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OZET

TENDON HUCRELERI KULLANILARAK HAZIRLANAN ALLOGRAFTLARIN SICAN
ASIL TENDONU REJENERASYONU UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

CANSIN GUNGORMUS
Doktora, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. DURDANE KOLANKAYA
Ocak 2013, 116 sayfa

Tendon, kaslar tarafindan uretilen gerim kuvvetini iskelet sistemi Uzerine aktarir.
Tendon sakatlanmalari siklikla rastlanan bir durumdur. Tendon ve ligamentlerin
rejenerasyon kapasiteleri vucuttaki diger dokulara oranla daha az oldugu igin;
sakatlanmalar sonrasindaki dogal iyilesme mekanizmalari dokunun tumuyle
onarilmasi igin yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, iyilesmeyi hizlandirici etkisi olan
hicresiz veya yluzeyine hucre implantasyonu yapilmig graftlarin (yama) kullaniimasi
yaygindir.

Mevcut uygulamalar kapsaminda karsilasilan en buUyudk sorun, kullanilan graftin
biyolojik ve materyal Ozelliklerinin asil doku ile karsilastiriidiginda daha zayif
olmasidir. Biyolojik ihtiyaglari karsilayabilmek amaci ile biyomateryallerin
gelistirimesi yoninde pek ¢ok arastirma yurutilmektedir. Bu arastirmalar arasinda
en ilgi ¢ekici olan, hicreden arindirilmis allojenik dokularin, ylzeyine otolog hlcre
implantasyonu yapildiktan sonra yama (graft) amacl kullanimidir.

Bu calismada, tenositlerin hicresiz tendon matrikslerine gomuilmesi ile elde edilen
allograftlarin sican Asil tendonu rejenerasyonu Uzerindeki etkilerinin histolojik,
molekuler ve biyomekanik testler kullanilarak belilenmesi amacglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda, sican Asil tendonu tenositleri izole edilerek primer ve sekonder
kaltarleri yapiimistir. Bu kultarlerden elde edilen tenositler, hicreden arindiriimis
tendon matrikslerine (DCM) gomdulerek elde edilen kompozitler Asil tendonu defekili
si¢anlara transplante edilmistir. Kullanilan hicrelerin transplantasyon dncesi fenotipik
karakterizasyonu, immunositokimyasal boyama teknikleri ve eszamanli-polimeraz
zincir reaksiyonu ile yapilmistir. Transplante edilen allograftlarin (kompozitlerin)
iyilesme Uzerindeki etkinligi histopatolojik incelemeler yapilarak ortaya koyulmustur.
Bu calismada, tendon rejenerasyonu ve doku muhendisligi alaninda mevcut olan ve
ortaya cikabilecek yeni problemlerin ¢ézumune yonelik yeni katkilar saglamak
amaclanmistir. Calismamizda ilk defa DCM+Tenosit kompozitlerinin Asil tendonu
rejenerasyonu Uzerindeki etkinligi ortaya koyulmustur. Bulgularimiz, DCM+Tenosit
kompozitlerinin tendon defektlerinde uygulanabilirlidi konusundaki bilgi eksikligini
gidererek; rejenerasyonu hizlandirdigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Asil tendonu, RT-PCR, histoloji, biyomekanik test, deselllerize
matriks, doku muhendisligi.
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Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. DURDANE KOLANKAYA
January 2013, 116 pages

Tendon transmits the tensile force produced by muscles to skeletal system. Recently,
tendon tissue injuries are frequently encountered situations. Because the
regeneration capacities of tendons and ligaments are lower when compared to other
tissues in the body; the natural regeneration mechanisms are insufficient for the
tissue to heal completely after injury. According to this reason, the application of
either decellularized or cell seeded grafts’ is inevitable.

The main problem that encounters within these applications is the impotency of the
grafts’ biological and material specifications when compared to the native tissue. In
order to provide the biological needs, there are several researches going on in
advancing biomaterials. One of the most impressive researches is the application of
decellularized allogenic tissues as grafts after autologous cell implantation.

The goal of this study was to determine the effects of tenocyte seeded decellularized
tendon matrix allografts on the regeneration of rat Achilles tendon by histologic,
molecular and biomechanic tests. With this purpose, tenocytes from rat Achilles
tendon were isolated and primer/seconder cultures were done. Tenocytes obtained
from cell culture were seeded on decellularized tendon matrixes (DCM) and these
composites were transplanted to rats with Achilles tendon defect. The phenotypic
characterization of the cells were done by immunocytochemical staining techniques
and realtime-polimerase chain reaction. The regenerative effects of transplanted
allografts (composites) were determined by histopathological investigation. With this
study, we aimed to make contributions to solve present and future encountering
problems in tendon regeneration and tissue engineering fields. The effect of
DCM+tenocyte composites on Achilles tendon regeneration was demonstrated for
the first time. Our results improved the knowledge about the application of
DCM+tenocyte composites for tendon defects by accelerating the regeneration
process.

Keywords: Achilles tendon, RT-PCR, histology, biomechanical test, decellularized
matrix, tissue engineering.
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1. GIRIS

Tendon, kaslar tarafindan uretilen gucu kemiklere ileterek, fazla gerim
nedeniyle olusabilecek kas hasarini engeller [1]. Yuksek mekanik gerime sahip bu
doku, esneklik ve yogun aktivite sirasinda gereken miktarda elastikiyet
gosterebilme 6zelligine sahiptir [2]. Tendonun gerim kuvvetine karsi dayanikhligi,
dokunun kalinhgi ve icerdigi kollajen molekulu tiplerine bagl olarak degisiklik
gosterir. Bu sadlam yapi sayesinde 1cm?lik bir tendon 500-1,000kg yiike
dayanabilir [3]. Yuksek fiziksel aktivite sirasinda tendon Uzerine ¢ok ylksek
miktarda yuk binmesi kaginilmazdir. Bu nedenle, sporcularin 6zellikle de atletlerin
Asil tendonlari ani ve asiri miktarda yirtima ve kopma gibi sakatlanmalar igin

uygun hedefler haline gelmektedir.

