin kesit alanina boliinmesi ile maksimum gerilim degeri elde edilir.
Elastik modulus ise gerilim—gerinim egrisinin elastik (lineer) bolgesinin egimi
hesaplanarak elde edilir.



31

Sekil 3.8. Test i¢in hazirlanan tendonun cihaza polietilen klempler iizerinden

tutturulmasi.

Sekil 3.9. Universal test cihazi (Instron® 5944, Norwood, ABD)
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Sekil 3.10. Onarim bolgesinden kopan bir tendon 6rnegi.

Olgiim sirasinda, tendonun yik (N)-yer degistirme (mm) egrisi ve gerilim
(mPa)-gerinim (%) egrisi (Sekil 3.11.) cizildi ve maksimum yik (N) kaydedildi.
Elastik modulis (mPa) ve rijitlik (N/mm) degerleri de kaydedilen verilerden yola

cikarak hesaplandi.
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Sekil 3.11. Olgiimlerde kullanilan gerilim-gerinim egrisine bir rnek.

Cekme testinin tamamlanmasini takiben, kopan tendonlarin proksimal ve distal
uclar1  kesilerek c¢ikarildi, ve ardindan RT-PCR yapilmak iizere -80°C’de

dondurularak sakland.
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3.4.2. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Degerlendirme
Histolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler i¢in her bir gruptan

(Tablo 3.1) 3’er adet sicanin tendonu kullanildi.

Isik Mikroskobisi Ydntemi

Deney gruplarina ait tendon dokular1 11k mikroskobisi altinda inceleme igin
%10’ luk formalin soliisyonu ile tespit edildi. Rutin histolojik takip islemlerinin
ardindan elde edilen parafin bloklardan mikrotom ile (Leica SM 2000, Manheim,
Germany) histokimyasal ve immunohistokimyasal analizler i¢in 4 um kalinliginda

kesitler alindi.

Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama Protokol

Deney gruplarina ait tendon kesitleri, deparafinizasyon islemi sonrasinda,
azalan etil alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70 ve %50 ) 10’ar dakika tutuldu.
Kurutma islemi tamamlandiktan sonra, 10 dakika akan musluk suyu ile yikanip
alkoliin uzaklastirilmas1 gergeklestirildi. Yikama sonrasinda 10 dakika Harris
Hematoksilen sollisyonunda bekletilen kesitler akan musluk suyu altinda 10 dakika
daha yikandi. Glasiyel asetik asit ile alkol soliisyona batirilip ¢ikarilarak akan
musluk suyu altinda tekrar 10 dakika yikama gergeklestirildi. Eosin boya
solusyonunda 10 dk bekletilen kesitler, tekrar 10 dakika akan musluk suyu ile
yikandi. Yikama isleminin ardindan dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla % 50, %70,
%80, %90 ve %100’lik artan etil akol serilerinden hizlica gegirilerek ksilolde
bekletilip kesitlerin kapama islemi gerceklestirildi. Boyanan kesitlerden DM 4000B
(Leica, Manheim, Almanya) bilgisayar destekli 1s1ik mikroskobunda elde edilen
goruntdler, LAS V 4.9 (Leica, Manheim, Almanya) programinda degerlendirildi.

Masson’s Trichrome Boyama Protokolii

Deney gruplarina ait tendon kesitleri deparafinizasyon iglemi sonrasinda
boyamaya hazir hale getirildi. Kesitlere Masson Trichrome boyama kiti (Kod:
RRSK20-100, Atom Scientific, Ingiltere) uygulandi. Weigert'in Demirli
Hematoksilen soliisyonu ile 20 dk ¢ekirdek boyamasi yapildi. Suda hizlica

yikanarak, % 1’lik asit alkol soliisyonunda farklilastirilarak, tekrar yikamaya alindi.
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Ponceau Fuchsin soliisyonununda 5 dk boyama yapildi ve ardindan distile suda ile
yikandi. Fosfotungustik asit soliisyonu ile 15 dk mordantlastirilan kesitler ardindan
% 2,5’ lik asetik asit - % 2’ lik Metil Blue Soliisyonu ile 5 dk boyandi. Suda yikama
isleminin ardindan kesitler alkol serilerinden gegirilerek ksilole alindi ve kapama
mediumu ile kapatildi. DM 4000B (Leica, Manheim, Almanya) bilgisayar destekli
151k mikroskobunda elde edilen goriintiiler, Leica LAS V4.9 programinda
degerlendirildi.

Alcian Blue Boyama Protokoll

Deparafinize edilen kesitler alkollerden gecirilerek akar suda yikandi. Boyama
icin Alcian Blue Kiti (pH 2.5) kullanildi (Kod:RRSK400-100, Atom Scientific,
Ingiltere) % 1 alcian blue soliisyonunda 30 dk boyandiktan sonra % 3’ liik asetik
asitte 10-20 saniye yikandi. Akar su altinda 5 dk yikamanin ardindan 3 dk neutral
red ile zemin boyas1 yapildi. Yikama ve dehidratasyon sonrasinda ksilole alinarak
kapama mediumu ile kesitler kapatildi. DM 4000B (Leica, Manheim, Almanya)
bilgisayar destekli 151k mikroskobunda elde edilen goriintiiler, LAS V4.9 (Leica,

Manheim, Almanya) programinda degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal Analiz

Immiinohistokimyasal analizler i¢in tendon dokularina ait parafin bloklardan
polilizinli lamlara 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, deparafinizasyon
isleminin ardindan azalan alkol serilerinden (%100, %96,%90, %80 ve % 70)
gecirildi. Dehidrate edilen dokular alkolden uzaklastirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika
distile sudan gegirilerek, sitrat tamponu (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
ABD) (pH 6.0) ile yiiksek 1s1da retrival islemi uygulandi. Dokular oda 1sisinda 20 dk
sogutulduktan sonra, 2 kez 5’er dakika distile sudan gecirildi. Ardindan dokularin
cevresi Pap pen ile sinirlandirildi. Dokular 3 kez 3’er dakika PBS (Phosphate Buffer
Saline), (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) (pH:7.4) ile yikandi. Daha
sonra, 10 dakika %3’liikk hidrojen peroksite (TA-125-HP, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD) etkin birakildi. Islem sonrasinda PBS ile lamlar yikand1 ve
immunohistokimyasal yonteme Ultra Vision Detection System Large Volume Anti-
Polyvalent, HRP (RTU) (TP-125-HP, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
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ABD) kiti kullanilarak devam edildi. Yikanan lamlara 5 dakika UltraV block
uygulanarak, 0zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden
sonra dokular yikanmadan direkt primer antikor asamasina gegildi. Kesitler uygun
dilisyonda Collagen I (1:200, bs-0708R, Bioss Antibodies, Massachusetts, ABD) ve
Collagen 111 ( 1:200, bs-10423R, Bioss Antibodies, Massachusetts, ABD) primer
antikorlar1 ile gece boyunca + 4 °C’ de inkiibe edildi. Bu uygulamadan sonra lamlar 3
kez 3’er dakika PBS ile yikandi. Yikamanin ardindan 10 dakika biotinli sekonder
antikor uygulanarak, tekrar PBS ile yikama gerceklestirildi. Dokular 10 dakika
streptavidin peroksidaz enzim kompleksine etkin birakildi ve islem sonrasinda 3 kez
3’er dakika PBS ile yikandi. Diaminobenzedin (DAB) substrati igeren kromojen
DAB (TA-125-HD, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) ile gozle
goriilebilir immiin tepkimenin ortaya c¢ikmasi saglandi. Zemin boyas1 olarak
Mayer’in Hematoksilen’i (TA-125-MH, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
ABD) kullanildi. DAB ile boyanan lamlar azalan alkol serilerinden gegirildi. 20
dakika ksilolde bekletildikten sonra entallan ile kapatilan kesitlerin
immunohistokimyasal analizler igin goruntiilenmesi, DM 4000B (Leica, Manheim,
Almanya) bilgisayar destekli 151k mikroskobunda ve LAS V4.9 (Leica, Manheim,
Almanya) programinda gergeklestirildi.

Deney gruplarmma ait tendon Kesitlerinde Tip 1 ve Tip III Kollajen
imminoreaktivite yogunlugu (average optical density,AOD) ImageJ programi
kullanilarak (National Institute of Health, ImageJ Software[127]) degerlendirildi.

Semikantitatif Bonar Histopatolojik Analizi
Bonar histopatolojik skorlamasinda deney gruplarina ait tendon Kesitleri
tenositler, zemin maddesi, kollajen ve vaskiilarite a¢isindan degerlendirildi [128].

Bonar skorlama sisteminin detaylar1 Tablo 3.3.’te gdsterilmistir.



Tablo 3.3. Bonar histopatolojik skorlama sistemi [128].
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Ozellik Evre 0 Evre 1 Evre 2 Evre 3
Isik Belirgin Bir miktar Yuvarlak ve
mikroskopunda sitoplazma gorulebilir blylk
belirgin olmadan sitoplazmaile  cekirdek ile

Tenosit sitoplazma cekirdegin birlikte birlikte
olmadan uzun  yuvarlaklagsmas: ¢ekirdegin bol miktarda
igsi ¢ekirdek yuvarlakliginin ~ stoplazma ve

ve Lakina
boyutunun olusumu
artmasi
Boyanmayok  Lifler arasinda  Lifler arasinda  Goze
boyanabilir boyanabilir carpmayan
masin masin kollajen
Zemin mevcut ancak mevcut ancak  boyama ile
maddesi demetler hala demetlerin birlikte bol
ayrik sinirlar miktarda
kaybolmus masin
Normal yapida Demetler Demetlerin Yapisal
kollajen, korunmus, lifler smirlarinin kay1ip

Kollajen homojen ayrilmis, kaybi, ile birlikte

polarizasyon azalmis ayrilmus lifler,  kollajen
polarizasyon polarizasyon liflerinin
kayb1 tamamen
ayrilmast
Demetler Ara sira kilcal 10°luk 10’luk
arasinda kimeler, blyutmede blyitmede
Vaskdlarite  belirgin 10’luk sahada 1-2 sahada 2’ den
olmayan kan blyltmede arasi kapiller ~ fazla kapiller
damarlari sahada 1’den az

kapiller

Semikantitatif Movin Histopatolojik Skoru

Movin semikantitatif skorlamasinda HE, Masson’s Trichrome ve

Alcian

Blue boyamalari yapilarak fibril yapisi, fibril diizeni, nukleus yuvarlakligi , hiicresel

degisiklik, vaskiilarite artisi,

kollajen boyanmasinda azalma, hyalinizasyon ve

glikozaminoglikan (GAG) icerigi degerlendirildi. Her bir parametre O ile 3 arasinda;

0: Normal,

Hafif anormal,

2: Anormal,

degerlendirilerek skorlandi [128, 129].

Movin skorlama sisteminin detaylar1 Tablo 3.4.’te verilmistir.

3:

Belirgin anormal seklinde
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Tablo 3.4. Movin histopatolojik skorlama sistemi [128, 129].

Ozellik 0 1 2 3
Fibril yapis1 Normal Hafif Orta Anormal Belirgin
Anormal Anormal
Fibril dizeni Normal Hafif Orta Anormal Belirgin
Anormal Anormal
Nukleus Yuvarlakhgr  Normal Hafif Orta Anormal Belirgin
Anormal Anormal
Hiicresel degisiklik Normal Hafif Orta Anormal Belirgin
Anormal Anormal
Vaskiilarite artisi Normal Hafif Orta Anormal Belirgin
Anormal Anormal
Kollajen boyanmasinda Normal Hafif Orta Anormal Belirgin
azalma Anormal Anormal
Hyalinizasyon Normal Hafif Orta Anormal Belirgin
Anormal Anormal
GAG Normal Hafif Orta Anormal Belirgin
Anormal Anormal

3.4.3. RT-PCR ile Gen Ekspresyonu Degerlendirmesi:

Kesilen tendonlar, ImL TRIzol reaktifi iceren 1.5 ml'lik tiiplere yerlestirilmis
ve daha sonrasinda, bigakli homojenizatér yardimiyla homojenize edilmistir. RNA
ekstraksiyonu, kit iretici firmanin yonergesi dogrultusunda gerceklestirilmistir. Tek
zincirli cDNA, RNA’dan ters transkriptaz kullanilarak sentezlenmistir. Bu islem
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit yonergesi takip edilerek
gerceklestirilmistir. Gergek zamanli PCR analizi 96 kuyucuklu plaklar ve SYBR
Green PCR Master Mix kullanilarak Via 7 (Applied Biosystems, Kaliforniya, ABD)
sekans deteksiyon sistemi ile gergeklestirilmistir. Amplifikasyon reaksiyonu (20 pl)
iiretici firmanin ydnergeleri dogrultusunda 1:5 oraninda seyreltilmis; 5 pl 6rnek

varliginda tiglii kontrol sistemi ile gerceklestirilmistir.
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Deneyde ekspresyonu arastirilan genler; kollajen tip 1 alfa zinciri 1
(COL1A1), kollajen tip 3 alfa zinciri 1 (COL3AL), scleraxis (SCX) ve tenomodulin
(TNMD)’dir. Her deneyde arastirilan genin degeri, i¢ kontrol genin (housekeeping
gene; GAPDH) degerine oranlanarak normalize edilmistir. Kullanilan primer

ciftlerinin tamami Tablo 3.5.’te gosterilmistir.

Tablo 3.5. RT-PCR gen ekspresyon analizinde kullanilan primerler.

Primerler Sekanslar
F: 5'-AGTGCCCAGCCTCGTCTCATA -3’

GAPDH R: 5-GGTAACCAGGCGTCCGATAC -3’
COL1AL F: 5-ATGAGCCGAAGCTAACCCC -3’
R: 5-TCAGGTTTCCACGTCTCACC -3'
COL3AL F: 5-CAGGGAACAACTGATGGTGCTA -3
R: 5-GAGAAGAAACCAGGTCCCACAT -3
sox F- 5-AGAAAGTTGAGCAAAGACCGTG -3’

R: 5'- GGGCTCTCCATGACTCTTCA -3’
TNMD F: 5"-TAAATTCAGCTTCTCCTCTGGCA -3’
R: 5'-GGATTCTTTGCCATGGTCTCC -3’

3.4.4. Istatistiksel Analizler:

Calisma sonucunda elde edilen veriler, SPSS programi1 (IBM Corp., yaymlanma
tarihi 2015. IBM SPSS, Mac OS ig¢in, v23.0. Armonk, NY, ABD) kullanilarak analiz
edildi. Tanimlayici istatistikler; ortalama, standart sapma (SS) olarak belirtildi.

Deney gruplar1 arasinda ortalamalar karsilastirilirken, parametrik veri gruplari
icin Student’s t-test veya tek yonli ANOVA testleri, non-parametrik veri gruplari
icinse Mann-Whitney-U testi ve Kruskal-Wallis testleri kullanildi. Post-hoc
karsilagtirmalarda  ANOVA testi ig¢in Tukey testi, Kruskal-Wallis testi igin
Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Verilerin normal dagilimini test etmek amaciyla
Shapiro-Wilk testi, histogramlar, basiklik/carpiklik Olglimleri ve egimden
arindirilmis Q-Q plot verileri kullanildi. Varyanslarin homojenligi degerlendirilirken
Levene testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik agisindan smir p=0.05 olarak kabul

edildi, Bonferroni diizeltmesi yapilan karsilastirmalarda uygun sekilde degistirildi.
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4. BULGULAR

4.1.Nanopartikullerin Karakterizasyonu

4.1.1. Bos PLGA Nanopartikulleri

Bos nanopartikiillere 3 farkli formiilasyon (NP1, NP2, NP3) hazirlanmistir
(Tablo 4.1.). Her formiilasyon i¢in 6 Ornekle c¢alisilmig; ortalama boyut,
polidispersite indeksi, zeta potansiyel degerleri standart sapmalar1 hesaplanarak elde

edilmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.1.’de belirtilmistir (Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. Hazirlanan bos nanopartikiillerin ortalama boyut, polidispersite indeksi,

zeta potansiyel verileri

Formiulasyon Boyut (nm) Polidispersite Zeta Potansiyeli
Indeksi (mV)
NP1 111.433+0.832666 0.089+0.037807 -19.400+0.953939
NP2 108.667+0.680686 0.088+0.018583 -19.433+0.404145
NP3 107.6330.568624 0.087+0.009644 -15.900+0.458258
N P 1 Size Distribution by Intensity V P2 Size Distribution by Intensity
g 15-‘ E 15
é_ 10 \ é‘ ',]-,
NP3
|
5 ‘5 |‘

Size (d.nm)

Sekil 4.1. Hazirlanan bos nanopartikiillerin boyut dagilim grafikleri.