Normal fizyolojik kosullar altinda ergin bir bireye ait tendon yapisinda diger
dokulara oranla daha az miktarda hicre ve damarlanma goralur. Doku igerisinde
yer alan tenositlerin mitotik aktivitesi son derece dusuktir [4]. Bazi aragtirmacilara
gore tendon sakatlanmalari sonrasinda iyilesme suresinin diger dokulara oranla
daha ge¢ gergeklesmesinin nedeni diusuk mitotik aktivitedir [5,6]. Cesitli doku
muhendisleri tarafindan bu duruma ¢ézim Uretebilmek amaci ile in vitro kosullarda
biyopolimer yluzeyine gémulen tenositler ya da in vitro kosullarda farklilastiriimis
kemik iligi ve otolog mezensimal hicreler kullaniimaya baslanmistir [7,8,9,10].
Yakin zamanda bu tip yontemlerin deri ve kalp dokusu rejenerasyonlarinda son
derece olumlu sonuglar verdigi rapor edilmis ve her iki dokunun da hicreden
arindinldiktan sonra ylzeyine otolog hiucre implantasyonu yapilarak saglam graft
materyalleri olarak kullanilabilecegi kanittanmistir. Bu arastirmalarda kullanilan
yontemlerin tendon dokusu igin de uygun oldugu Kryger ve arkadaslari [11]

tarafindan gosterilmigtir.

Calismamizda, tenositlerin hicresiz tendon matrikslerine gémulmesi ile elde
edilen allograftlarin tendon rejenerasyonu Uzerindeki etkilerinin histolojik,

molekuler ve biyomekanik testler kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir.

Bu amac¢ dogrultusunda, tenositler izole edilerek primer ve sekonder
kultdrlerinin yapilmasi ¢alismanin ilk basamagini olusturmustur. TUm in vitro

ortamlar, arastirmacinin daha 6nce ayni hicrelerin uzun sureli in vitro kiltirdeki



davraniglarini goézlemlemek amaciyla yapmis oldugu calisma sartlarina goére

hazirlanmistir [12].

ikinci basamak, kullanilan hicrelerin transplantasyon éncesi genotipik ve
fenotipik karakterizasyonun, immunositokimyasal boyama teknikleri ve eszamanli-
polimeraz zincir reaksiyonu ile yapilmasidir. indiiktér olarak, tip 1 kollajen — Col1,
tip 3 kollajen — Col3, tip 5 kollajen — Col5; tendon-spesifik marker tenomodulin -
Tnmd ve tenaskin-C - Tnsc olarak bilinen tendon matriks proteininin ve genlerinin
uretimi incelenmigtir. Tip 2 kollajen — Col2 ise Ozellikle kikirdak dokusuna ait bir
protein ve gen olmasi nedeniyle her iki teknikte de negatif kontrol olarak
kullanilmigtir. Bdylece hucrelerin transplantasyon oncesinde in vitro kosullarda
gegirdikleri stre boyunca genotipik ve fenotipik ifadelerine dair veriler elde
edilerek; hangi 6zellikleri tasiyan hucrelerin iyilesme Uzerinde ne tip bir etkiye
sahip oldugu belirlenmigtir. Mevcut kaynaklarda yer alan galismalarda bodyle bir
teknik uygulanmadigi igin, transplantasyonda kullanilan hicrelerin hangi 6zelliginin
iyilesmeyi arttirici etkisi olduguna dair veriler bulunmamaktadir. Bu ¢calisma ile elde

edilen veriler bu konu hakkinda doku muhendisligi bilimine katkida bulunmustur.

Uclincli basamak, bu kiiltirlerden elde edilen tenositlerin, hiicreden
arindirilmisg tendon matrikslerine (DCM) gémulerek, elde edilen graftlarin Asil
tendonu defektli sicanlara transplante edilmesidir. Mevcut kaynaklara gére tendon
rejenerasyonu yaklasik 6 ay boyunca devam eden inflamasyon, tekrar sekillenme
ve olgunlagsma asamalarindan olusan uzun bir sirectir [13,14]. Calismamizin
uclincu asamasinda bu kaynak verilerine dayanarak 6 aylik bir sire boyunca
sicanlardaki  rejenerasyonun gozlemlenmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda uygulama 2, 4, 6, 8, 12 ve 24. haftalarda sonlandiriimis; gruplardan
elde edilen dokularin yarisi histopatolojik inceleme igin, diger yarisi ise mekanik
gerim testlerinde kullanilmistir. implantasyonu takip eden bu dénemlerin her birisi

iyilesmenin farkli asamalarini gézlemlemek igin buyik 6nem tasimaktadir.



2. GENEL BILGI

2.1. Tendon Biyolojisi

Tendon, kaslar tarafindan uretilen gerim kuvvetini iskelet sistemi Uzerine
aktaran dokudur (Sekil 2.1). Tendonun biyomekanik ozellikleri, ylUksek oranda
Ozellesmis hucrelerarasi alan (ECM) ve bunu cevreleyen tendon kilifi ile saglanir
[15]. ECM, temel olarak proteoglikan yapi igerisinde uzunlamasina (longitudinal)
dizenlenme gosteren tip 1 kollajen molekulllerine ait demetlerden ve farkli
hlcrelerden meydana gelir. Tendonun diger yapisal bilesenleri, tip 3 ve tip 5 kollajen
molekulleri ile ECM igerisinde yer alan hucrelerdir [16]. Tendonun hucresel
bileseninin %90-95’ini tenoblast ve tenositler; %10’unu ise tendonun kemige baglant
noktasindaki kondrositler, tendon kilifindaki fibroblastlar, arteriyollerin duvarini

olusturan endotel ve duz kas hucreleri meydana getirirler [17].

||— Asil tendonu
(_n
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Sekil 2.1. insan Asil tendonunun anatomik yapisi [18]

Kollajen molekulleri ve tenositleri ¢evreleyen ECM: proteoglikanlar (PG),
glikozaminoglikanlar (GAG), glikoproteinler (GP) ve diger kicuk molekullerden
meydana gelir [19]. Proteoglikanlarin yliksek oranda hidrofilik yapisi, suda ¢ozunebilir
molekullerin doku igerisinde hizlica yayllmasina ve hicrelerin gogiine olanak saglar.
Tendon matriksi igerisinde bulunan hucrelerin ylzeyindeki transmembran proteinler

ve adhezif glikoproteinler, tendon onarim ve rejenerasyonunda gorev alir [20].