Hazirlanan bos nanopartikiillerin boyutlar1 formiilasyonu haricinde 100-110

nm arasinda bulunmustur. Formiilasyonlar boyut acisindan uygun goriilmiistiir.
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Nanopartikiillerin kullanimda siispansiyon halde hazirlanacagi icin zeta
potansiyelleri diger bir deyisle yiizey yiikii 0zelligi onemlidir. Zeta potansiyel,
partikiillerin elektriksel potansiyellerini yansitmaktadir ve partikiillerin ve iginde
bulunduklar1 ortamin kompozisyonundan etkilenmektedir. Zeta potansiyelinin
olctlmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi hakkinda tahminde bulunmaya
olanak vermektedir. Genel olarak, yikli partikillerde (yuksek zeta potansiyel),
elektriksel itme nedeniyle, partikil agregasyonunun meydana gelme ihtimali daha
azdir. Ayrica nanopartikiillerin zeta potansiyellerine bakilarak kararliliklart ve
topaklagsma egilimleri elde edilebilir. Zeta potansiyel degeri = 20-30 mV arasinda ise
partikiiller kararhidir. Sentezlenen nanopartikiiller bu degerler araliginda degilse
kararsizdir ve topaklasarak ¢okelme egilimindedirler. Hazirlanan nanopartikiillerde
amag¢ hedeflendirme olmadigi i¢in zeta potansiyelinin sonuglara etkisi olmayacaktir.
Nanopartikiil boyutlarinin homojen dagilim gosterip gostermediklerini izleyebilmek
icin partikiil boyutu ve partikiillerin dagilimi incelenmistir. Polidispersite indeksi
(PDI) degeri 0.1-0.25 arasindaki nanopartikiillerin dar bir dagilim gosterdikleri,
bunun iizerindeki PDI degerlerinin ise genis dagilim gosterdikleri kabul edilir.
Hazirlanan nanopartikiillerin PDI degerleri dar bir dagilim gostermektedir.

Sonuglar  degerlendirildiginde  c¢alismada  kullanilmak iizere NP3

formiilasyonu se¢ilmistir.

4.1.2. TGF-B3 Yiikli PLGA Nanopartikiiller

TGF-B3 yiikli nanopartikiiller NP3 formiilasyonu ile hazirlanmistir. Her
formiilasyon i¢in 3 Ornekle c¢alisilmig; ortalama boyut, polidispersite indeksi, zeta
potansiyel ve TGF-B3 yiikleme orani degerleri standart sapmalar1 hesaplanarak elde
edilmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.2.’de ve Sekil 4.2.’de sunulmustur.
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Tablo 4.2. Hazirlanan TGF-3 yiiklii nanopartikiillerin ortalama boyut, polidispersite

indeksi, zeta potansiyel ve yiikleme orani verileri

Formiulasyon Boyut (nm) Polidispersite Zeta TGF-p3
Indeksi Potansiyeli
(mV)
NP3 114.267+0.35 0.09620.01 -17.03+0.55 9%56.5+5.12

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
) o

4]

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.2. Hazirlanan TGF-B3 yiiklii nanopartikiillerin boyut dagilim grafikleri.

Hazirlanan TGF-B3  yiikli  nanopartikullerin -~ morfolojik  analizleri
gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerin SEM goriintiileri Sekil 4.3.’te sunulmustur.
Morfolojik goriintiileri analiz edildiginde nanopartikiillerin kiiresel formda olduklari
goriilmektedir. Ancak morfolojileri incelendiginde nanopartikillerin kolay agrege
olabilecegi tespit edilmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin film formiilasyonu ile

beraber kullanilmasi planlandig1 i¢in agregasyon goz oniline alinmamustir.
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4.2. TGF-p3 Yiiklii PLGA Naopartikiilleri Etkin Madde Salim Calismalar:

TGF-B3 igeren PLGA nanopartikiillerinin (NP3) in vitro etkin madde salim
calismalari, farkli zaman dilimlerinde (1, 2, 4, 6, 24, 48 ve 72. saat) hazirlanan
nanopartikiillerin % salinan etkin madde miktarinin 6l¢iilmesiyle gerceklestirilmistir.

Etkin madde salim grafigi Sekil 4.4.’te gdsterilmistir.

100 - ® ®
o
S 80
(]
©
o° 60 4
]
=
c 40 -
£
L 20 -
0" 1 1 | || 1 : : 1 1 1 1 1 1

0O 4 8 12 16 20 24 30 40 50 60 70 80
Sire (Saat)

Sekil 4.4. TGF-B3 yiiklii PLGA nanopartikiillerinin TGF-B3 salim profili
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4.3. Genel Bulgular

Deney sureci boyunca higbir grupta hayvan olimua gorilmedi. 3. haftada
sakrifiye edilen grupta 4, 6. haftada sakrifiye edilen grupta ise 1 hayvanda kismi yara
dehisans1 gozlendi, ek miidahaleye gerek kalmadan ve enfeksiyon bulgusu olmadan
sekonder iyilesme oldugu goriildii.

3. ve 6. hafta deney gruplarinin tendon uzunluklar1 ve kesit alanlari,intakt

tendonlarin dl¢limleriyle birlikte Tablo 4.3.’te verilmistir.

Tablo 4.3. Gruplarin ortalama tendon uzunluklar1 ve kesit alanlari.

Gruplar Tendon Tendon Kesit
Uzunlugu Alam1 (mm?)
(mm)
ntakt 8.2 (x0.9) 6.4 (x1.1)
C 17.6 (+1.8) 19.6 (+4.1)
3 Hafta Ch 18.7 (+0.9) 18.9 (#4.1)
ChT 15 (£2.7) 20.8 (x1.1)
ChN 15.6 (+1.6) 16.5 (+2.8)
C 15.4 (£1.7) 18.5 (¢3.1)
6 Hafta Ch 15.3 (x1.6) 14.7 (£4)
ChT 14.4 (+1) 14.2 (+4.9)
ChN 14.1 (x0.9) 10.4 (£1.9)

3. hafta tendon uzunluklarmin XKkarsilastirilmas:1 Sekil 4.5.°teki grafikte
verilmistir. Bu haftada biitiin deney gruplarmin tendonlari, intakt tendonlardan
belirgin sekilde uzundur (her biri i¢in p<0.001). Deney gruplar kendi igerisinde
ikigerli karsilastirildiginda ise, C grubunun ChT ve ChN gruplarindan anlaml sekilde
uzun oldugu goruldii (sirastyla p=0.019 ve p=0.004).

6. hafta tendon uzunluklarmin karsilastirilmas: Sekil 4.6.’daki grafikte
gosterilmistir. Bu haftada, biitiin deney gruplarinin tendonlari, intakt tendonlardan
belirgin sekilde uzundur (her bir karsilagtirma i¢in p<0.001). Deney gruplar1 kendi

aralarinda ikili olarak karsilastirildiginda benzer bulunmustur.
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3. Hafta
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Sekil 4.5. 3. hafta ortalama tendon uzunlugu grafigi. *C ile ChT ve ChN gruplar
arasindaki fark (p= 0.019 ve p=0.004), ** intakt tendonlar ile biitiin gruplar
arasindaki fark (herbiri i¢in p<0.001).
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Sekil 4.6. 6. hafta ortalama tendon uzunlugu grafigi (** Intakt tendonlar, biitiin
gruplardan anlamli sekilde daha kisadir, p=0.001).
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3. hafta tendon kesit alanlarmin karsilagtirilmast Sekil 4.7.’deki grafikte
gosterilmistir. Bu haftada, biitiin deney gruplarinin tendonlari, intakt tendonlardan
belirgin sekilde biiyiik kesit alanlarina sahiptir (her bir karsilastirma igin p<0.001).

Deney gruplar1 kendi aralarinda ikili olarak karsilagtirildiginda benzer bulunmustur.

6. hafta tendon kesit alanlarmin karsilastirilmas:1 Sekil 4.8.’deki grafikte
gosterilmistir. C, Ch ve ChT gruplarinin kesit alanlari intakt tendona gore belirgin
sekilde biiyiiktiir (sirasiyla p<0.001, p=0.003 ve p=0.003); fakat ChN grubu ile
benzerdir (p=0.290). Deney gruplar1 kendi igerisinde ikiserli karsilastirildiginda, C
grubunun ChN grubundan anlamli sekilde biiyiik kesit alanina sahip oldugu
goriilmistiir (p=0.002).

3. Hafta
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Sekil 4.7. 3. hafta ortalama tendon kesit alan1 grafigi. ** Intakt tendon grubu, biitiin
gruplardan belirgin sekilde kiiciik kesit alanina sahiptir (herbiri i¢in p<0.001).



Kesit Alani (mm?2)

6. Hafta

|
Intakt

Grup

|
ChT

ChN

46

Sekil 4.8. 6. hafta ortalama tendon kesit alan1 grafigi. * Intakt tendon grubu; C, Ch

ve ChT gruplarindan anlamli sekilde farkli kesit alanina sahiptir (sirastyla p<0.001,

p=0.003, p=0.003). ** C grubu ile ChN arasinda da anlamli fark saptanmistir.

(p=0.002).

4.4. Biyomekanik Bulgular

Gruplarin 3. ve 6. haftalarda hesaplanan maksimum yiik (N), rijitlik (N/mm),

maksimum gerilim (Mpa) ve elastik moduluslari (Mpa) Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Biyomekanik analiz sonuglari.

3. Hafta 6. Hafta
intakt C Ch ChT ChN C Ch ChT ChN
Maksimum 54.6 27 29.2 42.8 35.1 73.2 63.4 51.6 60.4
yuk (N) (#9.4) | (#9.1) | (#5.7) (£4.9) (£10.1) (£7.6) | (¥5.4) (£9.3) (£7.6)
Rijitlik 26.9 8.4 9.3 13 11.4 23 23.1 175 23
(N/mm) (£10.7) | (£3.1) | (x2.5) (£3.6) (£6.4) (£6.3) | (+8.8) (+4.6) (£2.7)
Maksimum 34.1 49 7.2 6.5 10.6 16.6 21.4 16 (£5.8) 26.9
gerilim (£7.8) | (x1.4) | (x2.2) (£0.8) (£3.9) (£2.7) (x4) (£3.9)
(Mpa)
Elastik 77.4 23.2 30.6 14.5 20.1 39.7 46.5 375 43
Modulus | (¥22.2) | (27.5) | (¥14.2) | (¢4.7) (¢6.9) | (x11.8) | (29.4) | (x12.4) | (x11.8)
(Mpa)

3. haftada maksimum yiiklerin karsilagtirilmasinda (Sekil 4.9.); C, Ch ve ChN

gruplarinin intakt tendona gore istatistiksel anlamli farklari oldugu goriilmiistiir
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(swrasiyla p=0.003, p=0.004 ve p=0.005). Deney gruplar karsilagtirildiginda ise ChT
grubunun, C ve Ch gruplarina gore anlamli diizeyde yiksek bir maksimum yike
sahip oldugu goriilmiistiir (sirastyla p=0.004 ve p=0.005).
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Sekil 4.9. 3. hafta ortalama maksimum yiik grafigi. * Intakt tendonlar; C, Ch ve ChN
gruplarindan daha yiiksek maksimum yiike sahiptir (sirasiyla p=0.003, p=0.004 ve

p=0.005). ** ChT grubu C ve Ch gruplarindan yiiksektir (sirasiyla p=0.004 ve
p=0.005).

3. haftada rijitlikler karsilastirildiginda (Sekil 4.10.); deney gruplarinin birbirine
benzer oldugu ve intakt tendonlarm rijitliginin biitiin deney gruplarindan anlaml
sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (sirasiyla C i¢in p=0.003, Ch icin p=0.004, ChT
icin p=0.004 ve ChN i¢in p=0.005).
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gruplardan yiiksektir (sirastyla p=0.003, p=0.004, p=0.005 ve p=0.005).

3. haftada gruplarin dayandigr maksimum gerilim karsilastirildiginda (Sekil
4.11.), intakt tendonlarin ortalama maksimum gerilim degerinin diger gruplardan
belirgin sekilde yiiksek oldugu (herbiri i¢in p<0.001), deney gruplart arasinda fark

olmadig1 goriildii.
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Sekil 4.11. 3. hafta ortalama maksimum gerilim grafigi. *Intakt tendonlar, biitiin

deney gruplardan yiiksek maksimum gerilim degerine sahiptir (p<0.001).
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3. haftada gruplar elastik modiiliis agisindan karsilastirildiginda (Sekil 4.12.),
anlaml fark oldugu goriildii (p=0.001). Intakt tendonlarin elastik modiiliis degerinin
biitiin gruplardan yiiksek oldugu (sirasiyla p=0.004, p=0.005, p=0.004, p=0.003)
gorildii. Deney gruplarmin kendi aralarinda yapilan karsilagtirmalarinda anlamli fark
bulunmadi (C ve ChT gruplari i¢in p=0.055, Ch ve ChT gruplan igin p=0.045;

Bonferroni diizeltmesinden dolay1 anlamli sinir p=0.008 olarak kabul edilmistir.).
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Sekil 4.12. 3. hafta ortalama elastik modiiliis grafigi. *intakt tendonlarm deney
gruplarinin tamamindan anlaml sekilde yiiksek oldugu goriildi (sirasiyla p=0.004,

p=0.005, p=0.004 ve p=0.003).

6. haftada gruplarin dayandigi maksimum ytiklerin karsilastirilmasinda (Sekil
4.13.); C grubu intakt tendonlardan (p=0.003) ve ChT grubundan (p=0.001) yiiksek
bulunmustur. Intakt tendonlar, C, Ch ve ChN gruplar1 kendi iclerinde benzer

bulunmustur.
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Sekil 4.13. 6. hafta ortalama maksimum yiik grafigi. * C grubu Ch ve intakt tendon
gruplarindan yiiksektir (sirasiyla p=0.003 ve p=0.001).

6. haftada gruplarin rijitlik degerleri karsilastirildiginda (Sekil 4.14.); gruplar

arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=0.164).
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Sekil 4.14. 6. hafta ortalama rijitlik grafigi.
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Gruplarin 6. haftada ortalama maksimum gerilim degerleri karsilastirildiginda
(Sekil 4.15.), gruplar arasinda anlaml fark tespit edilmistir (p<0.001). intakt tendon
grubunun maksimum gerilim degeri C, Ch ve ChT gruplarindan farkli iken (sirasiyla
p<0.001, p=0.003, p<0.001), ChN grubu ile benzerdir (p=0.121). ChN grubu, C
grubundan ve ChT grubundan yiiksek maksimum gerilime sahiptir (sirasiyla p=0.01
ve p=0.004).

50

£
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:

Maksimum gerilim (MPa)

intakt C Ch ChT ChN
Grup

Sekil 4.15. 6. hafta ortalama maksimum gerilim grafigi. * Intakt tendon grubu; C, Ch
ve ChT gruplarindan anlamliliga ulasan diizeyde yiiksek degere sahiptir (sirasiyla
p<0.001, p=0.003 ve p<0.001). ** ChN grubu C ve ChT gruplarindan yiiksek degere

sahiptir (sirastyla p=0.01 ve p=0.004).

Gruplarin 6. haftada ortalama elastik modiiliis dergerleri karsilastirildiginda
(Sekil 4.16.), gruplar arasinda fark saptandi (p=0.035). ikili karsilastirmalarda
aradaki farkin sonuglara anlamli olarak yansimadigi goriildi. Ortalamasi diger
gruplardan yuksek olan intakt tendon grubu, diger gruplarla istatistiksel olarak
kargilastirildiginda fark saptanmadi (sirastyla p=0.036, p=0.045, p=0.010 ve
p=0.022, Bonferroni diizeltmesi ile anlaml1 sinir p=0.008 olarak kabul edildi).
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Sekil 4.16. 6. hafta ortalama elastik modiiliis grafigi. Gruplar arasinda ikiserli

karsilagirmada anlamli fark saptanmamustir.

4.5. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Bulgular

Gruplarin 3 hafta ve 6 hafta Bonar skorlari, alt gruplar ve total skor olarak

Tablo 4.5.te gosterilmistir. HE boyama sonrasi alinan kesitler Sekil 4.17.’de,

Masson’s trichrome boyama sonrasi alinan kesitler Sekil 4.18.’de ve Alcian blue ile

boyama sonrasi alinan kesitler Sekil 4.19.’da gosterilmistir.

Tablo 4.5. Ortalama total Bonar skorlar1 ve alt skorlari.

C

Toplam 9.6
Skor (x1.3)

Tenosit 25
(x0.5)

Zemin 25

Maddesi (x0.5)

Kollajen 2.2
(x0.6)

Vaskularite 2.4
(£0.5)

3 Hafta

Ch ChT
9.5 5.6
(1) (£1.4)
2.3 1.6
(x0.6) (20.5)
2.6 15
(£0.5)  (x0.5)
2.2 1.1
(£0.4)  (0.7)
2.3 14
(x0.5) (20.7)

ChN
4.7
(=1)
15
(+0.5)
0.9
(+0.5)
1.2
(+0.6)
1.1
(+0.6)

C
7.4 (1)

2.3
(+0.5)
1.6
(£0.5)
15
(+0.5)
1.9
(+0.6)

Ch
7.1
(+1.2)
1.7
(+0.6)
1.7
(+0.6)
15
(+0.6)
2.1
(+0.6)

6 Hafta

ChT
3 (x1.1)

0.8
(+0.6)
0.6
(+0.5)
0.7
(+0.5)
0.9
(+0.6)

ChN

2.7
(+1.1)
0.6
(+0.5)
0.7
(+0.5)
0.9
(+0.5)
0.6
(+0.5)
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Sekil 4.17. Hematoksilen-eozin boyama sonrasi alinan histolojik kesitler (x400, skala

bar=50 pm).
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Intakt

Sekil 4.18. Masson’s trichrome ile boyama sonrasi alinan histolojik kesitler (x400,

skala bar=50 pm).



55

Sekil 4.19. Alcian blue ile boyama sonrasi alinan histolojik kesitler (x400, skala
bar=50 pm).
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3. hafta total Bonar skorlari biitiin gruplarda karsilastirildiginda (Sekil 4.20.)
anlaml fark oldugu gériilmiistiir (p<0.001). ikili karsilastirmalar sonucunda; C grubu
ile ChT ve ChN gruplar arasinda (her ikisi i¢in de p<0.001), Ch grubu ile ChT ve
ChN gruplar arasinda (her ikisi i¢in de p<0.001) anlamli fark bulunmustur. ChT ve
ChN gruplar1 arasindaki fark anlamliliga ulasmamistir (p=0.037, Bonferroni

diizeltmesinden dolay1 anlamli sinir p=0.008 olarak kabul edilmistir).

3 Hafta

%
]

Total Bonar Skoru

Grup

Sekil 4.20. 3. hafta ortalama total Bonar skorlar1 grafigi. *C grubu ile ChT ve ChN
arasinda (p<0.001); **Ch grubu ile ChT ve ChN arasinda (her ikisi igin p<0.001)

anlamli fark vardir.

6. hafta total Bonar skorlar1 biitiin gruplarda karsilagtirildiginda (Sekil 4.21.)
anlamli fark oldugu gériilmiistiir (p<0.001). Ikili karsilastirmalar sonucunda; C
grubunun ChT ve ChN gruplarindan yiiksek oldugu goriilmiistiir (her ikisi igin de
p<0.001). Ch grubu, ChT ve ChN gruplarindan biiyiik bulunmustur (her ikisi igin de
p<0.001). ChT ve ChN gruplar arasinda fark yoktur (p=0.531).
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Sekil 4.21. 6. hafta ortalama total Bonar skoru grafigi. * C grubu ChT ve ChN
gruplarindan (her ikisi i¢in de p<0.001); ** Ch grubu da ChT ve ChN gruplarindan
(her ikisi icin de p<0.001) yliksektir.
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Gruplarin 3 hafta ve 6 hafta Movin skorlari, alt gruplar ve total skor olarak

Tablo 4.6.’da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Ortalama total Movin skorlari ve alt skorlari.

3 Hafta 6 Hafta

Cc Ch ChT ChN C Ch ChT ChN

Total Skor 17.7 16.8 9.9 9.1 145 13.3 (£2) 6.3 45
(£2.6) | (#1.9) | (x2.9) (£2) (£1.5) (£1.8) (£1.5)

Fibril Yapisi 2.2 2.1 11 1.2 1.9 18 0.8 0.5
(£0.6) | (£0.4) | (x0.6) | (x0.6) (x0.6) (x0.4) (£0.6) (x0.5)

Fibril Dizeni 2.3 2.2 11 1.2 19 1.8 11 0.5
(£0.5) | (£0.4) | (x0.7) | (x0.6) (+0.4) (+0.6) (+0.5) (+0.5)

Nukleus 25 2.3 16 15 2.3 1.7 0.8 0.6
Yuvarlakhig (x0.5) | (x0.6) | (x0.5) (£0.5) (x0.5) (£0.6) (£0.6) (x0.5)

Hucresel 2.3 1.9 1.4 15 2.3 1.7 0.9 0.7
Degisiklik (£0.6) | (£0.6) | (x0.6) | (x0.5) (x0.5) (x0.7) (£0.5) (£0.5)

Vaskdlarite 2.4 2.3 14 1.1 1.9 2 (x0.7) 0.9 0.6
Artist (£0.5) | (£0.5) | (x0.7) | (x0.6) (+0.6) (+0.6) (+0.5)

Kollajen 2.2 2.2 11 1.2 15 15 0.7 0.8
Boyanmasinda | (+0.6) | (£0.4) | (x0.7) (£0.6) (x0.5) (x0.5) (£0.5) (x0.6)

Azalma

Hyalinizasyon 1.3 11 0.7 0.5 11 13 0.4 0.2
(#0.5) | (#0.6) | (¥0.5) | (0.5) (+0.6) (£0.7) (£0.5) (£0.4)

GAG 25 2.6 15 0.9 1.6 1.6 0.6 0.7
(#0.5) | (#0.5) | (#0.5) | (z0.5) (x0.5) (£0.5) (£0.5) (£0.5)

3. hafta total Movin skorlar1 biitiin gruplarda karsilastirildiginda (Sekil 4.22.)
anlamli fark oldugu gériilmiistiir (p<0.001). Ikili karsilastirmalar sonucunda; C
grubunun ChT ve ChN gruplarindan yiiksek oldugu (her ikisi ig¢in de p<0.001) ve Ch
grubunun, ChT ve ChN gruplarindan yiiksek oldugu (her ikisi igin de p<0.001)
goriilmiistiir. ChT ve ChN gruplar arasinda fark saptanmamistir (p=0.302).
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Total Movin Skoru

C Ch ChT ChN
Grup

Sekil 4.22. 3. hafta ortalama total Movin skoru grafigi. *C grubu ChT ve ChN
gruplarindan (her ikisi i¢in de p<0.001); ** Ch grubu da ChT ve ChN gruplarindan
yiksektir (her ikisi igin de p<0.001).

6. hafta total Movin skorlar1 biitiin gruplarda karsilastirildiginda (Sekil 4.23.)
anlaml fark oldugu goriilmiistiir (p<0.001). Ikili karsilastirmalar sonucunda; C
grubunun ChT ve ChN gruplarindan yiiksek oldugu (her ikisi i¢in de p<0.001), Ch
grubunun ChT ve ChN gruplarindan yiiksek oldugu (her ikisi igin p<0.001) ve ChT
grubunun ChN grubundan yiiksek oldugu (p=0.006) goriilmiistiir.
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Sekil 4.23. 6. hafta ortalama total Movin skoru grafigi. * C grubu, ChT ve ChN
gruplarindan (her ikisi i¢in de p<0.001), ** Ch grubu ChT ve ChN gruplarindan (her
ikisi icin de p<0.001) ve *** ChT grubu da ChN grubundan (p=0.006) ylksek

bulunmustur.

3. ve 6. haftalarda immiinohistokimyasal boyama ile bakilan Tip I ve Tip III
kollajen optik yogunluklar1 Tablo 4.7.’de gosterilmistir. Tip | kollajene yonelik
boyama sonrasi alinan kesitler Sekil 4.24.°te, tip III kollajene yonelik yapilan

boyama sonrasinda alinan kesitler ise Sekil 4.25°te gosterilmistir.

Tablo 4.7. Tip I ve tip III kollajen optik yogunluklari.

3. Hafta 6. Hafta
C Ch ChT ChN C Ch ChT ChN
Tip | 0.811 0.843 0.998 0.850 0.749 0.698 1.203 1.129

Kollajen | (+0.466) | (+0.575) | (+0.443) | (£0.541) | (£0.456) | (+0.441) | (0.723) | (+0.368)

Tipll | 0.769 | 0965 | 1038 | 1469 | 0648 | 0636 | 0281 | 0275
Kollajen | (+0514) | (+0.505) | (+0.5) | (+0.514) | (+0.454) | (+0.505) | (+0.280) | (+0.218)




Ch

ChT

ChN

Sekil 4.24. Tip I kollajene yonelik olarak yapilan ilmmiinohistokimyasal boyama
sonrasi alinan histolojik kesitler (Hematoksilen-DAB, x400, skala bar=50um).
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3 Hafta 6 Hafta

Ch

ChT

ChN

Sekil 4.25. Tip III kollajene yonelik olarak yapilan ilmmiinohistokimyasal boyama
sonrasi alinan histolojik kesitler (Hematoksilen-DAB, x400, skala bar=50um).
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3. haftada immiinohistokimyasal yontemle bakilan Tip I kollajen optik
yogunlugu gruplar arasinda karsilastirildiginda anlamli fark bulunmamustir (Sekil
4.26., p=0.681).

3. haftada imminohistokimyasal yontemle bakilan Tip III kollajen optik
yogunlugu agisindan gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmistir (Sekil 4.27.,
p=0.004). Ikili karsilastirmalarda, ChN grubunun C grubundan ve Ch grubundan
yliksek Tip III kollajen yogunluguna sahip oldugu goriilmiistiir (sirasiyla p=0.003 ve
p=0.008). ChT ve ChN gruplar1 arasindaki fark istatistiksel anlamliliga ulasmamistir
(p=0.019, Bonferroni diizeltmesinden dolay1 p=0.008 anlamli sinir kabul edilmistir).

3. Hafta
2.000 l
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Sekil 4.26. 3. hafta, tip | kollajen immiinohistokimya sonuglart.
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3. Hafta
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Sekil 4.27. 3. hafta tip III kollajen immiinohistokimya sonuglar1. * ChN grubu C
grubundan (p=0.003) ve ** Ch grubundan (p=0.008) yiiksek bulunmustur.

6. haftada immiinohistokimyasal yontemle bakilan Tip I kollajen yoniinden
gruplar arasinda anlamli fark saptanmistir (Sekil 4.28., p=0.021). ikili
karsilagtirmalarda, ChN grubunun Ch grubundan belirgin sekilde yiiksek oldugu
goriilmiistir (p=0.007). C ve ChT (p=0.059), C ve ChN (p=0.033), Ch ve ChT
(p=0.049) karsilastirmalar1 istatistiksel anlamliliga ulagsmamustir (Bonferroni

diizeltmesinden dolay1 anlamli sinir p=0.008 olarak kabul edilmistir).

6. haftada immiinohistokimyasal yontemle bakilan Tip III kollajen yoninden
gruplar arasinda belirgin fark saptanmistir (Sekil 4.29., p=0.003). C grubunun ChT
ve ChN gruplarindan anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (sirasiyla p=0.004
ve p=0.006). Ch ve ChT (p=0.018) arasindaki fark ile Ch ve ChN (p=0.024)
arasindaki fark anlamli bulunmamistir (Bonferroni diizeltmesinden dolay1 anlamli

siir p=0.008 olarak kabul edilmistir).
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Sekil 4.28. 6. hafta, tip I kollajen immiinohistokimya sonuglari. * ChN grubunun,
Ch grubundan yiiksek oldugu saptanmistir (p=0.007).
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Sekil 4.29. 6. hafta, tip 11l kollajen immiinohistokimya sonuglart. *C grubu ChT
grubundan ve ChN gruplarindan yiiksek bulunmustur (sirastyla p=0.004 ve p=0.006).
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4.6. RT-PCR Ile Gen Ekspresyonu Analizi Bulgular

COL1A1, COL3A1, SCX ve TNMD genlerinin ekspresyonlari, biitiin deney
gruplarinda incelenmis ve intakt tendonlardaki ekspresyon diizeyinin katlar1 olarak
(r6latif gen ekspresyonu) sonuglar1 verilmistir. Tablo 4.8.”de biitlin genlerin 3. ve 6.
haftadaki rolatif ekspresyon degerleri, Tablo 4.9°da da bu degerlerin intakt kontroller

ile ikili karsilastirilmasi sonucunda elde edilen p degerleri gosterilmektedir.

Tablo 4.8. Rolatif gen ekspresyonlari.

3 Hafta 6 Hafta

C Ch ChT ChN C Ch ChT ChN

COL1A1 51 31 153.2 155.6 8.3 13.9 8.7 455
(£34.1) | (#¥17.4) | (#62.8) | (#¥46.9) | (*#7.2) | (*#13.3) | (#5.4) | (¢41.2)

COL3Al | 472 22.1 84.4 1245 5.1 10.9 6.8 35.3
(£32.9) | (¥17.1) | (¢42) | (#65.6) | (#2.8) | (¥11.9) | (5.9) | (¥29.2)

SCX 2 (+1.2) 25 1.1 1.3 0.47 0.52 0.65 0.89
(£0.9) (+0.4) (x1.3) | (£.32) | (#0.1) | (x0.26) | (*0.51)

TNMD 9.6 6 (+4.7) | 9 (¢5.6) 6.1 3.8 4.6 10.2 4.1
(£7.2) (#55) | (x1.7) | (¥3.4) | (x12.4) | (*2.9)

Tablo 4.9. Gruplarin rolatif gen ekspresyonlarinin intakt kontroller ile
kargilastirmasindan elde edilen p degerleri. (Anlamli olan degerler koyu ile

yazilmistir).

3 Hafta 6 Hafta
C Ch ChT ChN C Ch ChT ChN
COL1A1 | 0.0016 | 0.0081 | 0.0063 | 0.0036 | 0.0452 | 0.0493 | 0.0375 | 0.0483
COL3A1 | 0.0201 | 0.0329 | 0.0036 | <0.001 | 0.0236 | 0.0491 | 0.0282 | 0.0189

SCX 0.0742 | <0.001 | 0.0734 | 0.0155 | 0.0149 | <0.001 0.001 0.7221
TNMD 0.0456 | 0.0231 | 0.0249 | 0.0431 | 0.0204 | 0.0287 | 0.0438 | 0.0144

COL1A1 gen ekspresyonu incelendiginde (Sekil 4.30.), 3. haftada gruplar
arasinda anlamli fark oldugu tespit edildi (p<0.001). C grubunun ChT ve ChN
gruplar ile arasinda anlamli fark oldugu tespit edildi (sirasiyla p=0.05 ve p=0.01).
Ch grubunun da yine ChT ve ChN gruplar ile arasinda anlamli fark oldugu tespit
edildi (sirasiyla p=0.024 ve p=0.004). 6. hafta sonuglar1 degerlendirildiginde, ChN
grubunun ortalamasi diger gruplardan yiiksek olmasina ragmen gruplar arasinda

anlamli bir fark tespit edilemedi (p=0.125).
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Sekil 4.30. COL1AL1 rolatif gen ekspresyonu. 3. haftada * C grubunun ChT ve ChN
gruplarindan (sirasiyla p=0.05 ve p=0.01) diisiik oldugu, ** Ch grubunun da ChT ve
ChN gruplarindan (sirastyla p=0.024 ve p=0.004) diisiik oldugu saptandi.

COL3A1 gen ekspresyonu incelendiginde (Sekil 4.31.), 3. haftada gruplar
arasinda anlamh fark oldugu goriildii (p=0.013). ikil karsilastirmalar sonucunda,
ChN grubunun Ch grubundan belirgin sekilde yiiksek oldugu saptandi (p=0.004). Ch
grubu ile ChT (p=0.025) karsilastirmasi istatistiksel anlamliliga ulagmadi
(Bonferroni diizeltmesinden dolay1 anlamli sinir p=0.008 olarak kabul edilmistir). 6.
haftada, ChN grubunun ortalamasmin digerlerinden yiiksek oldugu goriildii; fakat

istatistiksel anlamli bir fark saptanmadi (p=0.128).
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Sekil 4.31. COL3AL rolatif gen ekspresyonu. * 3. haftada ChN grubunun Ch

grubundan belirgin sekilde yiiksek oldugu saptandi (p=0.004).

SCX gen ekspresyonu incelendiginde (Sekil 4.32.), 3. haftada ve 6. haftada
gruplar arasinda anlaml fark saptanmadi (sirasiyla p=0.108 ve p=0.159).