Kemik Perimisyum Kan damar

Kas fiberi

Tendan Epimisyum Endomisyum Fasikdl

Sekil 2.2. Kas-kemik baglantisi ve tendon kilifinin yapisal batlinlagua [21]

Tendon dokusunun bu yapisal butunligd, sinoviyal hicreler tarafindan
sentezlenen tendon kiliflari ile ¢evrelenir (Sekil 2.2). Bu kilif 6zellikle el ve ayak gibi
ekstremitelere ait tendonlarda bulunarak, yuksek oranda mekanik strese maruz
kalan dokularda kayganlastirici yuzey olarak goérev yapmaktadir [16]. Tendon
dokusunun damarlanmasi da sinoviyal kilif igerisinde yer alan kan damarlari ile
saglanmaktadir. Damarlanma acgisindan blyuk éneme sahip olmasi nedeni ile, olasi
dejenerasyon ve rejenerasyon mekanizmalari sirasinda buylime faktori ve diger
sitokinlerin kan yoluyla yangi bdlgesine tasinmasinda bu kilifin roli olabilecegini

dusundurmektedir.

Tendon sakatlanmalari ginimuzde siklikla rastlanan bir durumdur. Her yil,
800.000’in Uzerinde vakada tendon, ligament ve eklem kapsull rahatsizliklarindan
sikayetci olunmaktadir [22]. Tendon ve ligamentlerdeki kopma ve diger sakatlanmalar
siddetli agri ve eklem bolgesinin fonksiyon kaybina neden olmaktadir. Tendon ve
ligamentlerin rejenerasyon kapasiteleri viucuttaki diger dokulara oranla daha az
oldugu igin [22,23]; sakatlanmalar sonrasindaki dogal iyilesme mekanizmalari
dokunun tumuyle onarilmasi igin yetersiz kalmaktadir. Bazi tendon ve ligamentlerde,
kopma ya da yirtilma sonrasinda cerrahi yontemler kullanilarak hasarli bolgenin iki
ucu birbirine dikilse bile; uygulama yapilan ¢cogu hastada hasarli bdlgenin iyilesmesi
icin bu teknik yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, iyilesmeyi hizlandirici etkisi olan
ciplak veya yuzeyine hlcre transplantasyonu yapilimis yamalarin kullaniimasi
kacinilmazdir [25]. Yakin zamanda, deri ve kalp kapagi dokularininin hicreden
arindirildiktan sonra otolog hicre implantasyonu yapilarak saglam graft (yama)

materyalleri olarak kullanilabilecedi kanitlanmistir [26,27]. Bu arastirmalarda



kullanilan yontemlerin tendon dokusu icin de uygun olduju daha &nceki bir

calismada [11] da gOsterilmigtir.

2.2. Tendonun Yapisal Ozellikleri

Yapisal olarak tendon, uzunlamasina dizilmis farkli kollajen molekullerinin
arasinda yer alan tenoblast ve tenosit hicrelerinden olusur. Tenoblastlar, tendon
hdcrelerinin  geng ve olgunlasmamis formlaridir.  Yagslanma ile birlikte,
metabolizmalari yavaslayarak tenositlere donusurler [28]. Tenositler basta tip 1, tip 3,
tip 5 kollajen molekulleri olmak Uzere gesitli proteoglikanlar, fibronektin ve elastik
fibrillerin sentezinden sorumludur [12,29]. Tendon dokusunda en fazla miktarda tip 1
ve tip 3 kollajen proteinleri bulunur. Bu proteinlerin doku igerisindeki dagilimlari
tendon dokusuna gerime kargi direng 6zelligi kazandirir. Kollajen molekullerinin bir
diger Ozelligi ise kendi aralarinda ¢apraz baglar kurarak gerim karsisindaki direnci
arttirmaktir [30].

Yapilan c¢alismalarda, tenosit markeri olarak tanimlanan az sayida gen
bulunmaktadir. Bunlardan birisi olan scleraxis (Scx), tenositler de dahil olmak Uzere
tum bag doku hucrelerde uretilen bir transkripsiyon faktoridir [31]. Scleraxis, hem
hlcresel farklilagsmayi hem de hicrelerarasi alanin organizasyonunu etkilemektedir.
Onceki arastirmalarda, scleraxis gen ifadesindeki bozuklugun tendon matriksinde
ciddi organizasyon sorunlarina neden oldugu gosterilmigtir [32]. Tenomodulin
(Tnmd), tendon gelisiminde 6nemi olan bir diger farkhlasma markeridir [33]. Schulze-
Tanzil ve arkadaslarinin sonuglarina gére Tnmd gen ifadesi Scx bagimlidir. Tendon
gelisimi sirasinda Scx ifadesindeki artis, Thmd ifadesini tetiklemekte ve tenositlerin
ileri duzeyde farklilagsmasini saglamaktadir. Bu bulgular, Tnmd'nin tendon
morfogenezinde 6nemli bir marker oldugunu goéstermektedir. Tenascin-C (Tnsc),
tendon dokusunda bol miktarda bulunan ve elastik protein gdrevinde olan diger bir
onemli markerdir [34]. Tendinopati durumunda gen ifadesi artan Tnsc, kollajen

fibrillerin dizilimi ve dliizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir [35,36].

Surekli ve tekrarli hareket nedeni ile, tendon hem akut hem de kronik
travmalarin siklikla goéraldigu bir dokudur [37]. Doku muahendisligi alanindaki
arastirmacilar bu soruna ¢6zim getirebilmek igin tenositler ve mezensimal kok
hacreler ile farkli ¢alismalar yapmiglardir [7,9,11]. Bu arastirmalarda kargsilagilan en

blyUk sorun, tek tabakali kultirde dusuk yogunluk ile Uretilen tenositlerin pasajlama
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ile in vitro kosullarda gecirdikleri sire igerisinde fenotipik bir kayma (bozulma)
gOstermeleridir. Hucrelerde, gesitli kollajen molekdlleri ve bilinen tenosit markerlarinin
gen ifadesi zaman igerisinde azalmakta ve huicreler tenosit Ozelliklerini
kaybetmektedir [12,33].