SCX

Rolatif Gen Ekspresyonu
T

T T 1 t 1
C Ch ChT ChN C Ch ChT ChN

| |

3 Hafta 6 Hafta

Sekil 4.32. SCX rolatif gen ekspresyonu.
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TNMD gen ekspresyonu incelendiginde (Sekil 4.33), 3. haftada ve 6. haftada
gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (sirasiyla p=0.515 ve p=0.967).

TNMD

Rolatif Gen Ekspresyonu
~
[—]

3

C Ch ChT ChN C Ch ChT ChN

| |

3 Hafta 6 Hafta
Sekil 4.33. TNMD roélatif gen ekspresyonlari.

(—]
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5. TARTISMA

Sican asil tendon gOvde yaralanmasi modelinde TGF-B3’in tendon
iyilesmesine olan etkisinin incelendigi bu calismada; iyilesme siirecinin farkli
basamaklarinda transkripsiyon, translasyon ve fonksiyonel diizeyde olumlu sonuclar
elde ederek calisma hipotezi dogrulandi. Calisma, giincel olarak ilgi uyandirmakta
olan bir konuda daha once ¢alisilmamis bir modelin sonuglarmin bildirilmesi
acisindan 0zgiindiir.

Asil tendon yaralanmalarinda dogru tedaviyi se¢gmek ve en iyi klinik sonuca
ulasabilmek zorlu bir siirectir. Kullanilan ¢esitli tedavi yontemlerinin uzun dénem
sonuclar1 tatmin edici olmakla beraber, hasta beklentilerinin de artmakta oldugu
gunimizde kisa siirede elde edilecek daha iyi sonuglara ihtiyag duyulmaktadir.
Ortopedik cerrahinin farkli branslarinda, cerrahi teknik ve tedavi segenekleri hizla
gelisim gosterirken, asil tendon yaralanmalarmin tedavisi konusunda ayni hizda
gelisme saglanamamaktadir. Cesitli farkli cerrahi teknik ve konservatif yontemin
uzun siiredir uygulanmakta oldugu bu yaralanmalarda, biyolojik destekleyici
ajanlarin (ortobiyolojikler) ise laboratuvar c¢alismalarinda umut vadeden sonuglari
olmasina ragmen ¢ok az bir kismi1 PRP gibi rutin klinik kullanima girebilmistir [105,
106, 108, 110].

Tendonlar, kas-iskelet sisteminin statik elemanlar1 olan kemikler ile dinamik
elemanlar1 olan kaslar arasindaki baglantiy1 olusturarak ¢ok 6zgiin bir gorevi yerine
getirmektedir. Tendon yaralanmasi sonrasinda iyilesme siireci, birbirini takip eden ii¢
faz halinde gergeklesir: inflamasyon, proliferasyon ve yeniden diizenlenim [130]. Bu
temel fazlarin yaninda, rlptire olan tendon uglarindan saglanan kollajenin defekti
kapatmak i¢in kullanildigimi one siiren kollajen geri doniistimii ad1 verilen siire¢ de
yeni tanimlanmistir ve arastirilmaktadir [131]. Bu sureclerin Grinid olarak olusan
iyilesme dokusu tip I11 kollajenden olusmaktadir ve uzun siiren yeniden diizenlenim
faz1 sirasinda yerini yavas bir sekilde tip I kollajene birakir. Yogun olarak tip III
kollajen iceren doku, saglikli tendona gore daha biiyiik bir kesit alanina sahiptir ve
uzama egilimindedir. Bu ozellikleri sebebiyle de biyomekanik olarak kas-tendon
tinitesinin islevini dogru bir sekilde yerine getiremez [130, 132]. Bu yeniden

diizenlenim Oncesi suregte tendonlar reruptire olma egilimindedir. Bu fazlardan
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gegerek iyilesen tendon dokusu da saglikli yapidan uzak olabilmektedir ve gerilme
direnci saglikli tendonun %30’unda kalabilmektedir [130, 132].

Embriyolojik gelisim siirecinde oldugu gibi yaralanan tendonlarin iyilesme
surecinde de biiyiime faktorlerinin ¢ok 6nemli pay1 vardir. Wirgler-Hauri ve ark.
tarafindan sicanlarda supraspinatus tendonu yaralanma modelinde, birgcok farkli
biliyiime faktoriiniin yaralanmay1 takiben hizli bir artis gosterdigi, 1 haftada belirgin
artiy oldugu ve 16. haftada normal seviyeye dondiikleri gosterilmistir [133]. Bu
veriler, tendon iyilesmesinin biitiin fazlarinda biiyltime faktérlerinin rolii olduguna
isaret etmektedir [134].

TGF-B ailesi, tendon iyilesmesi sirasinda; hiicre migrasyonu, farklilasmasi ve
en onemlisi de ESM sentezini uyarmak dahil genis yelpazede seyreden birgok 6nemli
gorevi yerine getirmektedir. Bu ailenin farkli izoformlarmnin ayrintili islevleri, ilk
olarak yara iyilesme siirecinde incelenmistir. TGF-B1 ve 2 izoformlar erigkin yara
tyilesmesinde rol alip fibrotik ve skarli iyilesmeye sebep olurken, TGF-B3 izoformu
ise fetal yaralarda yiiksek miktarda eksprese edilip skarsiz iyilesme saglamaktadir
[135, 136]. Bu bilgiler 1s1gimnda TGF-3’tin ESM olusumunu azalttig1 diisiiniilmesine
ragmen, takip eden siiregte bir¢ok ¢alismada farkli bulgular rapor edilmistir: Klein ve
ark. tarafindan yayinlanan bir ¢alismada, fleksor tendonlarda biitiin izoformlarn tip 1
ve III kollajen sentezini artirdigi gosterilmistir [137, 138]. Chan ve ark. tarafindan
yapilan in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismasinda, Tip I kollajen gen ekspresyonunu en
fazla artiran izoformun TGF-B3 oldugu dikkat ¢ekmektedir [120]. TGF-B3 sinyal
yolaklarinin detayli arastirilmasiyla da Smad3 ekspresyonunu azalttigi ve Smad7
ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir ve bu da intrinsik tendon iyilesmesini
guclendirip adhezyonsuz iyilesme saglayabilecegi yoniinde umut vermistir [139].

TGF-B3’iin sadece ESM sentezini engelleyen bir molekiil olmadig1 ve
kompleks bir diizenleyici rolii oldugunun anlagilmasiyla; kas-iskelet sistemi
yaralanmalar1 modellerindeki etkileri de arastirilmaya baglanmistir. Manning ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada, sigan supraspinatus tendon-kemik bileskesi
yaralanmas1 modeline heparin/fibrin bazli bir yavaglatilmis salim sistemiyle TGF-f3
uygulanmistir: iyilesmenin hizlandigi, 28. giinde yapisal tendon 6zelliklerinde ve 56.
ginde de biyomekanik 0zelliklerinde daha basarili sonuglar elde edildigi

gosterilmistir [10]. Kovacevic ve ark., benzer sekilde rotator manset yaralanmasi



72

modeli Uzerinde TGF-B3’iin etkilerini incelemislerdir ve 4 haftada artmis onarim
gucu ve belirgin sekilde yiiksek COLI/COLIII orani elde etmislerdir [9]. Han ve ark.
da sigan rotator manset yaralanmasi modeli ¢alismislardir ve enjektabl jel cati
icerisinde uygulanan TGF-B3’in biyomekanik testlerde maksimum dayanma
kuvvetini belirgin sekilde artirdigini gostermislerdir [11]. Bu ¢aligmalarin aksine,
Kim ve ark., tavsan asil tendon-kemik bileskesi yaralanmasi modelinde TGF-B3 ve
BMP-2’nin etkilerini arastirmislardir, ve TGF-B3’iin olumlu katkis1 olmadigi
sonucuna ulasmiglardir [140]. Goriilebilecegi tizere yapilan c¢alismalarin ¢ogu
tendon-kemik bileskesi yaralanmalari iizerine odaklanmistir; bunun en énemli sebebi
bazi ¢alismalar sonucunda TGF-f3’tin tendonda fibréz kikirdak olusumunu
uyarabileceginin gosterilmis olmasi [141] ve fibroz kikirdak dokunun tendon-kemik
bileskesi iyilesmesi siirecinde onemli rolii olmasidir [142]. Fakat Barsby ve ark.’mn
rapor ettigi gibi, TGF-B3 molekiilii at embriyonik kok hiicrelerinde tenosit yoniinde
farklilasmay1 uyarabilmektedir ve in vitro ortamda TGF-$33 uygulanan kok hiicrelerin
tendon iliskili belirtecler olan SCX, TNMD, tenascin-C ve COL1Al
ekspresyonlarmin arttigi bildirilmistir [7]. Benzer sonuglar, Gongalves ve ark.
tarafindan insan adipoz doku kaynakli kok hiicreler iizerinde de gosterilmistir: ¢esitli
kok hucre alt-popiilasyonlarinda TGF-f3 uygulanmasiyla SCX ekspresyonunda artis
gosterilmistir [8]. Bu bulgular etkilerin sadece tendon-kemik bileskesiyle simnirl
olmadigin1 gostermektedir.

Tendonlarin uzunluklar1 ve kesit alanlari, biyomekanik 06zelliklerini
belirleyen en énemli faktorlerdir ve yaralanma sonrasi tendon elongasyonu da kalici
morbiditeye sebep olabilmektedir [143]. Calismamizda TGF-B3’in normal ve
uzatilmig salimli nanopartikiil formlariin ikisi de 3. haftada, kontrol grubuna gore
belirgin sekilde kisa tendon dokusu olusumu saglamislardir (Tablo 4.3., Sekil 4.5.).
Fakat Sekil 4.6.’de da goriilecegi tizere bu etki 6. haftada devam etmemektedir. Kesit
alanlarina baktigimizda ise (Tablo 4.3.), 3. haftada biitiin deney gruplar1 benzer ve
intakt kontrole gore daha genis kesit alanina sahipken (Sekil 4.7.), 6. haftada ChN
grubunun kontrole goére belirgin sekilde kiigiik kesit alanina (18.5’¢ kars1 10.4,
p=0.002) sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.8.,). Bu durum, TGF-B3’iin tendonun
boyutlar1 iizerine olan etkisinin hem erken hem de ge¢ donemlerde goriilebilecegini,

uzun salimhi sekilde uygulandiginda ge¢ donemi de etkileyerek kesit alanini
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daraltabilecegini gostermektedir. Kontrol (C) grubu ile sadece kitosan film
uygulanan grubun (Ch) biitiin karsilastirmalarda benzer sonuglara ulasmis olmasi da
amacimiza uygun olarak, bir ¢ati islevi gormeden sadece bir tastyict gorevi yapmakta
oldugunu teyit etmektedir.

Esas gorevleri kaslar ile iskelet arasinda yiik aktarimi olan tendonlarin,
yaralanma sonrasinda yiiklenme karsisinda gosterdikleri biyomekanik 6zelliklerinin
normal degerlere donebilmesi, fonksiyon gosterebilmeleri agisindan ¢ok dnemlidir.
3. haftada elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, maksimum yiik (Sekil 4.9.)
disinda diger parametrelerde deney gruplar1 arasinda bir fark goriilmemektedir. 6.
haftada ise, TGF-B3’iin de etkilerini net bir bicimde ortaya koyan bulgular ortaya
cikmaktadir. Yaralanan tendonlarin iyilesme siirecinde dayanilan maksimum yuk
acisindan intakt tendonlardan yiiksek degerler elde edebildigi literatiirde daha once
gosterilmis olan bir bulgudur [112, 132]; ¢linkt maksimum tensil kuvvet (maksimum
yuk) tendon kesit alanindan etkilenebilmektedir. Maksimum gerilime baktigimizda
ise ChN grubunun, Sekil 4.8.’de gosterdigimiz daralan kesit alaninin da etkisiyle
belirgin sekilde yiiksek gerilime dayanabildigi goriilmektedir (Sekil 4.15.). ChT
grubunda goérulmeyen bu etkinin, TGF-p3’iin yavas salimi sayesinde ortaya ¢ikmis
olmasi diisiiniilebilir.

Histolojik incelemeler Bonar ve Movin skorlama sistemlerine gore ayr1 ayri
degerlendirilmistir. Sonuglar, TGF-B3’1in iyilesme dokusu iizerine olumlu etkilerinin
tim zaman dilimlerinde goriildiigiinii, ve yavas salimli uygulamanin da sonuglar
Uzerine serbest uygulamaya goOre daha biyik katki saglayabilecegine isaret
etmektedir. Bonar skorlar1 a¢isindan hem 3. hem de 6. haftalarda ChT ve ChN
gruplarinda, C ve Ch gruplarina kiyasla istatistiksel anlamliliga ulasan diizeyde farkli
ve olumlu sonuclar elde edilmistir. Movin skorlamasina baktigimizda, Bonar skoruna
benzer sekilde her iki zaman diliminde de ChT ve ChN gruplarinda daha iyi
sonuglar oldugu goriilmekle beraber, ayn1i zamanda 6. haftada nanopatikil ile
uygulama yapilan grupta serbest uygulamaya kiyasla anlamli diizeyde iyi sonug elde
edildigi gorilmistir (Sekil 4.23.). Bu durum TGF-B3’tiin tendon doku yapisi
izerindeki etkilerinin sadece erken donemde degil, ge¢ donemde de devam
edebilecegine isaret etmektedir. Literatiirde Robbins ve ark. tarafindan bildirilmis

olan TGF-B3’in tenositlerde fibroz kikirdak olusumunu uyarma etkisi géz Oniine
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alinarak [141] kesitler bu acidan da incelenmis ve her grupta yer yer kondrojenik
farklilasma bolgeleri goriilmekle beraber gruplar arasinda fark olmadigi sonucuna
varilmigtir. TGF-f3 uygulanmis olan iki grupta da (Serbest veya nanopartikdl icinde)
kollajen liflerinin daha iyi organize olduklari saptanmustir.

Tendon iyilesmesi dinamik bir siiregtir ve surecin takibinde Kkollajen
ekspresyonunun gen ve protein dizeyinde incelenmesi iyi bir yol gostericidir.
Yaralanma sonrasinda tip I ve tip III kollajen gen ekspresyonlar: birlikte artmakta; 1-
2. hafta arasinda pik yapmaktadir [144, 145]. Saglam dokuda minimum miktarda
bulunmasma ragmen Tip Il kollajenin yaralanan tendonun iyilesmesi sirasinda
onemli rolii vardir: ¢ok hizli disiilfid baglar1 kurabilmesi sebebiyle kopmus tendona
iyilesme esnasinda ilk mekanik dayanikliligini veren ESM elemani oldugu
diistintilmektedir [146]. Tendon iyilesmesinin t¢ilincli asamast olan Yeniden
dizenlenim faz1 6-8. haftalar arasinda baslamakta ve erken dénemde tip 111 kollajen
tarafindan olusturulan onarim dokusunun yerini tip I kollajenden olusan daha
organize siki bir bag dokusunun almasiyla devam etmektedir [147]. Bu ¢alismada,
transkripsiyon ve translasyon diizeylerinde yapilan analiz sonuglar1 literaturi
desteklemekte ve ayni zamanda TGF-B3’lin bu siirece yaptigi olumlu katkilari
yansitmaktadir. COL1A1 (Sekil 4.30.) ve COL3A1 (Sekil 4.31.) gen ekspresyonlari
erken donemde biitiin gruplarda, intakt kontrole goére belirgin sekilde artig
gosterirken (Tablo 4.8. ve Tablo 4.9.), COL1A1 icin hem ChT grubunda hem de
ChN grubunda kontrole gére anlaml diizeyde fazla artis goriilmiistiir. COL3A1 igin
ise belirgin fark gosteren grup ChN grubu olmustur. Basta tip I kollajen olmak tizere
gen ekspresyonlarinda goriilen bu artis, biyomekanik sonuglara erken donemde
artmig ortalama maksimum yiik olarak yansimaktadir (Sekil 4.9., Tablo 4.4.). Altinci
haftadaki rolatif gen ekspresyonlarinda ise gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamistir; ChN grubunun diger gruplardan ytiksek olan ortalama COL1A1 ve
COL3A1 degerlerine ragmen farkin anlamli olmamasi, grup igerisindeki yiiksek
standart sapma ile aciklanabilir. Intakt kontrollere kiyasla ekspresyonlarin daha fazla
olmasi tendon onarim siirecinin devam etmekte olduguna isaret etmektedir; fakat
Juneja ve ark. tarafindan yapilan caligmada da bildirildigi lizere 6. haftada bu
genlerin ekspresyonunda pik noktanin geride kalip bazal diizeylere gerilemesi

beklenen bir bulgudur [145].
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Immiinohistokimyasal olarak kollajen diizeylerinin semikantitatif analizi ile
elde edilen sonuglar incelendiginde, COL1A1 ekspresyonu artisinin 3. haftada
protein duzeyinde ESM’ye yansimadigir saptanmistir (Sekil 4.21.). Kollajen gibi
kompleks yapidaki proteinlerin sentezinde ¢ok fazla sayida post-translasyonel
modifikasyon olmasi ve yaralanan tendon dokusunda kollajen ile birlikte ESM
yikimindan sorumlu olan metalloproteinazlarin sentezinin de indikleniyor olmasi
[145] transkripsiyonel etkilerin tamamen protein diizeyine yansitilmasini engelleyen
faktor olabilir. Bunun disinda gen diizeyinde saptanan farkliliklarin protein diizeyine
yansimasi i¢in gerekli slire daha uzun olabilir; bunun destekler nitelikte Sekil 4.23.°te
de goriildiigii tizere 6. haftadaki Tip I kollajen optik yogunlugu agisindan ChN grubu
Ch grubundan belirgin sekilde yiiksek bulunmustur. ChT grubunun belirgin artis
gostermemis olmasi, TGF-B3 etkisinin kisa siireli olmasina baglanabilir. 6. haftada
Tip I kollajen optik yogunluklarina baktigimizda ise ChT ve ChN gruplarinda
kontrole gore belirgin sekilde azaldigi gorilmektedir (Sekil 4.24.). Bu bulgular, tip
/I kollajen oranmin gittikge artmasiyla karakterize olan yeniden dizenlenim
surecinin, TGF-B3 uygulamasiyla artmig bir hizda gergeklesmekte olabilecegine
isaret etmektedir. Yavas salimli uygulama ise, 6zellike tip | kollajen zerine daha
fazla etki gostererek, bu yeniden diizenlenim siirecine belirgin katk1 yapmaktadir.