2.3. Hucresiz Matrikslerin Graft Materyali Olarak Kullaniimasi

Her yil, 800.000°in Uzerinde kisi tendon, ligament ve eklem kapsull
rahatsizliklarindan sikayet¢i olmaktadir [22]. Tendon ve ligamentlerdeki kopma ve
diger sakatlanmalar siddetli agrn ve eklem bodlgesinin fonksiyon kaybina neden
olmaktadir. Tendon ve ligamentlerin rejenerasyon kapasiteleri vicuttaki diger
dokulara oranla daha az oldugu igin [23,24]; sakatlanmalar sonrasindaki dogal
iyilesme mekanizmalari dokunun tumuyle onarilmasi igin yetersiz kalmaktadir. Bazi
tendon ve ligamentlerde, cerrahi yontemler kullanilarak hasarli bdlgenin iki ucu
birbirine dikilebilir ancak; uygulama yapilan ¢cogu hastada hasarli bolgenin iyilesmesi
icin bu teknik yeterli olmamaktadir. Bu nedenle, iyilesmeyi hizlandirici etkisi olan
hlcresiz veya yuzeyine hilcre transplantasyonu yapilmis graftlarin kullaniimasi
kacinilmazdir [38]. Ancak, uygun graft materyalinin bulunmasi problem yaratabilir.
Hastanin kendisinden elde edilecek otograftlar donor rahatsizligina neden olabilirken,
bagka bireylerden elde edilecek allograftlar badisiklik sistemi Gzerinde uyarici etkiye
neden olabilir [39]. Bu dezavantajlarin yani sira, her iki durumda da elde edilen graft,

hasarsiz dokudan elde edilen dayaniklligi ve mekanik 6zellikleri saglamayabilir.

Tendon ve ligamentlerin onariminda meydana gelebilecek bu olumsuzluklar
doku mulhendisligi uygulamalari ile ortadan kaldirilabilir. Doku muhendisligi
stratejileri, tasiyici biyomateryaller, biyolojik olarak yikilabilir faktorler ve farkl hicre
tipleri kullanilarak dokunun vucut icerisinde dogal yollardan iyilesmesini hizlandirmayi
amaglar [40]. Bu amag dogrultusunda gunumuzde, hasarli bélgeye platelet [40], fibrin
pihtisi [41], hicre-kollajen jel bileseni [7] enjeksiyonu yapiimasi, DL-laktid-ko-glikolid
(PLGA) yapisinda graftlarin uygulanmasi [42], mezensimal [43] ve kemik iligi kdk

hdcrelerinin transplantasyonu gibi ¢ok c¢esitli yontemler kullaniimaktadir.

Bu uygulamalar kapsaminda karsilasilan en buyUk sorun, kullanilan graftin
biyolojik ve materyal Ozelliklerinin hasarsiz doku ile karsilastirildiginda daha zayif

olmasidir [44]. Biyolojik 6zellikleri bakimindan hasarsiz dokuya en ¢ok benzerlik



gOsteren biyomateryallerin gelistiriimesi yoninde pek ¢ok arastirma yuruatilmektedir.
Bu arastirmalar arasinda en ilgi ¢ekici olan, gesitli arastirmacilar tarafindan gelistirilen
hidcreden arindirilmis allojenik dokularin, ylzeyine otolog hicre implantasyonu
yapildiktan sonra yama (graft) amach kullanimidir. Yakin zamanda, deri ve kalp
kapagi dokularininin hicreden arindirildiktan sonra otolog hicre implantasyonu
yapilarak saglam graft materyalleri olarak kullanilabilecegi kanitlanmistir [26,27]. Bu
arastirmalarda kullanilan yontemlerin tendon dokusu igin de uygun olabilecedi Kryger

ve arkadaslari [11] tarafindan belirtilmistir.

Doku ve organlarin  hdcreden  arindiriimasi  pek  ¢ok  doku
muhendisligi/rejeneratif tip alaninda basari ile kullanilan bir tekniktir. Bu teknik ile
elde edilen matriksler, hem pre-klinik hayvan calismalarinda hem de klinik insan
uygulamalarinda kullaniimaktadir [46-53]. Hucreden arindirma yontemleri, doku ve
organa gore cesitlilik gostermektedir. Bir doku ylUzeyindeki hdcrelerin arindiriima
basarisi dokunun kdkenine goére de degisiklik gosterebilir. Bu yontem igin spesifik
fizyolojik, kimyasal ve enzimatik teknikler kullanilabilir. Bu tekniklerin her birisi hi¢
kuskusuz elde edilen matriksin biyokimyasal kompozisyonunu, doku yapisini ve
mekanik Ozelliklerini etkiler. Bu 6zelliklerin bozulmasi konukgu (host) canlinin nakil

sonrasi kullanilan matrikse verdigi cevap uzerinde de oldukca etkilidir.

Hucrelerin bir yizeyden arindirilmasi sonunda yalnizca yapisal ve fonksiyonel
proteinlerden olusan bir hucrelerarasi alan (ECM) elde edilir. Dokularin yuzeyinde
bulunan ksenojenik ve allojenik hicresel antijenler, konukgu canli tarafindan yabanci
olarak algilanarak, bagisiklik sistemini uyaran ve dokunun reddedilmesine neden
olan molekullerdir. Ancak, ECM yapisinda bulunan pek ¢ok bilesen evrimsel olarak
¢ogu canl organizmada korundugu igin, nakiller sonrasinda ksenojenik alicilar
tarafindan kolaylikla kabul edilir. Hicreden arindirma ve ECM eldesi ginumuzde pek
¢ok doku muhendisligi ve rejeneratif tip arastirmasinda kalp kapakg¢igi [54], kan
damari [55], deri [56], sinir [57], iskelet kasi [58], tendon [59], ligament [60], ince
bagirsak mukozasi [61] ve karaciger [62] gibi cesitli dokularda arastirilmigtir.
Hucreden arindirma protokolinin hedefi dokunun kompozisyonunu, biyolojik
aktivitesini ve mekanik batinluguni koruyarak, tum hicresel ve nukleer materyalin

yuzeyinden temizlenmesidir.

Hucreden arindirma protokolleri sirasinda kullanilan tim teknikler ECM’in

dogal Ug-boyutlu yapisini degistirecektir. Ginimuzde hlcreden arindirma igin fiziksel
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ve kimyasal uygulamalar bir arada kullaniimaktadir. Fiziksel uygulamalar sonikasyon,
mekanik travma, basin¢ maruziyeti ya da dondurma gibi pek ¢ok ydntemi igerir. Bu
yontemler hicre zarini pargalayarak, hicresel bilesenlerin yikanmasini sadlar;
bdylece hicresiz bir ECM elde edilir. Pek ¢ok arastirmada fiziksel uygulamalarin
hicreden arindirma igin yetersiz oldugunu; bu teknigin kimyasal uygulamalar ile
birlikte kullaniimasi gerektigini ortaya koymaktadir. Tripsin gibi ¢esitli enzimler, iyonik
solUsyonlar ya da deterjan kullaniimasi, hicre zarlarini, hicre-hiicre ve hicre-ECM
baglantilari pargalamakta kullanilan uygulamalardir. Cogu dokuda yapisal olarak
hlcreler yalnizca ylzeyde degil, ayni zamanda ECM igerisine gomull olarak
bulunduklari igin, hiicreden arindirma sirasinda ECM arasindaki baglantilar da yeterli
Olcude kirilmahldir. Ancak, verimli bir arindirma uygulamasinda dogal mekanik ve
biyolojik 0Ozelliklerin korunabilmesi icin olusabilecek hasarin minimum olgude

tutulmasi amaglanmaktadir.

2.3.1. Fiziksel Yontemler

GUnumuzde hucreden arindirma icin kullanilan fiziksel yontemler arasinda en
yaygin olanlari dondurma, basing uygulamasi, sonikasyon ve ajitasyondur. Tendon
ve ligamentlerin hdcreden arindirlmasinda Ozellikle dondurma  yontemi
kullanilmaktadir [63,64]. Doku hizla donduruldugunda olusan buz kristalleri hicre
zarlarini bozarak lizize neden olmaktadir. Ancak bu tip uygulamalarda, ECM
batinlagundn de zarar gérmemesi igin, sicaklik degisimi kontrolli olarak yapiimalidir.
Dondurma teknigi hlcresel lizizi saglamasina ragmen, hucrelerin doku yuzeyinden

arindiriimasi igin baska bir teknik daha kullaniimalidir.

Yapisinda siki bag dokusu bulundurmadidi bilinen akciger ve karaciger gibi
dokularda basing uygulanmasi da bir diger hlcreden arindirma teknigidir. Bu
yontemin dondurma ile kiyaslandigi zaman, ECM’in Ug-boyutlu dokusuna daha az

zarar verdigi bilinmektedir.

Mekanik ajitasyon ve sonikasyon, hucrelerin doku yuzeyinden tamamen
temizlenmesi igin hicre lizizini takip eden kimyasal yikama basamaklarini da
icermelidir. Her iki teknikte de gesitli dokular i¢in olumlu sonuglar alinmasina ragmen;
gunimizde optimum hidcre zari pargalayict degerler belirlenemedigi igin, bu
tekniklerin  kullanilmasi yaygin degildir. Bu tekniklerin timidnde uygulanan

prosedurdeki kimyasallarin hacimleri, mekanik ajitasyon ya da sonikasyon gibi
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tekniklerin  uygulanma sureleri gibi degerlerin timU dokunun hacmine,

kompozisyonuna ve yogunluguna gore degisiklik gostermektedir.

2.3.2. Kimyasal Yontemler
2.3.2.1. Alkalin ve Asit Uygulamasi

Hucreden arindirma protokolleri icerisinde yer alan alkalin ve asit uygulamasi
sitoplazmik bilesenlerin ve RNA-DNA gibi nikleik asitlerin ortamdan uzaklastirilmasi
icin tercih edilir. Ornegin, asetik asit, hidroklorik asit, silfirik asit ve amonyum
hidroksit hlcre zari ve intraselller organellerin pargalanmasinda oldukg¢a etkili
kimyasallardir [65-69]. Ancak bu kimyasallar kollajen igerikli matrikslerden

glikozaminoglikanlar (GAG) gibi 6nemli molekullere de zarar verebilmektedir.

2.3.2.2. liyonik Olmayan Deterjanlar

Hucreden arindirma protokollerinde hassas etkili olmasi nedeniyle iyonik
olmayan deterjanlar siklikla kullaniimaktadir. Bu kimyasallar lipit-lipit ve lipit-protein
etkilesimlerini bozarken; protein-protein etkilesimlerine zarar vermez. Bu sayede,
elde edilmeye calisilan ECM’in protein yapisi bozulmadigi igin, fonksiyonel

dizenlenmesi de saglam kalir [70].

Triton X-100, hucreden arindirma protokollerinde en ¢ok kullanilan iyonik
olmayan deterjandir. ECM eldesi icin bir dokunun Triton X-100’e maruziyeti doku
gesitine gore birka¢ saatten 14 gune kadar surebilir [47,59,60,62,65,71]. Dokularin
Triton X-100 ile hlcreden arindiriilmasi farkli sonuclar vermistir. Grauss ve
arkadaslari [72], kalp kapak¢igini hicreden arindirmak igin Triton X-100 kullanmislar;
uygulama sonucunda nukleer materyalin doku yuzeyinden tamamen temizlendigini
rapor etmiglerdir. Ancak ayni arastirmacilarin bulgularina goére, Triton X-100 ECM
bilesenlerinden GAG’lara da bir miktar zarar vermektedir. Triton X-100 uygulamasi
yapilan farkli arastirmalarda kan damari, tendon ve ligament gibi dokularda bu
kimyasalin tek basina hdcreden arindirma icin yeterli olmadigi belirtiimektedir
[59,60,71]. Dokularin  tamaminda Triton X-100 uygulamasini  takiben
immunohistokimyasal olarak hicre iskeleti proteini olan vimentinin varligi tespit
edilmistir. Tum bu c¢alismalarin 1s1§inda, Triton X-100 hicreden arindirma

protokolinde kullaniimak tzere kuvvetli bir kimyasal ajan olsa da; verimliligi dokunun



tipine ve Triton X-100 ile kombine olarak kullanilacak diger tekniklere gére degisiklik

gOstermektedir.

2.3.2.3. lyonik Deterjanlar

lyonik deterjanlar hem sitoplazmik hem de nikleer hicre zarlarinin
parcalanmasinda basarili ajanlar olmalarina karsin; protein-protein etkilesimlerine
zarar verdikleri i¢in hicreden arindirma protokollerinde siklikla tercih edilmezler [70].
En sik kullanilan iyonik deterjanlar sodyum dodesil silfat (SDS) ve sodyum
deoksikolat’tir [56,57,60,62,73].

SDS, doku yuzeyindeki hicresel bilesenleri temizlemekte oldukga basarilidir.
Diger deterjanlarla karsilastirildigi zaman, SDS’in yapmis oldugu htcreden arindirma
ve vimentin gibi yapisal proteinlerin uzaklastiriimasi daha basarilidir [60]. Ancak
SDS'’in uygulama sirasinda, GAG konsantrasyonunda azalmaya neden oldugu ve

dokudaki kollajen proteinlerine de buyuk olglide zarar verdigi bilinmektedir.