Tek basma uygulandiginda saglayabilecegi olumlu etkiler ¢aligmamizda
gosterilmis olan TGF-B3, ¢oklu biiyiime faktorii uygulamalari i¢in de bir aday olarak
one c¢ikmaktadir. Tendon iyilesmesinin bir¢ok molekiiliin etkilesimiyle yonetilen
kompleks bir siire¢ olmasindan yola ¢ikilarak, birden ¢ok biiyiime faktoriiniin cesitli
kombinasyonlar halinde uygulanmasinin sonuglar1 olumlu etkileyebilecegi bazi
caligmalarda gosterilmistir [121]. PRP gibi olumlu etkileri bilinen uygulamalarin da
aslinda birden ¢ok biyolojik ajanin karisimdan olusan bir kokteyl oldugu
diistintiliirse, tek basina uygulandiginda olumlu etkiler gosteren TGF-f3’iin kombine
uygulamalarda daha iyi sonuglar verebilecegi 6ngoriilebilir.

Calismamizin bazi kisithiliklart mevcuttur. Yapilmis olan gii¢ analizine ve
literatiir incelemesine ragmen, Ozellikle TGF-B3’tin nanopartikil dozaj formu ve
serbest form ile film i¢inde disperse edilerek uygulanmasi arasinda olusacak olan etki
biiyiikliigiiniin de bilinemedigi géz oniine alinarak, hayvan sayisinin kisitililigindan

dolay1 bazi etkilerin goériilememis olma ihtimali mevcuttur. TGF-B3’lin nanopartikiil
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dozaj formu ile yavas salim 6zelligi kazandirilan TGF-B3’iin in vivo Kinetik davranis
profili bilinmemektedir ve in vitro olarak planlanan salim 6zellikleri sigan dokusunda
goriilememis olabilir. TGF-f3’iin literatiirde belirtilen fibroz kikirdak olusumunu
uyarma etkisi, histolojik olarak incelenmis olmasima ragmen; SOX9, COL2AI,
ACAN, COMP gibi kikirdak iligkili genlerin ekspresyonu incelenerek net bir sekilde
ortaya konmasi miimkiindiir. Ayn1 zamanda literatiirde TGF-B3’{in en sik vurgulanan

etkilerinden biri olan adezyonun engellenmesi, ¢calismamizda aragtirilmamaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Asil tendon yaralanmalari, giiniimiizde ortopedi ve travmatoloji pratiginde
oldukca onemli bir yer teskil etmektedir ve tedavi sonuglari geligimlere agiktir.
Biyolojik tedavi yontemleri, yapilan ¢aligmalarin énemli bir kismini olusturmaktadir
ve bunlar arasinda da biiylme faktorleri en cok umut vadeden ajanlardir.

Calismamizin  sonuglari, sicanlarda asil tendon yaralanmasi sonrasinda
uygulanan TGF-B3’lin; biyomekanik analizle ortaya konan fonksiyonel sonuglara,
histolojik inceleme ile gosterilen doku iyilesmesi siirecine ve transkripsiyonel /
translasyonel siireclere farkli basamaklarda olumlu etkiler sagladigi yoniindedir.
PLGA-b-PEG nanopartikillere enkapstile edilerek TGF-B3’e yavas ve uzun sireli
salim ozelligi kazandirildiginda ise, tip I/tip III kollajen oranini artirarak yeniden
diizenlenim siirecini hizlandirmak gibi olumlu etkiler elde edilebilmektedir.

Biyomekanik incelemeler, kesit alan1 ve uzunluk parametreleri agisindan
TGF-B3 uygulamasmin sonuglari olumlu yonde etkiledigini, 6zellikle de 6. hafta
kesit alan1 agisindan yavas salimli uygulamanin diger gruplara iistiinliigii oldugunu
gostermistir. 3. haftada incelenen diger parametrelerden sadece maksimum yik
acisindan standart TGF-B3 uygulamasi daha iyi sonuglar vermistir. 6. haftada ise
maksimum yiik acisindan gruplar benzer diizeylere gelmesine ragmen nanopartikiil
ile TGF-B3 beraber uygulanan grupta daha yiliksek maksimum gerilim degerlerine
erigilmistir. Bu durumda daralan kesit alaninin etkisi olabilir; tendonlarin yavas
salimli TGF-B3 uygulamasi sonrasinda saglikli tendonlara biyomekanik olarak daha
yakin bir hale geldigi 6ne siirtilebilir.

Histolojik incelemelerin sonuglari, TGF-B3 uygulamasinin hem 3. hem de 6.
haftalarda kontrollere gére daha iyi sonuglar verdigini gostermektedir. Bonar skoru
TGF-B3’iin nanopartikiil icerisinde uygulandigi grup i¢in bir fark gostermemis
olmasina ragmen Movin skorlar1 6. haftada bu grubun standart uygulamadan daha iyi
sonuglar1 olduguna isaret etmektedir.

Immiinohistokimyasal analizler, tendon iyilesmesi siirecinin literatiir ile
uyumlu oldugunu yansitmakla beraber hem TGF-B3 uygulamasinin olumlu etkilerini
hem de nanopartikiil formunda uygulamanin standart uygulamaya gore ne gibi
farklar olusturdugunu net bir sekilde ortaya koymaktadir. 3. haftada, tip III kollajen

yogunlugu TGF-B3’{in her iki uygulamasi i¢in de artmistir, bu sonuglar biyomekanik
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olarak artmis maksimum yiik bulgulart ile uyusmaktadir. 6. haftada ise, normal
tendon iyilesme stireci ile uyumlu olarak remodelasyon sonucu tip III kollajen
azalmaktadir, ve TGF-B3’tiin uygulandig1 her iki grupta bu azalma daha belirgin
olmustur. Tip I kollajenin de aym1 zaman diliminde bu gruplarda kontrollere gore
daha yiiksek yogunluga sahip olmasi (yavas salimli uygulamada bu fark istatistiksel
anlamliliga ulagmistir), tip I / tip III kollajen oraninin gittik¢e artmasiyla karakterize
olan remodelasyon surecinin TGF-B3 uygulanan gruplarda daha hizli sekilde
yasandigina, yavas salimli uygulamanin standart uygulamaya gore daha olumlu
sonuglar verdigine isaret etmektedir.

3. haftada COL1A1l ekspresyonu hem standart hem de nanopartikil ile
birlikte uygulamalar i¢in anlamli sekilde artmistir, COL3A1 ekspresyonundaki artis
ise sadece nanopartikiil ile beraber yapilan uygulamada anlamli diizeye erismistir. 3.
hafta sonuglar1 tip I ve tip III kollajen agisindan immdinohistokimya, histoloji ve
biyomekanik ile birlikte degerlendirildiginde, olumlu yonde etkilerin goriilmesi
bakimindan uyumlu olarak degerlendirilebilir. 6. haftadaki kollajen gen
ekspresyonlar1 gruplar arasinda farklilik gostermemektedir, kollajen molekuli uzun
omiirlii ve yavas doniisiimlii bir molekiil olmas1 sebebiyle daha gen ekspresyonu
azalmig olmasina ragmen protein diizeyinde fark olmaya devam etmesi anlasilir bir
bulgudur. SCX ve TNMD genleri ise, herhangi bir zaman diliminde gruplar arasinda
fark goOstermemistir. Bu genlerin tendinojenez siirecinde oOnemli rol aldiklari
bilinmektedir; fakat sliphesiz ki rol alan yegane genler degildirler ve TGF-B3’ilin
olumlu etkileri farkli genlerin diizenlenmesi ile kendini géstermis olabilir.

In vitro ortamda hazirlanarak farmakolojik ¢zellikleri belirlenen ve TGF-3
salim g¢alismalar1 yapilan PLGA-b-PEG yapili nanopartikiillerin, beklenen yavas
saliml1 etkileri in vivo ¢alismada da kendini gostermistir. Deney ¢alismamizdaki ChT
ve ChN gruplarina uygulanan kitosan filmler ayn1 miktarda TGF-B3 icermektedir, ve
bu bilgiler 1s181nda gruplar arasindaki sonuglarin farkli olmasi yavas salim etkisine
baglanabilir. Bu uygulama yontemi, kisa yar1 dmiirlii molekiillerin uygulanmasi i¢in
umut vadetmektedir.

Tendon iyilesmesi siirecindeki rolii heniiz net olarak ortaya konmamis olsa
da, TGF-B3 ile asil tendon yaralanmalarinin tedavisinde umut veren sonuglar elde

edilmigtir. Farkli uygulama metodlari, ¢coklu biiylime faktorleri ile kombine sekilde
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uygulama, farkli tendonlar iizerinde uygulamalar gibi cesitli c¢aligmalar, bu
molekiiliin tendon iyilesme siirecindeki yerini ve olast klinik faydalarmi ortaya

cikarmaya yardimci olacaktir.
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	1. GİRİŞ ve AMAÇ
	Kas-iskelet sistemi hastalıkları, 50 yaş üzeri popülasyonun kronik rahatsızlıklarının yarıdan fazlasını [1] ve gençlerin spor ilişkili yaralanmalarının %30-50’sini oluşturan [2] önemli sağlık sorunlarıdır. Tendon yaralanmaları da bu hastalıklar içeris...
	İnsan vücudundaki en dayanıklı tendon olan aşil tendonu, aynı zamanda en sık yaralanan tendonlardan da birisidir. Yıllık insidansı 7-40/100.000 arasında bildirilen bu yaralanmalarla en sık 30-40 yaş aralığındaki erkeklerde karşılaşılır [3].
	Tendon dokusunun düşük yenilenme hızı, zayıf vaskülarite ve inervasyon gibi sebeplerden dolayı; hasar gören tendon dokusunun iyileşmesi genellikle uzun sürer ve sonuç olarak daha zayıf ve tekrar yaralanmaya yatkın bir doku oluşur [4, 5]. Başarılı teda...
	TGF-β3 molekülü, antifibrotik etkisi ve skarsız iyileşme sağlaması [6] sebebiyle uzun süredir birçok çalışmada yer almıştır ve embriyonik kök hücrelerde tendinojenezi uyardığının da gösterilmesiyle beraber [7, 8], kas-iskelet araştırmacılarının da ilg...
	Bu tez kapsamında, TGF-β3 molekülünün aşil tendon yaralanması sonrası iyileşme sürecine katkısının değerlendirilmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla, sıçan aşil tendonlarında tek taraflı oluşturulan tendon yaralanması modelinde; uzun etki süresine sahip TGF...
	Hipotezimiz; TGF-β3 uygulamasının histolojik olarak iyileşmeyi hızlandıracağı, biyomekanik olarak dayanıklı bir doku oluşumunu sağlayacağı, immünohistokimyasal açıdan doğal aşil tendon dokusu ile uyumlu olacağı ve gerçek zamanlı polimeraz zincir reaks...
	2.1 Aşil Tendonu ile İlgili Genel Bilgiler
	2.1.1. Aşil Tendonunun Histolojisi
	Aşil tendonu, vücudun diğer tendonlarına benzer bir histolojik yapıya sahiptir. Bu yapıyı; ana hücresel eleman olan tenositler ve bunların etrafında büyük oranda tip I kollajen içeren bir ekstraselüler matriks (ESM) oluşturur [12]. Bu klasik bağ doku ...
	Ekstraselüler matriks içeriğinin yaklaşık olarak %30’u kollajen, %2’si elastin ve %68’i sudan oluşmaktadır [14]. Bu kollajen protein içeriğinin %90’dan fazlası tip I kollajendir [12]. Tendon içerisinde bu proteinler, hiyerarşik bir yapı oluşturacak ş...
	Şekil 2.1. Aşil tendonunun hiyerarşik yapısı [17].
	Birbirine paralel dizilmiş ve sıkıca paketlenmiş tip I kollajen molekülleri, iplikleri oluşturur. İplikler ise yine paralel bir dizilimde bir araya gelir ve demetleri oluşturur. Tipik bir aşil tendon ipliğinin çapı 60 µm’dir. İplikçiklerin çapı ise 3...
	Tendona biyomekanik özelliklerini kazandıran, kollajenden sonra en önemli molekül olan elastin, toplam ağırlığın %1’inden azını oluşturmaktadır [15]. Elastin, ESM’de tropoelastin molekülleri tarafından oluşturulur ve mikrofibriler bir çatıya bağlanır...
	ESM içerisinde, proteoglikanlar (PG) ve kollajen dışı glikoproteinler (GP) de bulunmaktadır. Bunların, hücresel çoğalmanın kontrolü, farklılaşma, hücre migrasyonu ve tenosit sağkalımı gibi çeşitli fonksiyonlara sahip olduğu gösterilmiştir [17]. Aşil ...
	Tendonun hücresel elemanlarının %95’ini, tenosit ve tenoblastlar oluşturur. Bunların dışında az miktarda sinovyal hücreler, kondrositler ve vasküler hücrelere de rastlanır [13, 16, 17]. Tenoblastlar, yeni gelişmekte olan aşil tendonunda çok bol mikta...
	Tendon histolojisi ve yapısı incelenirken, tendon yaralanması esnasında ve sonrasında bu yapının değişikliğe uğradığı unutulmamalıdır.
	2.1.2. Aşil Tendonunun Anatomisi
	Gastroknemius ve soleus kaslarının tendonlarının birleşimiyle oluşan aşil tendonu, vücuttaki en dayanıklı ve en geniş tendondur [14]. Bu tendon, baldırın yaklaşık olarak orta hizasında, posterior kompartmandaki en yüzeyel kas olan gastroknemiusun lifl...
	Aşil tendonunun uzunluğu popülasyonda 11-26 cm arasında değişken olarak saptanmıştır ve ortalaması 15 cm’dir [13]. Tendonun kalınlığı ise, orijininde ortalama 6.8 cm (değer aralığı 4.5-8.6), orta kısmında en ince yerinde ortalama 1.8 cm (değer aralığı...
	Tendonun kalkaneus üzerindeki insersiyosu, posterior kalkaneal prominens üzerinde, medial ve laterale doğru genişleyen hilal şeklinde bir bölge oluşturmaktadır ve yarı çapı 13.8 mm ile 43.6 mm arasında değişmektedir [20]. Tendon, insersiyonun 4 cm pro...
	Aşil tendonunun distal ucunda farklı yerleşimli, derin ve yüzeyel bursalar bulunabilmektedir. Bunların en sık görüleni, aşil tendonu ile kalkaneusun posterioru arasında yer alan retrokalkaneal bursadır [21]. Anterior duvarı fibrokartilaj yapıda olan b...
	Şekil 2.2. Aşil tendonunun kanlanması [15].
	Kalkaneusun posterior-superior yüzeyi, tibianın posterior yüzeyi ve aşil tendonu arasında kalan bölgeye Kager üçgeni denir [22]. Bu bölge, aşil tendonu ile derin fleksörleri birbirinden ayırmaktadır. Fleksör hallusis longus, fasyal septum ile tibia ar...
	Baldır posteriorunda medialde posterior tibial arter (PTA), lateralde ise peroneal arter (PA) seyretmektedir. Tendonun proksimal ve distali PTA tarafından beslenmekteyken, orta kesimi ise PA tarafından beslenir (Şekil 2.2.) [23]. Yapılan bir çalışmada...
	Aşil tendonunun inervasyonu, temel olarak sural sinirin dalları tarafından sağlanmaktadır. Bu sinir, tibial sinirin bir dalı olan medial sural kütanöz sinir ile peroneal sinirin komünikan dalının baldır orta 1/3’ünde birleşmesi ile oluşur, farklı vary...
	2.1.3. Aşil Tendonunun Biyomekanik Özellikleri
	Aşil tendonu, ayak bileğinin en kuvvetli plantar fleksörlerinin oluşturduğu kuvveti iletir; diz, ayak bileği ve subtalar eklemler üzerine etki gösterir [15, 26]. Hasar oluşmadan önce tendonun %4’e kadar gerinime dayanabildiği bilinmektedir [14]. Tendo...
	Aşil tendonunun mekanik özelliklerinin in vitro koşullarda ölçümünde iki farklı eğriden faydalanılabilir. Bunlardan ilki, yük-yer değiştirme eğrileri; ikincisi ise daha sık kullanılan, materyalin boyutlarının ölçümde oluşturabileceği farklılıkları ort...
	Biyomekanik özelliklerin in vivo koşullarda ölçümü de farklı metodlarla yapılabilmektedir: ultrasonografi [28-30], manyetik rezonans görüntüleme (MRG) [31, 32] ve dinamometri [33] bunlardan bazılarıdır. In vivo ölçüm metodlarının biyomekanik sonuçları...
	Şekil 2.3. Örnek bir gerilim-gerinim eğrisi [13].
	2.2. TGF-β3 ile İlgili Genel Bilgiler
	2.2.1. TGF-β3’ün Moleküler Yapısı
	Transforme edici büyüme faktörü-β (TGF-β) süperailesi, sürekli genişlemekte olan ve birçok düzenleyici polipeptidi içinde barındıran bir protein ailesidir. Bu protein süperailesi TGF-β ailesi dışında kemik morfogenetik protein (BMP), büyüme ve farklıl...
	TGF-β ailesinde yer alan proteinler etkilerini otokrin, parakrin veya endokrin sinyal iletim yolları ile gösterebilirler [36, 37]. Bu aile, insan vücudu için elzem olan birçok fizyolojik süreçte rol almaktadır: embriyonik gelişim esnasında mezenkim-ep...
	Memelilerde üç farklı TGF-β izoformu bulunur: TGF-β1, TGF-β2 ve TGF-β3. Bu izoformların hepsi farklı kromozomların üzerindeki farklı genler tarafından kodlanmaktadır. TGF-β1’in geni 19q13.1 lokasyonunda, TGF-β2’nin geni 1q41 lokasyonunda ve TGF-β3’ün ...
	Şekil 2.4. TGF-β sentezindeki moleküler basamaklar [36].
	TGF-β izoformlarının sentezi ve post-translasyonel modifikasyonları, kompleks ve çok basamaklı bir süreçtir ve birçok farklı enzim tarafından kontrol edilir (Şekil 2.4.) [36]. İzoformların hepsi ilk olarak, 390 amino asitten oluşan  55 kDa ağırlığında...
	2.2.2. TGF-β3’ün Etki Mekanizması
	TGF-β  ailesi, bulunduktan sonra çok sayıda çalışmaya konu olmuş ve yoğun olarak araştırılmıştır. İlk dikkat çeken özellikleri ise farklı epitel ve hematopoietik hücre serilerinde büyüme inhibisyonu yapması, aynı zamanda mezenkimal kökenli hücrelerin ...
	Salınım ve aktivasyonlarının ardından TGF-β  ailesi, plazma membranındaki spesifik bir serin/treonin kinaz reseptörüne bağlanarak etkisini hücre içine iletir [49]. TGF-β  reseptör ailesinin, her biri sisteinden zengin ekstraselüler bir kısım ve kinaz ...
	TGF-β yolağındaki ikincil mesajcılar, Smad molekülleridir. Sitoplazmik bir ara molekül olan Smad’lar 3 grup halinde incelenmektedirler: reseptör ilişkili olan R-Smadlar (Smad 1, 2, 3, 5 ve 8), ortak mediatör Co-Smadlar (Smad 4) ve inhibitör özellikte ...
	Şekil 2.5. TGF-β sinyal yolakları ve ara mesajcılar [36].
	2.2.3. TGF-β3’ün Vücuttaki Etkileri
	TGF-β ailesinin insan vücudundaki görevleri ve etkileri araştırılırken en çok bilgi TGF-β1 ve sonra da TGF-β2’yi konu alan çalışmalardan elde edilmiştir; fakat dikkat etmek gerekir ki bu ailenin üyeleri içerisinde yapısal homoloji yüksek oranda olması...
	TGF-β3 molekülünün embriyogenezde çok önemli bir rolü olduğu, TGF-β3 knock-out fare deneyleri sonucunda ortaya çıkarılmıştır. Bu molekülün yokluğu sonucunda oluşan dudak-damak yarığı [53] ve anormal akciğer gelişimi [54] etkileri uzun süredir bilinmek...
	TGF-β3’ün immün sistem üzerine etkileri de oldukça belirgindir [52]. T hücrelerinde CD4+ hücrelere olan farklılaşmayı engeller, ve TGF-β3 etkisini nötralize eden antikorların T-reg hücre aracılı immünsüpresyonu engellediği gösterilmiştir [52]. TGF-β3’...
	TGF-β3, yara iyileşmesi sürecinde skarsız iyileşmeyi sağlaması yönüyle diğer TGF-β izoformların zıttı bir etki göstermektedir [59]. Erişkinlerin yaralarında TGF-β1 ve TGF-β2 ekspresyonu artmaktayken, skarsız iyileşen fetal yaralarda bu moleküllerin ye...
	Kas-iskelet sistemi üzerinde de TGF-β3’ün çeşitli etkileri gösterilmiştir. Embriyonik kök hücrelerde [7] ve adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kök hücrelerde [8] tenojenik farklılaşmayı uyarmaktadır. Sıçanlarda rotator manşet yaralanmaları sonrasın...
	2.3.    Kitosan Filmler ve PLGA-b-PEG Nanopartiküller ile İlgili Genel Bilgiler
	2.3.1. Kitosan Filmler
	Kitosan (KS), doğada selülozdan sonra en sık bulunan ikinci polisakkarit olan kitinin bir türevidir [66]. KS’nin kitinden üretilme süreci, 60-80 c arasında, alkaliler kullanılarak kısmı N-deasetilasyon işlemlerini içerir [67]. Bu polimer, pozitif yükl...
	Kitosan polimerleri, üretilme şekillerine ve koşullarına bağlı olarak değişik özellikler taşır ve molekül ağırlıkları 300-1000 kD arasında değişkenlik gösterir [69]. Viskozite ve molekül ağırlığı, deasetilasyon ile ters orantılıdır. Deasetilasyon der...
	Modifiye edilebilen özellikleri sayesinde KS, farklı moleküller ve ilaçlar için taşıyıcı olarak sık kullanılan bir seçenek olmuştur: Lee ve ark. tarafından KS filmlere yüklenen PDGF-BB’nin osteoblast hücre kültürü üzerine olan çalışması buna bir örne...
	2.3.2. PLGA-b-PEG Nanopartiküller
	İlaçların hedef dokulara taşınmasında kullanılabilecek güncel stratejilerden birisi, nano boyutta taşıma sistemleri geliştirmektir. İdeal bir nano-taşıyıcı sistem, ilaç molekülünü sistemde prematür hidrolizden korumalı, aynı zamanda biyo-yararlanımını...
	Poli(etilen glikol) (PEG)’un, poli(laktik asit) (PLA) veya poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi poli(𝛼-hidroksi asit) molekülleriyle birleşerek oluşturduğu blok kopolimerler, ilaç taşınımını konu alan birçok çalışmanın odak noktasıdır [77]. Bu b...
	PLA ve PLGA’nın doku mühendisliği ve ilaç taşınımı alanlarında kullanımı sırasında karşılaşılan zorlukların en önemli sebebi, bu moleküllerin hidrofobik özellikte olmalarıdır [74]. Bu poli(𝛼-hidroksi asit)’lerin yapısına PEG gibi hidrofilik özellikte...
	Literatürde birçok farklı ilacın taşınımı için PLGA-b-PEG nanopartiküllerinin kullanıldığı çalışmalar mevcuttur: bir non-steroidal anti-enflamatuar olan ibuprofen [76], dosetaksel ve irinotekan gibi kemoterapötikler [82, 83] ile donepezil gibi kolines...
	2.4. Aşil Tendon Yaralanmaları
	2.4.1. Aşil Tendon Yaralanmaları Hakkında Genel Bilgiler
	Aşil tendon yaralanmaları; genç bireylerde sıklıkla spor yaralanmaları şeklinde, yaşlılarda ise kronik tendinopati sürecinin sonunda ortaya çıkan önemli bir ortopedik sorundur. Daha nadir olarak, sistemik hastalıkların bir bulgusu da olabilmektedir [8...
	Vücuttaki en kalın ve en dayanıklı tendon olmasına rağmen, aşil tendonu aynı zamanda en sık rüptüre olan tendon olmasıyla da dikkati çeker. Büyük tendon yaralanmalarının %20’sini aşil tendon yaralanmaları oluşturur [86].
	Epidemiyolojik olarak incelendiğinde, aşil tendon rüptürlerinin yıllık insidansının 7-40/100.000 aralığında bildirildiği görülmektedir [3]. Lantto ve ark. tarafından yapılan çalışmada, 1979’dan 2011’e kadar olan süreçte aşil tendon rüptürü insidansını...
	Aşil tendon yaralanmaları her yaş grubunda görülebilmektedir. Lemme ve ark. tarafından yapılan güncel bir epidemiyolojik  çalışmada hastaların 7-85 yaş aralığında olduğu bildirilmiştir [3]. 854 hasta üzerinde yapılan bu çalışmada, erkeklerin yaralanma...
	Erkekler, aşil tendon rüptürüne kadınlara göre daha yatkındırlar. Kadınlara oranla erkeklerin aşil tendon yaralanmasına 2-12 kat fazla maruz kaldığı bildirilmiştir [88].
	Aşil tendon yaralanmalarının en sık spor faaliyetleri sırasında oluştuğu görülmektedir: Lemme ve ark.’ın çalışmasında bu oran %81.9 olarak bildirilirken [3], Raikin ve ark. da %68 oranını bildirmişlerdir [89]. Yaralanmalar içerisinde en yüksek orana s...
	Aşil tendon rüptürü saptanan hastaların çoğu, yaralanma öncesinde belirgin semptomlar göstermemektedir, bu sebeple rüptüre yatkınlık oluşturan faktörleri belirlemek zordur. Çalışmalar, rüptüre olan tendonların histopatolojik incelemesinde dejeneratif ...
	Aşil tendon rüptürü tanısı klinik muayene ile çoğu zaman konabilir. Hastaların çoğunun öyküsü tipiktir; bir aktivite veya spor esnasında, ayak dorsifleksiyon pozisyonundan hızlıca plantar fleksiyon pozisyonuna getirilirken baldırda ve topukta oluşan a...
	Görüntüleme yöntemleri, tanıda mutlaka gerekli olmasa da destekleyici bulgular verebilir. Direkt grafiler, çoğunlukla farklı patolojilerin varlığını dışlamak için kullanılsa da; Kager üçgeninde yumuşak doku dansitesinde artış, Haglund deformitesi, int...
	2.4.2. Aşil Tendon Yaralanmalarında Tedavi Yöntemleri
	Amerikan Ortopedik Cerrahi Cemiyeti (American Academy of Orthopaedic Surgeons – AAOS)’nin yayınladığı kılavuza göre akut aşil tendon rüptürlerinin tedavisinde hem konservatif hem de cerrahi metodların yeri vardır [98]. Deng ve ark. tarafından yayınlan...