Sodyum deoksikolat, SDS ile karsilastinldigi zaman etkisi daha siddetli bir
deterjandir. Bu nedenle dogal doku organizasyonuna daha fazla miktarda zarar
vermektedir. GUnumuzde yalnizca sodyum deoksikolat kullanarak yapilmis herhangi
bir hicreden arindirma calismasi henlz bulunmamaktadir. Bu ajanin zwitter iyonik
ajanlar ya da Triton X-100 ile bir arada kullanildiginda sinir doku ECM'’i elde etmek
icin basaril oldugu rapor edilmigtir [57].

2.3.24. Selatlagtirici Ajanlar

EDTA ve EGTA olarak bilinen selatlastirici ajanlarin en onemli o6zelligi
bulunduklari ortam igerisindeki metal atomlarinin gevresini sararak halka seklinde
molekiiler bir kompleks olusturmasidir. Yapilan arastirmalarda, Ca* ve Mg+2 gibi
divalent katyonlarin hucrelerin kollajen ve fibronektin ylzeyine baglanmasinda
onemli oldugu gosterilmigtir [74,75]. Bu ajanlar ortamda bulunan divalent katyonlari
baglayarak, hucre-ECM baglantisini  engellemekte ve hlcreden arindirma
protokollerinin daha verimli olmasini saglamaktadirlar. EDTA, genellikle tripsin

enzimi ile birlikte kullanilir.
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2.3.3. Enzimatik Yontemler

Hucreden arindirmada kullanilan enzimler arasinda proteazlar ve nukleazlar
yer almaktadir [26,76,77]. Tripsin, hicreden arindirma protokollerinde en yaygin
kullanilan proteolitik bir enzimdir. Maksimum enzimatik aktivitesini 37°C ve pH 8'de
gergeklestiren tripsin; arjinin ve lizin amino asitlerinin karbon ugclarindaki peptit

baglarini kiran spesifik bir enzimdir.

ECM eldesi igin ¢ok farkli dokularda enzimatik uygulamalar yapiimaktadir. Bu
calismalarin bazilarinda enzimin aktivitesini arttirmak ve hicreden arindirmayi
kolaylastirmak igin tripsin-EDTA karisimlari da kullaniimaktadir. Uzun sdreli enzim
uygulamasi da diger teknikler gibi ECM yapisina zarar verirken; enzimin EDTA ile
birlikte kullanilmasi bu hasari hafifletmektedir [78]. Tripsinin ayni zamanda fazladan
maruz birakildigi dokularda GAG ve spesifik olarak elastin proteinine de zarar
verdigi; bu nedenle kullanildigi dokuda gerime karsi direngte azalmaya neden
olabilecegi rapor edilmistir. Sonug¢ olarak, protokol igerisinde tripsin-EDTA
kullanilacak ise, ECM kompozisyonu ve yapisina zarar vermemesi i¢in maruziyetin

mumkuin olabildigince kisa tutulmasi tercih edilmektedir.

2.4. Hiicre Ureme Egrisi

Kultirde Uretilen hicreler pasajlanmaya baslandiginda, her bir hicre tipi
kendisine 6zgu karakteristik bir Greme paterni gdstermeye baglar. Bu Ureme paterni
“hiicre Greme egrisi” olarak adlandirihr. Ureme egrisi: lag fazi, eksponensiyel faz ve
bekleme/plato fazi olmak Uzere uU¢ temel evreden meydana gelmektedir (Sekil 2.3).
Hucre hatlan ile galisirken lag ve plato fazlari hicrelerin canlihgi ile verilerin elde
edilmesinde kullanilir. Eksponansiyel faz evresinde hucrelerin bolinme hizlarina ait
bilgi edinilebilir. Bolinme hizi, bazi spesifik inhibitdr ya da stimulator maddelerin in
vitro  kosullarda tutulan hucrelerin  proliferasyonu  Gzerindeki  etkilerinin
belirlenmesinde son derece dnemlidir. Ayni zamanda pasajlama sirasinda hicrelerin
dilisyon oranlarinin belirlenmesinde de kullanilir. Belirtilen bu ¢ temel evre, primer
kdlturden elde edilen hucreler icin farkliik gosterebilir. Hizli Greyen hucreler igin
baslangic konsantrasyonu olarak yaklasik 2x10* hiicre/ml énerilirken; yavas (reyen

hiicreler igin 1x10° hiicre/ml énerilir.
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Sekil 2.3. Hucre Ureme egrisi.

Lag Fazi

Pasajlamadan sonraki ilk evredir. Bu fazda hucre sayisinin artmamasi
beklenmektedir. Tripsinizasyon ile konfluent flask ylzeyinden kaldirilan hicreler bu
evrede kaybettikleri hicre yuzeyi molekillerini ve hlcrelerarasi alan bilesenlerini
tekrar sentezledikleri i¢cin bu evre “adaptasyon fazi” olarak kabul edilir. Sentez
asamasindan sonra hucreler substrat yluzeyine tutunarak, zemin Uzerinde yayilmaya
baglarlar. DNA ve yapisal proteinlerin sentezlenmesi nedeni ile DNA polimeraz

aktivitesinde artis gozlenir.

Eksponansiyel Faz

Lag fazini takip eden bu evrede hlcre sayilarinda eksponansiyel bir artis
gozlenir. Bu evre, bolinme hizinin %90-100 oraninda verimlilikle devam ettigi ve

hicrelerin en bollinebilir yetenekte oldugu dénemdir.

Plato Fazi

Eksponansiyel fazin sonlarina dogru hucreler substrat ylzeyini tamamen
kaplayarak konfluent hale gelmeye baslar. Konfluensiye ulasildiktan sonra, kilttrin
ureme hizi azalir ve hatta duraklar. Bu evrede hicre sayisinda artig gdozlemlenmedigi

icin, hicre Ureme egrisinde plato seklinde bir duzlik olusur. Bélunme hizi yaklasik
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%0-10 oranindadir. Konfluensiye ulasiimasinin ardindan hdcre Gremesinin
yavaslamasinin nedeni “kontak inhibisyon” olarak bilinmektedir [79]. Malign bazi

kaltarler kontakt inhibisyon ile plato fazina girmezler.

2.5. B-Galaktozidaz Aktivitesi

Doku yenilenmesi, memeliler gibi kompleks organizmalarda canliigin devami
icin son derece buylk onem tasimaktadir. Ancak, doku yenilenmesi sirasinda
hlcrelerin ylUksek oranda bdlinmeye baslamalari timoérogenezi tetiklediginden,
yenilenen dokular kanser gelisme riski olan potansiyel hedeflerdir [80]. Bunun
nedeni, kanser gelisiminin proliferatif 6zellikteki somatik hicrelerde mutasyonlarin
birikimi ile olmasi ve hlcre bdlinmesi sirasinda mutasyonlarin birikebilmesidir [81].
Bu nedenle, kanserin bdlinemeyen hlcrelere oranla bolunebilir hicrelerde daha
siklikla goérilmesi kacinilmazdir. Yenilenebilir dokulardaki proliferatif huacrelerin
kansere yol agmamasl igin gunimizde tanimlanmig c¢esitli tUmor supressor
mekanizmalar bulunmaktadir. Bu mekanizmalardan bir tanesi hicresel yaslanma
olarak tanimlanmistir [82,83,84].

Normal kosullar altinda somatik hucreler badimsiz olarak bdlunmezler.
Hucrelerin sinirli sayida bolinebilmesi anlamina gelen bu durum, hicre bélunmesinin
replikatif ya da hidcresel yaslanmasi olarak adlandirilir. Hicresel calismalarda
yaslanmis hlcreler spesifik molekdllerin dretimini yeterli miktarda
gerceklestiremediginden ve hucresel fonksiyonlarinin bazilarini tam olarak yerine
getiremediginden, yapilan deneylerde bu hulcrelerin tespit edilmesi buylk 6nem
tasimaktadir. Tim i¢ ve dis kosullar kontrol altinda tutulabildiginden in vitro sistemler

hlcresel yagslanmanin en iyi ¢alisildigi ortamlardir [85,86].

Yaslanan hucreler, hicre bolinmesinin G4 fazinda kalarak, fizyolojik mitojenler
ortamda bulunsa bile S fazina girmezler. Bu durum, hucrelerin aktif olarak
boélunurken, yaslanma ile bélinmeyen bir forma dontsmeleri ile agiklanabilir. Hlcre
bolinmesindeki azalma geri donusumsuzdur. Hucreler bdlinme yeteneklerini
kaybederken; hicre morfolojisi, hlicreye spesifik sekil, hicrelerin fiziksel gérunamleri
ve gen ifadesi paternlerinde de dedisiklikler meydana gelir. Bu hicreler metabolik
olarak aktif kalirken, uzun sure apopitotik yolla 6liume karsi direng gosterirler; ancak
yaslanma surecinin sonucu mutlak hicre olumudir. Bu 6zelliklerine ek olarak,

histolojik incelemeler sirasinda yaglanan hucreler ¢ok az morfolojik degisiklik
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goOsterdiginden, doku igerisinde diger hlcrelerden ayirt edilemeleri oldukga zordur.
Yaslanan hdcreler, geng hicrelere gore daha yaygin bir sitoplazmaya ve daha fazla

saylda hucresel uzantiya sahiptir.

Onceki arastirmacilar  tarafindan tespit edilen interldkin 6 ve
metalloproteinazlar (MMP) gibi bazi yaslanma markerlari bulunmaktadir [85,87,88].
interldkin 6, yaslanmaya baslayan hiicrelerde sentezlenen inflamatuvar bir
regulatordir. MMP7 ve MMP10 ise yaslanma egiliminde olan bazi hlcrelerde Uretim
miktari artan enzimlerdir. Ancak, bu markerlarin hicre-spesifik olmamasi ve
yaslanmakta olan hucreler tarafindan salgilanip, komsu hicreler Gzerinde de parakrin
etki yaparak bu hucrelerin de yaslanma mekanizmalarini tetiklemeleri nedeni ile

gunumuzde ¢ok fazla tercih edilmemektedirler.

Dimri ve arkadaslari [89], bu durumu agiklida kavusturmak ve yaslanan
hlcreleri in vitro kosullarda tespit edebilmek igin bazi arastirmalar yapmiglardir. Bu
arastirmacilarin sonuglarina gore, lizozomal hidrolaz enzimi (B-galaktozidaz'in gen
ifadesi, normal hicrelerde pH 4’te, yaslanmis hicrelerde ise pH 6’da artmaktadir. Bu
enzimin Uretimi yalnizca yaslanmisg hicrelerde olurken, yeni yaslanan hucrelerde ve
genetik olarak maniplle edilmis 6lumsuz kanser hucrelerinde olmamaktadir. Bu
nedenle, B-galaktozidaz’in hlcre igerisindeki miktarinin tespiti, in vitro kosullardaki
hlcre populasyonlarinda bulunan gergek yaslanmis hicre sayisinin belirlenmesinde

blyUuk dnem tasimaktadir.

2.6. Tendonun iyilesme Evreleri

Tendon iyilesmesi 3 ardisik evre ile meydana gelir. Temel olarak nétrofillerin,
eritrositlerin ve inflamatuvar hucrelerin yara bolgesine gocu ile ilkin inflamatuvar evre
baslar. ilk 24 saat igerisinde olusan nekrotik parcalarin fagositozu igin monositler ve
makrofajlarin sayisi artar. Kan damarlari ve hlcreleri etkileyecek kemotaksik faktorler
salgilanir; bdylece kan damarlarinin gegirgenligi artar, hipervaskuilarizasyon baslar ve
daha fazla inflamatuvar hicre yangi bolgesine go¢ eder [90,91]. Tenositler yangi

bdlgesine nufuz eder ve tip 3 kollajen sentezi bagslar [92].

Birka¢ gun sonra rejeneratif evre baglar. Bu evrede tip 3 kollajen sentezi
maksimum noktaya ulagir ve miktari birka¢ hafta boyunca korunur. Bu evre boyunca
dokunun su igerigi ve glikozaminoglikan (GAG) konsantrasyonu yuksek miktarda

seyreder [92].