	Konservatif tedavi prensipleri günümüzde fonksiyonel ortezlerin kullanımı ve erken fizyoterapi başlanmasını içermektedir. Tedavinin ilk haftalarında hasta, ayak bileğini plantar fleksiyon pozisyonunda sabit tutan bir ortez ile ekstremiteye kısmi yük v...
	Cerrahi tedavi seçenekleri; açık, minimal-invaziv ve perkütan yöntemler olarak ayrılabilir [88, 102]. Kullanılan teknikten bağımsız olarak cerrahinin amacı tendon uçlarını bir araya getirmek ve dorsifleksiyonu kısıtlayacak bir kısalmaya sebep olmamak...
	Aşil tendonu rüptürü sonrasında aktif genç hastaların ve amatör sporcuların işlerine ve eski aktivite düzeylerine yüksek oranda dönebildikleri gösterilmiştir [99, 103]. Profesyonel sporculara bakıldığında ise görece olumsuz bir tablo göze çarpmaktadı...
	Konservatif ve cerrahi tedavi yöntemlerinin karşılaştırılmasında en çok üzerinde durulan konu, rerüptür oranlarıdır. Deng ve ark. tarafından yayınlanan meta-analizde, konservatif tedavi edilen hastalarda %9.8 olan rerüptür oranı cerrahi tedavide %3.7...
	2.4.3. Aşil Tendon Yaralanmalarında Biyolojik Yöntemler
	Son yıllarda, aşil tendon patolojilerinde biyolojik yöntemlerin hem tek başına hem de cerrahi tedaviye adjuvan olarak kullanımı giderek daha popüler hale gelmiştir [105-107].
	Trombositten zengin plazma (platelet rich plasma-PRP) uygulaması, aşil tendon rüptürlerinde en çok çalışılmış olan biyolojik adjuvan yöntemlerden birisidir. Zou ve ark. tarafından yapılan prospektif randomize kontrollü klinik çalışmada, cerrahi tedavi...
	PRP’nin konservatif yöntemlerle tedavi edilen hastalara da uygulanması araştırılmıştır. Keene ve ark. tarafından yapılan randomize kontrollü çalışmada alçı, atel veya ortez ile tedavi edilen hastalarda PRP enjeksiyonunun kas-tendon fonksiyonu, ekstre...
	Stein ve ark. yaptıkları çalışmada, konsantre kemik iliği aspiratının cerrahi yöntemle tedavi edilen akut aşil tendon rüptürüne olan etkisini araştırmışlardır. Bir kontrol grubunun olmadığı bu çalışmada rerüptür görülmediği, hastaların ortalama 1.8 a...
	Henüz birçoğu klinik insan çalışmalarına uygulanamamış olsa da, hayvan aşil tendon yaralanması modelleri üzerinde denenmiş olan biyolojik ajanların sayısı oldukça fazladır. Çeşitli hayvan ve hücre kültürü modellerinde BMP-2, 7, 12 ve 14 ile umut vade...
	TGF-β ailesinin bir diğer üyesi olan TGF-β1 de aşil tendon yaralanması hayvan modellerinde birçok kez denenmiştir [107]. Hou ve ark. tarafından yapılan çalışmada, TGF-β1 geni ile transfekte edilen kemik iliği kökenli mezenkimal kök hücreler, tavşan a...
	TGF-β3’ün embriyonik tendon gelişimi ve hasarlanan tendonun iyileşmesi süreçlerindeki rolleri araştırılmıştır [119, 120]. Bu molekülün rotator manşet yaralanması hayvan modeli üzerindeki etkileri araştırılmıştır [9, 11]; fakat aşil tendon gövde yaral...
	Çalışmamız, KOBAY Deney Hayvanları Laboratuvarı AŞ. Yerel Etik Kurulu’nun 14.01.2020 tarihinde 452 numaralı onayı üzerine gerçekleştirilmiştir.
	Çalışmanın mali desteği, Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Hızlı Destek Programı tarafından THD-2020-18657 proje kodu ile sağlanmıştır.
	3.1. Çalışma Planı
	Çalışmamız, prospektif randomize kontrollü in vivo hayvan deneyi olarak tasarlanmıştır. Deneyde toplam 80 adet Sprague-Dawley cinsi sıçan kullanılmıştır. Sıçanlar, KOBAY DHL AŞ.’den temin edilmiştir. Ortalama 16 haftalık, 300-350 gr ağırlıkta, erkek ...
	Kontrol ve deney grupları, t1 ve t2 olmak üzere iki farklı zamanda sakrifiye edilerek sonuçlar açısından incelenmiştir (t1=3 hafta, t2=6 hafta). Toplam 2 kontrol grubu , 6 deney grubu planlanmıştır (Tablo 3.1.).
	Tablo 3.1. Deney gruplarının dağılımı
	-Kontrol grubu (C) t1: Boş tendon defekti, 3. haftada sakrifiye edilmiştir.
	-Kontrol grubu (C) t2: Boş tendon defekti, 6. haftada sakrifiye edilmiştir.
	-Kitosan film grubu (Ch) t1: Defekte sadece boş kitosan film uygulanmış, 3. haftada sakrifiye edilmiştir.
	- Kitosan film grubu (Ch) t2: Defekte sadece boş kitosan film uygulanmış, 6. haftada sakrifiye edilmiştir.
	-Kitosan+TGF-β3 (ChT) grubu t1: Defekte serbest TGF-β3 yüklü kitosan film uygulanmış, 3. haftada sakrifiye edilmiştir.
	-Kitosan+TGF-β3 (ChT) grubu t2: Defekte serbest TGF- β3 yüklü kitosan film
	uygulanmış, 6. haftada sakrifiye edilmiştir.
	-Kitosan+Nanopartikül (ChN) grubu t1: Defekte TGF- β3 yüklü nanopartikülleri içeren kitosan film uygulanmış, 3. haftada sakrifiye edilmiştir.
	-Kitosan+Nanopartikül (ChN) grubu t2: Defekte TGF- β3 yüklü nanopartikülleri içeren kitosan film uygulanmış, 6. haftada sakrifiye edilmiştir.
	Literatür incelendiğinde, sıçanlar üzerinde yapılan aşil tendon defekti modellerinde her deney grubunda biyomekanik test için 7 hayvan, histolojik inceleme için 3 hayvan bulunması, sonuçlar açısından yeterli görünmektedir [121, 122]. Ek olarak yapıla...
	Ratların deney ortamına uyum sağlaması için, deneyin yapılacağı laboratuvara geldikten 2 hafta sonra deneye başlanmıştır. Gruplar birbirinden ayrı olarak barındırılmış, 3 ve 6 hafta takip edilmiştir. Uygun yara yeri bakımı verilmiş ve hayvanın genel ...
	3.2. Nanopartiküllerin ve Kitosan Filmlerin Hazırlanması
	3.2.1.   Nanoçöktürme Yöntemi ile PLGA-b-PEG Boş Nanopartiküllerinin Hazırlanması
	Polimerik nanopartiküllerin hazırlanması için kullanılan nanoçöktürme yöntemi çözücü yer değişimi olarak da adlandırılmaktadır. Bu yöntemin temel prensibi; lipofilik çözeltideki suyla karışabilen, yarıpolar çözücünün yer değişimi sonucu polimerin ara ...
	Film formülasyonları biyoparçalanır bir polimer olan kitosan ile hazırlandı. Bu amaçla kitosan %1 konsantrasyonda kullanıldı. Gliserin plastizer olarak formülasyona eklendi. Boş film hazırlama basamakları Şekil 3.1.’de özetlenmiştir. Serbest TGF-β3 ...
	Uygulama için filmler 1x1cm boyutlarında, 500 ng TGF-β3 içerecek şekilde hazırlanmıştır (Şekil 3.2.).
	Şekil 3.2. 1*1 cm ebatlarında kitosan film.
	3.2.7. TGF-β3 Yüklü PLGA-b-PEG Nanopartiküllerin Sitotoksisite Çalışmaları
	TGF-β3 yüklü nanopartiküllerin hücre hatları proliferasyonu üzerindeki etkilerinin saptanabilmesi için 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromür (MTT) deneyi yapıldı. 96 kuyucuklu hücre kültürü plakalarının her bir kuyucuğuna...
	3.3. Cerrahi Prosedür
	Hayvanlarda yapılacak olan işlemler öncesinde 75 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylazine intraperitoneal (IP) yolla uygulanarak cerrahi anestezi sağlandı. Cerrahi süresince idame gerekmesi halinde fentanil 2 ug/kg/h , midazolam 1 mg/kg/h, intravenöz (IV) y...
	Şekil 3.3. Baldır posteriorunda yapılan longitudinal insizyon ve aşil tendonu.
	Tendona ulaşıldıktan sonra, kalkaneal insersiyonun 5 mm proksimalinden, tendona tam kat bir kesi yapılıp, internal atelleme etkisinin olmaması için arkasındaki plantaris tendonu da tam kat kesildi. Ardından, kontrol grubunda herhangi bir onarım yapılm...
	Cerrahi amacıyla hayvanların tek bir aşil tendonunun kullanılma sebebi, çift taraflı cerrahi sonrası yaşanabilecek ciddi mobilizasyon kısıtlılığını ve buna bağlı deney sonuçlarını etkileyebilecek morbiditeleri engellemektir. Postoperatif süreçte hayv...
	Şekil 3.4. Kitosan filmin aşil tendon kesilmeden önceki pozisyonu.
	Şekil 3.5. Kitosan filmin aşil tendonu kesildikten sonra etrafına sarılmış haldeki görüntüsü.
	Sakrifikasyon sırasında hayvanların daha önce kesilmiş olan tendonları, proksimalde kas-tendon bileşkesini tamamen içerecek şekilde bir miktar kas dokusu ile birlikte, distalde ise kalkaneus kemiğinin tamamı ile birlikte insersiyoya müdahale edilmeden...
	Şekil 3.6. Operasyon tamamlandıktan sonra cildin dikişlerle kapatılması.
	3.4. Sonuçların Eldesi
	Deney ve kontrol gruplarının (Tablo 3.1.) her birinde, sakrifikasyonu takiben, 10 sıçanın 7’si biyomekanik analiz ve RT-PCR, 3’ü ise histoloji ve immünohistokimya çalışmaları için ayrılmıştır. Hayvanların gruplara ayrımı randomize şekilde yapılmıştır.
	Biyomekanik analiz ve RT-PCR için ayrılan hayvanların tendonlarına ilk olarak biyomekanik analiz uygulanmış, ve ardından RT-PCR uygulanmak üzere -80 C’de muhafaza edilmiştir.
	Ayrıca toplam 10 sıçanın sağlıklı tendonları da; 7’si biyomekanik ve RT-PCR, 3’ü de histoloji ve immünohistokimya için olmak üzere, intakt kontrol değerlerinin belirlenmesi amacıyla elde edilmiştir. Bu 10 sıçan, gruplar arasında randomize olarak seçil...
	3.4.1. Biyomekanik Değerlendirme
	Biyomekanik değerlendirmeler, TOBB ETÜ bünyesinde Labiotech biyoteknoloji laboratuvarında yapılmıştır.
	Hayvanların sakrifikasyonunun ardından biyomekanik test için ayrılan tendonlar, dehidratasyonu engellemek için izotonik salin (%0.9 NaCl) içerisinde muhafaza edilmiştir. Biyomekanik testler, sakrifikasyon ve tendon eldesini takip eden 6 saat içerisind...
	Deneye tabi tutulan tendonlar, bir uçta kas-tendon bileşkesinin tamamını, diğer uçta da kalkaneus kemiğinin tamamını içerecek şekilde çıkarıldı. Tendonun boyu, kalkaneal insersiyo ile kas-tendon bileşkesi arasından ölçüldü, ölçümler yapılırken 0,01 mm...
	Tendonların proksimal ucundaki kas dokusu, literatürde tanımlandığı üzere [123], bir bisturinin keskin olmayan yüzü kullanılarak, tendona zarar vermeyecek şekilde sıyrılarak çıkarıldı. Ardından, tendonun her iki ucu, siyanoakrilat yapıştırıcı (Scotch-...
	Şekil 3.7. Biyomekanik test için hazırlanan aşil tendonunun etrafına zımpara kağıdı uygulanması. (A) tendon, kaslar sıyrıldıktan sonra zımpara kağıdı üzerine yayılır, (B) ardından üzerine ayrı bir parça zımpara kağıdı kapatıır ve araya sürüne siyanoak...
	Ölçüm için hazırlanan tendonlar, proksimal ve distal uçlarından birer polietilen klempe tutturuldu (Şekil 3.8.). Ölçümler, universal test cihazı (Instron® 5944, Norwood, ABD)  kullanılarak yapıldı (Şekil 3.9.). Tendonlara 1 N ön-yük verilerek, dijital...
	Şekil 3.8. Test için hazırlanan tendonun cihaza polietilen klempler üzerinden tutturulması.
	Şekil 3.9. Universal test cihazı (Instron® 5944, Norwood, ABD)
	Şekil 3.10. Onarım bölgesinden kopan bir tendon örneği.
	Ölçüm sırasında, tendonun yük (N)-yer değiştirme (mm) eğrisi ve gerilim (mPa)-gerinim (%) eğrisi (Şekil 3.11.) çizildi ve maksimum yük (N) kaydedildi. Elastik modülüs (mPa) ve rijitlik (N/mm) değerleri de kaydedilen verilerden yola çıkarak hesaplandı.
	Şekil 3.11. Ölçümlerde kullanılan gerilim-gerinim eğrisine bir örnek.
	Çekme testinin tamamlanmasını takiben, kopan tendonların proksimal ve distal uçları kesilerek çıkarıldı, ve ardından RT-PCR yapılmak üzere -80 C’de dondurularak saklandı.
	3.4.2. Histolojik ve İmmünohistokimyasal Değerlendirme
	Histolojik ve immünohistokimyasal değerlendirmeler için her bir gruptan (Tablo 3.1) 3’er adet sıçanın tendonu kullanıldı.
	Deney gruplarına ait tendon kesitleri, deparafinizasyon işlemi sonrasında, azalan etil alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70 ve %50 ) 10’ar dakika tutuldu. Kurutma işlemi tamamlandıktan sonra, 10 dakika akan musluk suyu ile yıkanıp alkolün uzaklaştır...
	Masson’s Trichrome Boyama Protokolü
	Deney gruplarına ait tendon kesitleri deparafinizasyon işlemi sonrasında boyamaya hazır hale getirildi. Kesitlere Masson Trichrome boyama kiti (Kod: RRSK20-100, Atom Scientific, İngiltere) uygulandı. Weigert’in Demirli Hematoksilen solüsyonu ile 20 dk...
	Alcian Blue Boyama Protokolü
	Deparafinize edilen kesitler alkollerden geçirilerek akar suda yıkandı. Boyama için Alcian Blue Kiti (pH 2.5) kullanıldı (Kod:RRSK400-100, Atom Scientific, İngiltere) % 1 alcian blue solüsyonunda 30 dk boyandıktan sonra % 3’ lük asetik asitte 10-20 sa...
	İmmünohistokimyasal Analiz
	İmmünohistokimyasal analizler için tendon dokularına ait parafin bloklardan polilizinli lamlara 4 μm kalınlığında kesitler alındı. Kesitler, deparafinizasyon işleminin ardından azalan alkol serilerinden (%100, %96,%90, %80 ve % 70) geçirildi. Dehidrat...
	Deney gruplarına ait tendon kesitlerinde Tip I ve Tip III kollajen immünoreaktivite yoğunluğu  (average optical density,AOD)  ImageJ programı kullanılarak (National Institute of Health, ImageJ Software[127]) değerlendirildi.
	Semikantitatif Bonar Histopatolojik Analizi
	Bonar histopatolojik skorlamasında deney gruplarına ait tendon kesitleri tenositler, zemin maddesi, kollajen ve vaskülarite açısından değerlendirildi [128].
	Bonar skorlama sisteminin detayları Tablo 3.3.’te gösterilmiştir.
	Tablo 3.3. Bonar histopatolojik skorlama sistemi [128].
	Semikantitatif Movin Histopatolojik Skoru
	Movin semikantitatif skorlamasında HE, Masson’s Trichrome ve  Alcian Blue boyamaları yapılarak fibril yapısı,  fibril düzeni, nukleus yuvarlaklığı , hücresel değişiklik, vaskülarite artışı,  kollajen boyanmasında azalma, hyalinizasyon ve glikozaminogl...
	Movin skorlama sisteminin detayları Tablo 3.4.’te verilmiştir.
	Tablo 3.4. Movin histopatolojik skorlama sistemi [128, 129].
	3.4.3. RT-PCR İle Gen Ekspresyonu Değerlendirmesi:
	Kesilen tendonlar, 1mL TRIzol reaktifi içeren 1.5 ml'lik tüplere yerleştirilmiş ve daha sonrasında, bıçaklı homojenizatör yardımıyla homojenize edilmiştir. RNA ekstraksiyonu, kit üretici firmanın yönergesi doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. Tek zinci...
	Deneyde ekspresyonu araştırılan genler; kollajen tip 1 alfa zinciri 1 (COL1A1), kollajen tip 3 alfa zinciri 1 (COL3A1), scleraxis (SCX) ve tenomodulin (TNMD)’dir. Her deneyde araştırılan genin değeri, iç kontrol genin (housekeeping gene; GAPDH) değeri...
	Tablo 3.5.  RT-PCR gen ekspresyon analizinde kullanılan primerler.
	3.4.4. İstatistiksel Analizler:
	Çalışma sonucunda elde edilen veriler, SPSS programı (IBM Corp., yayınlanma tarihi 2015. IBM SPSS, Mac OS için, v23.0. Armonk, NY, ABD) kullanılarak analiz edildi. Tanımlayıcı istatistikler; ortalama, standart sapma (SS) olarak belirtildi.
	Deney grupları arasında ortalamalar karşılaştırılırken, parametrik veri grupları için Student’s t-test veya tek yönlü ANOVA testleri, non-parametrik veri grupları içinse Mann-Whitney-U testi ve Kruskal-Wallis testleri kullanıldı. Post-hoc karşılaştırm...
	4. BULGULAR
	4.3.  Genel Bulgular
	Deney süreci boyunca hiçbir grupta hayvan ölümü görülmedi. 3. haftada sakrifiye edilen grupta 4, 6. haftada sakrifiye edilen grupta ise 1 hayvanda kısmi yara dehisansı gözlendi, ek müdahaleye gerek kalmadan ve enfeksiyon bulgusu olmadan sekonder iyile...
	3. ve 6. hafta deney gruplarının tendon uzunlukları ve kesit alanları,intakt tendonların ölçümleriyle birlikte Tablo 4.3.’te verilmiştir.
	3. hafta tendon uzunluklarının karşılaştırılması Şekil 4.5.’teki grafikte verilmiştir. Bu haftada bütün deney gruplarının tendonları, intakt tendonlardan belirgin şekilde uzundur (her biri için p<0.001). Deney grupları kendi içerisinde ikişerli karşıl...
	6. hafta tendon uzunluklarının karşılaştırılması Şekil 4.6.’daki grafikte gösterilmiştir. Bu haftada, bütün deney gruplarının tendonları, intakt tendonlardan belirgin şekilde uzundur (her bir karşılaştırma için p<0.001). Deney grupları kendi aralarınd...
	Şekil 4.5. 3. hafta ortalama tendon uzunluğu grafiği. *C ile ChT ve ChN grupları arasındaki fark (p= 0.019 ve p=0.004), ** intakt tendonlar ile bütün gruplar arasındaki fark (herbiri için p<0.001).
	Şekil 4.6. 6. hafta ortalama tendon uzunluğu grafiği (** İntakt tendonlar, bütün gruplardan anlamlı şekilde daha kısadır, p=0.001).
	3. hafta tendon kesit alanlarının karşılaştırılması Şekil 4.7.’deki grafikte gösterilmiştir. Bu haftada, bütün deney gruplarının tendonları, intakt tendonlardan belirgin şekilde büyük kesit alanlarına sahiptir (her bir karşılaştırma için p<0.001). Den...
	6. hafta tendon kesit alanlarının karşılaştırılması Şekil 4.8.’deki grafikte gösterilmiştir. C, Ch ve ChT gruplarının kesit alanları intakt tendona göre belirgin şekilde büyüktür (sırasıyla p<0.001, p=0.003 ve p=0.003); fakat ChN grubu ile benzerdir (...
	Şekil 4.7. 3. hafta ortalama tendon kesit alanı grafiği. ** İntakt tendon grubu, bütün gruplardan belirgin şekilde küçük kesit alanına sahiptir (herbiri için p<0.001).
	Şekil 4.8. 6. hafta ortalama tendon kesit alanı grafiği. * İntakt tendon grubu; C, Ch ve ChT gruplarından anlamlı şekilde farklı kesit alanına sahiptir (sırasıyla p<0.001, p=0.003, p=0.003). ** C grubu ile ChN arasında da anlamlı fark saptanmıştır. (p...
	4.4.  Biyomekanik Bulgular
	Grupların 3. ve 6. haftalarda hesaplanan maksimum yük (N), rijitlik (N/mm), maksimum gerilim (Mpa) ve elastik modulusları (Mpa) Tablo 4.4’te verilmiştir.
	Tablo 4.4. Biyomekanik analiz sonuçları.
	3. haftada maksimum yüklerin karşılaştırılmasında (Şekil 4.9.); C, Ch ve ChN gruplarının intakt tendona göre istatistiksel anlamlı farkları olduğu görülmüştür (sırasıyla p=0.003, p=0.004 ve p=0.005). Deney grupları karşılaştırıldığında ise ChT grubunu...
	Şekil 4.9. 3. hafta ortalama maksimum yük grafiği. * İntakt tendonlar; C, Ch ve ChN gruplarından daha yüksek maksimum yüke sahiptir (sırasıyla p=0.003, p=0.004 ve p=0.005). ** ChT grubu C ve Ch gruplarından yüksektir (sırasıyla p=0.004 ve p=0.005).
	3. haftada rijitlikler karşılaştırıldığında (Şekil 4.10.); deney gruplarının birbirine benzer olduğu ve intakt tendonların rijitliğinin bütün deney gruplarından anlamlı şekilde yüksek olduğu görülmüştür (sırasıyla C için p=0.003, Ch için p=0.004, ChT ...
	Şekil 4.10. 3. hafta ortalama rijitlik grafiği. * İntakt tendonların rijitliği bütün gruplardan yüksektir (sırasıyla p=0.003, p=0.004, p=0.005 ve p=0.005).
	3. haftada grupların dayandığı maksimum gerilim karşılaştırıldığında (Şekil 4.11.), intakt tendonların ortalama maksimum gerilim değerinin diğer gruplardan belirgin şekilde yüksek olduğu (herbiri için p<0.001), deney grupları arasında fark olmadığı gö...
	Şekil 4.11. 3. hafta ortalama maksimum gerilim grafiği. *İntakt tendonlar, bütün deney gruplardan yüksek maksimum gerilim değerine sahiptir (p<0.001).
	3. haftada gruplar elastik modülüs açısından karşılaştırıldığında (Şekil 4.12.), anlamlı fark olduğu görüldü (p=0.001). İntakt tendonların elastik modülüs değerinin bütün gruplardan yüksek olduğu (sırasıyla p=0.004, p=0.005, p=0.004, p=0.003) görüldü...
	Şekil 4.12. 3. hafta ortalama elastik modülüs grafiği. *İntakt tendonların deney gruplarının tamamından anlamlı şekilde yüksek olduğu görüldü (sırasıyla p=0.004, p=0.005, p=0.004 ve p=0.003).
	6. haftada grupların dayandığı maksimum yüklerin karşılaştırılmasında (Şekil 4.13.); C grubu intakt tendonlardan (p=0.003) ve ChT grubundan (p=0.001) yüksek bulunmuştur. İntakt tendonlar, C, Ch ve ChN grupları kendi içlerinde benzer bulunmuştur.
	Şekil 4.13. 6. hafta ortalama maksimum yük grafiği. * C grubu Ch ve intakt tendon gruplarından yüksektir (sırasıyla p=0.003 ve p=0.001).
	6. haftada grupların rijitlik değerleri karşılaştırıldığında (Şekil 4.14.); gruplar arasında anlamlı fark bulunmamıştır (p=0.164).
	Şekil 4.14. 6. hafta ortalama rijitlik grafiği.
	Grupların 6. haftada ortalama maksimum gerilim değerleri karşılaştırıldığında (Şekil 4.15.), gruplar arasında anlamlı fark tespit edilmiştir (p<0.001). İntakt tendon grubunun maksimum gerilim değeri C, Ch ve ChT gruplarından farklı iken (sırasıyla p<...
	Şekil 4.15. 6. hafta ortalama maksimum gerilim grafiği. * İntakt tendon grubu; C, Ch ve ChT gruplarından anlamlılığa ulaşan düzeyde yüksek değere sahiptir (sırasıyla p<0.001, p=0.003 ve p<0.001). ** ChN grubu C ve ChT gruplarından yüksek değere sahipt...
	Grupların 6. haftada ortalama elastik modülüs derğerleri karşılaştırıldığında (Şekil 4.16.), gruplar arasında fark saptandı (p=0.035). İkili karşılaştırmalarda aradaki farkın sonuçlara anlamlı olarak yansımadığı görüldü. Ortalaması diğer gruplardan yü...
	Şekil 4.16. 6. hafta ortalama elastik modülüs grafiği. Gruplar arasında ikişerli karşılaşırmada anlamlı fark saptanmamıştır.
	4.5.  Histolojik ve İmmünohistokimyasal Bulgular
	Grupların 3 hafta ve 6 hafta Bonar skorları, alt gruplar ve total skor olarak Tablo 4.5.’te gösterilmiştir. HE boyama sonrası alınan kesitler Şekil 4.17.’de, Masson’s trichrome boyama sonrası alınan kesitler Şekil 4.18.’de ve Alcian blue ile boyama so...
	Tablo 4.5. Ortalama total Bonar skorları ve alt skorları.
	Şekil 4.17. Hematoksilen-eozin boyama sonrası alınan histolojik kesitler (x400, skala bar=50 µm).
	Şekil 4.18. Masson’s trichrome ile boyama sonrası alınan histolojik kesitler (x400, skala bar=50 µm).
	Şekil 4.19. Alcian blue ile boyama sonrası alınan histolojik kesitler (x400, skala bar=50 µm).
	3. hafta total Bonar skorları bütün gruplarda karşılaştırıldığında (Şekil 4.20.) anlamlı fark olduğu görülmüştür (p<0.001). İkili karşılaştırmalar sonucunda; C grubu ile  ChT ve ChN grupları arasında (her ikisi için de p<0.001), Ch grubu ile ChT ve Ch...
	Şekil 4.20. 3. hafta ortalama total Bonar skorları grafiği. *C grubu ile ChT ve ChN arasında (p<0.001); **Ch grubu ile ChT ve ChN arasında (her ikisi için p<0.001) anlamlı fark vardır.
	Grupların 3 hafta ve 6 hafta Movin skorları, alt gruplar ve total skor olarak Tablo 4.6.’da gösterilmiştir.
	Şekil 4.24. Tip I kollajene yönelik olarak yapılan ilmmünohistokimyasal boyama sonrası alınan histolojik kesitler (Hematoksilen-DAB, x400, skala bar=50µm).
	Şekil 4.25. Tip III kollajene yönelik olarak yapılan ilmmünohistokimyasal boyama sonrası alınan histolojik kesitler (Hematoksilen-DAB, x400, skala bar=50µm).
	Şekil 4.28. 6. hafta, tip I kollajen immünohistokimya sonuçları. * ChN  grubunun, Ch grubundan yüksek olduğu saptanmıştır (p=0.007).
	4.6. RT-PCR İle Gen Ekspresyonu Analizi Bulguları
	COL1A1, COL3A1, SCX ve TNMD genlerinin ekspresyonları, bütün deney gruplarında incelenmiş ve intakt tendonlardaki ekspresyon düzeyinin katları olarak (rölatif gen ekspresyonu) sonuçları verilmiştir. Tablo 4.8.’de bütün genlerin 3. ve 6. haftadaki röl...
	Tablo 4.8. Rölatif gen ekspresyonları.
	Tablo 4.9. Grupların rölatif gen ekspresyonlarının intakt kontroller ile karşılaştırmasından elde edilen p değerleri. (Anlamlı olan değerler koyu ile yazılmıştır).
	COL1A1 gen ekspresyonu incelendiğinde (Şekil 4.30.), 3. haftada gruplar arasında anlamlı fark olduğu tespit edildi (p<0.001). C grubunun ChT ve ChN grupları ile arasında anlamlı fark olduğu tespit edildi (sırasıyla p=0.05 ve p=0.01). Ch grubunun da yi...
	Şekil 4.30. COL1A1 rölatif gen ekspresyonu. 3. haftada * C grubunun ChT ve ChN gruplarından (sırasıyla p=0.05 ve p=0.01) düşük olduğu, ** Ch grubunun da ChT ve ChN gruplarından (sırasıyla p=0.024 ve p=0.004) düşük olduğu saptandı.
	COL3A1 gen ekspresyonu incelendiğinde (Şekil 4.31.), 3. haftada gruplar arasında anlamlı fark olduğu görüldü (p=0.013). İkil karşılaştırmalar sonucunda, ChN grubunun Ch grubundan belirgin şekilde yüksek olduğu saptandı (p=0.004). Ch grubu ile ChT (p=0...
	Şekil 4.31. COL3A1 rölatif gen ekspresyonu. * 3. haftada ChN grubunun Ch grubundan belirgin şekilde yüksek olduğu saptandı (p=0.004).
	SCX gen ekspresyonu incelendiğinde (Şekil 4.32.), 3. haftada ve 6. haftada gruplar arasında anlamlı fark saptanmadı (sırasıyla p=0.108 ve p=0.159).
	Şekil 4.32. SCX rölatif gen ekspresyonu.
	TNMD gen ekspresyonu incelendiğinde (Şekil 4.33), 3. haftada ve 6. haftada gruplar arasında anlamlı fark saptanmadı (sırasıyla p=0.515 ve p=0.967).
	Şekil 4.33. TNMD rölatif gen ekspresyonları.
	5. TARTIŞMA
	Sıçan aşil tendon gövde yaralanması modelinde TGF-β3’ün tendon iyileşmesine olan etkisinin incelendiği bu çalışmada; iyileşme sürecinin farklı basamaklarında transkripsiyon, translasyon ve fonksiyonel düzeyde olumlu sonuçlar elde ederek çalışma hipote...
	Aşil tendon yaralanmalarında doğru tedaviyi seçmek ve en iyi klinik sonuca ulaşabilmek zorlu bir süreçtir. Kullanılan çeşitli tedavi yöntemlerinin uzun dönem sonuçları tatmin edici olmakla beraber, hasta beklentilerinin de artmakta olduğu günümüzde kı...
	Tendonlar, kas-iskelet sisteminin statik elemanları olan kemikler ile dinamik elemanları olan kaslar arasındaki bağlantıyı oluşturarak çok özgün bir görevi yerine getirmektedir. Tendon yaralanması sonrasında iyileşme süreci, birbirini takip eden üç fa...
	Embriyolojik gelişim sürecinde olduğu gibi yaralanan tendonların iyileşme sürecinde de büyüme faktörlerinin çok önemli payı vardır. Würgler-Hauri ve ark. tarafından sıçanlarda supraspinatus tendonu yaralanma modelinde, birçok farklı büyüme faktörünün ...
	TGF-β ailesi, tendon iyileşmesi sırasında; hücre migrasyonu, farklılaşması ve en önemlisi de ESM sentezini uyarmak dahil geniş yelpazede seyreden birçok önemli görevi yerine getirmektedir.  Bu ailenin farklı izoformlarının ayrıntılı işlevleri, ilk ol...
	TGF-β3’ün sadece ESM sentezini engelleyen bir molekül olmadığı ve kompleks bir düzenleyici rolü olduğunun anlaşılmasıyla; kas-iskelet sistemi yaralanmaları modellerindeki etkileri de araştırılmaya başlanmıştır.  Manning ve ark. tarafından yapılan bir...
	Tendonların uzunlukları ve kesit alanları, biyomekanik özelliklerini belirleyen en önemli faktörlerdir ve yaralanma sonrası tendon elongasyonu da kalıcı morbiditeye sebep olabilmektedir [143]. Çalışmamızda TGF-β3’ün normal ve uzatılmış salımlı nanopa...
	Esas görevleri kaslar ile iskelet arasında yük aktarımı olan tendonların, yaralanma sonrasında yüklenme karşısında gösterdikleri biyomekanik özelliklerinin normal değerlere dönebilmesi, fonksiyon gösterebilmeleri açısından çok önemlidir. 3. haftada e...
	Histolojik incelemeler Bonar ve Movin skorlama sistemlerine göre ayrı ayrı değerlendirilmiştir. Sonuçlar, TGF-β3’ün iyileşme dokusu üzerine olumlu etkilerinin tüm zaman dilimlerinde görüldüğünü, ve yavaş salımlı uygulamanın da sonuçlar üzerine serbes...
	Tendon iyileşmesi dinamik bir süreçtir ve sürecin takibinde kollajen ekspresyonunun gen ve protein düzeyinde incelenmesi iyi bir yol göstericidir. Yaralanma sonrasında tip I ve tip III kollajen gen ekspresyonları birlikte artmakta; 1-2. hafta arasınd...
	İmmünohistokimyasal olarak kollajen düzeylerinin semikantitatif analizi ile elde edilen sonuçlar incelendiğinde, COL1A1 ekspresyonu artışının 3. haftada protein düzeyinde ESM’ye yansımadığı saptanmıştır (Şekil 4.21.). Kollajen gibi kompleks yapıdaki ...
	Tek başına uygulandığında sağlayabileceği olumlu etkiler çalışmamızda gösterilmiş olan TGF-β3, çoklu büyüme faktörü uygulamaları için de bir aday olarak öne çıkmaktadır. Tendon iyileşmesinin birçok molekülün etkileşimiyle yönetilen kompleks bir süreç...
	Çalışmamızın bazı kısıtlılıkları mevcuttur. Yapılmış olan güç analizine ve literatür incelemesine rağmen, özellikle TGF-β3’ün nanopartikül dozaj formu ve serbest form ile film içinde disperse edilerek uygulanması arasında oluşacak olan etki büyüklüğü...
	6. SONUÇ VE ÖNERİLER
	Aşil tendon yaralanmaları, günümüzde ortopedi ve travmatoloji pratiğinde oldukça önemli bir yer teşkil etmektedir ve tedavi sonuçları gelişimlere açıktır. Biyolojik tedavi yöntemleri, yapılan çalışmaların önemli bir kısmını oluşturmaktadır ve bunlar ...
	Çalışmamızın sonuçları, sıçanlarda aşil tendon yaralanması sonrasında uygulanan TGF-β3’ün; biyomekanik analizle ortaya konan fonksiyonel sonuçlara, histolojik inceleme ile gösterilen doku iyileşmesi sürecine ve transkripsiyonel / translasyonel süreçl...
	Biyomekanik incelemeler, kesit alanı ve uzunluk parametreleri açısından TGF-β3 uygulamasının sonuçları olumlu yönde etkilediğini, özellikle de 6. hafta kesit alanı açısından yavaş salımlı uygulamanın diğer gruplara üstünlüğü olduğunu göstermiştir. 3....
	Histolojik incelemelerin sonuçları, TGF-β3 uygulamasının hem 3. hem de 6. haftalarda kontrollere göre daha iyi sonuçlar verdiğini göstermektedir. Bonar skoru TGF-β3’ün nanopartikül içerisinde uygulandığı grup için bir fark göstermemiş olmasına rağmen...
	İmmünohistokimyasal analizler, tendon iyileşmesi sürecinin literatür ile uyumlu olduğunu yansıtmakla beraber hem TGF-β3 uygulamasının olumlu etkilerini hem de nanopartikül formunda uygulamanın standart uygulamaya göre ne gibi farklar oluşturduğunu ne...
	3. haftada COL1A1 ekspresyonu hem standart hem de nanopartikül ile birlikte uygulamalar için anlamlı şekilde artmıştır, COL3A1 ekspresyonundaki artış ise sadece nanopartikül ile beraber yapılan uygulamada anlamlı düzeye erişmiştir. 3. hafta sonuçları...
	In vitro ortamda hazırlanarak farmakolojik özellikleri belirlenen ve TGF-β3 salım çalışmaları yapılan PLGA-b-PEG yapılı nanopartiküllerin, beklenen yavaş salımlı etkileri in vivo çalışmada da kendini göstermiştir. Deney çalışmamızdaki ChT ve ChN grupl...
	Tendon iyileşmesi sürecindeki rolü henüz net olarak ortaya konmamış olsa da, TGF-β3 ile aşil tendon yaralanmalarının tedavisinde umut veren sonuçlar elde edilmiştir. Farklı uygulama metodları, çoklu büyüme faktörleri ile kombine şekilde uygulama, far...