14



Tam olarak 6 hafta sonra, hlcrelerarasi alanin tekrar sekillenmesi basglar.
Hucre miktari ve kollajen/GAG sentezi azalir. Tekrar sekillenme evresi dokunun
sikilasma ve olgunlagsma basamaklarindan olusur [93]. Sikilasma basamagi 6.
haftada baslar ve yaklasik 10. haftaya kadar devam eder. Bu slre zarfinda doku
fibrdz bir gorinim kazanir. Tenosit metabolizmasi hala yuksek seyrederken; kollajen
fibriller ve tenositler mekanik gerim yonunde dizilmeye baslar [94]. Bu evrede tip 1
kollajen sentezinde oransal olarak bir artis gdzlemlenir [95]. Onuncu (10.) haftadan
sonra olgunlagsma basamagi baslar [94]. Olgunlasma evresi insanlarda yaklasik bir yil
devam eder. Bu suUre boyunca tenosit metabolizmasi yavaslar ve tendon

damarlanmasi azalir [96].

Mevcut literatir kaynaklarina gore tendon iyilesmesi intrinsik ve ekstrinsik
mekanizmalar ile sirdUrilir. intrinsik mekanizmada tendon igerisinde yer alan
tenosit/tenoblastlar rejenerasyonu saglarken; ekstrinsik mekanizmada tendon
kihflarinda bulunan fibroblastlar ve cevre dokulardaki inflamatuvar hlcreler hasar
bdlgesine go¢ ederek rejenerasyonu saglar. Fujita ve arkadaslari [97], tendon
icerisinde yer alan tenositlerin kiliftaki tenositlere oranla daha fazla miktarlarda
kollajen proteini sentezleyebildigini; bu nedenle, tendon igerisinde yer alan

tenositlerin iyilesmede daha etkin hicreler oldugunu bildirmiglerdir.

2.7. Tendon Biyomekanigi

Tendon, vyalnizca kaslar tarafindan Uretilen gerim guclinu kemiklere
aktarmakla kalmaz; ayni zamanda kas hasarini engellemek i¢in tampon goérevi de
gorur [98]. Tendonun diger dokulardan farkli olan bu 6zelligini koruyabilmesi igin iyi
bir mekanik gerim gucu, yeterli miktarda esneklik ve optimum duzeyde elastikiyete

sahip olmasi gerekmektedir [99,100].

Tendon mekanigini anlamak igin gerilim — gerinim grafigi kullanilir (Sekil 2.4).
Dinlenme halindeyken, kollajen fiberleri dalgali bir kompozisyon gosterir [2]. Eger
gerinme degeri %4’Un altinda kalirsa, tendon elastik bir ip gibi gerilip gevseyebilir
[101]. Gerinme %4’Un Uzerine ¢iktigi zaman mikroskobik hasar olusmaya baslar ve
%8-10 civarinda makroskobik hasar meydana gelir [102,103,126]. Bu noktadan
sonra dokuda kopma meydana gelir ve kopan uglar dizensiz ip yumagi seklinde

kendi Uzerine buzusur [98].
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Sekil 2.4. Tendonun gerilim — gerinim grafigi [16]

Yukarida gorilen gerilim-gerinim grafigi tendona ait pek c¢ok biyomekanik

Ozelligin hesaplanmasi igin kullaniimaktadir:

Maksimum Yiik: Tendonun kopmadan oOnce dayanabildigi maksimum gerim

gucuddr. Birimi “newton”dur (N).

Uzama: Tendonun gerim testi sirasinda boyunda meydana gelen degisikliktir. Birimi

“milimetre”dir (mm).

Enerji Alimi: Mekanik gerim testi sirasinda tendonun kopmasi igin gereken eneriji
miktaridir. Maksimum yUk ve uzama verileri ¢arpilarak hesaplanir. Birimi “milidJul”dur
(md).

Rijitlik: Tendonun maksimum yUk karsisinda stabil kalabilme yetenegdidir. Maksimum

yuk, uzama verisine bolinerek hesaplanir. Birimi “N/mm” olarak ifade edilir.

Gerilme: Tendon Uzerinde disen maksimum yukin tendon Kkesitinin alanina

boélunmesi ile hesaplanir. Birimi “megapaskal’dir (MPa).

Gerinme: Uzama miktarinin érnegin baslangi¢ uzunluguna bdélinmesi ile hesaplanir.

"%" olarak ifade edilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlari

Calisma kapsaminda uygulanan tim cerrahi islemler, Hacettepe Universitesi
Deney Hayvanlann Etik Kurulundan (Onay No: 2009/8) alinan izin ile
gerceklestiriimistir. Calismanin hicre kuiltlrl, deselllerize matriks izolasyonu ve
cerrahi uygulamalari igin toplam 140 adet erkek Rattus norvegicus tirine ait Wistar

albino irki sigan kullaniimistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Calismada kullanilacak sican gruplarinda 6rneklem sayilari ve yapilan

uygulamalar

Sigan Grubu Uygulama

Grup A (n=20) Tenosit izolasyonlarinin yapilacagi grup
Grup B (n=30) Hiucresiz tendon matrikslerinin elde edilecegi grup

Kontrol Grubu Bos kontrol grubu (tendon hasari olusturulacak ve hasarli bolge dikilecek)
(n=30)

DCM Grubu  Kontrol grubu (tendon hasari olusturulacak ve hasarli bdlgeye DCM
(n=30) transplante edilecek)

DCM+Tenosit Uygulama grubu (tendon hasari olusturulacak ve hasarli bolgeye
Grubu (n=30) DCM+tenosit kompoziti transplante edilecek)

Kullanilan sicanlarin ortalama yasi 9 hafta, ortalama agirligi ise 250 + 50g’dir.
Siganlar uygulama gruplarina gore rastgele dagitilmistir. Cerrahi uygulama tim
hayvanlarin hem sag hem de sol bacaklarindaki Asil tendonu bdlgesine yapiimistir.
TUm siganlara glinliik olarak musluk suyu ve sikistiriimis pelet yem verilmistir. Ozel
diyet uygulanmamistir. Deney boyunca siganlar paslanmaz celik kapakli ve
polikarbonat otoklavlanabilir kafesler icerisinde; 06zel havalandirmali odalarda
20+2°C’de ve %45 nem bulunan ortamda, 12 saat aydinlik/12 saat karanlk

kosullarinda barindiriimistir.
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3.1.2. Cerrahi Operasyon igin Kullanilan Madde ve Malzemeler

Calismanin cerrahi operasyonlari igin anestezik solisyon olarak xylazine HCI
(Alfasan) ve ketamine HCI (Richter Pharma), 8-0 absorbe edilebilir ip (SMI), 4-0
absorbe edilmeyen ip (Ethicon), 6-0 absorbe edilmeyen ip (SMI), derinin tiras
edilmesi icin, 1ml'lik enjektor, %10 poviodine solusyonu (Diagnokim), mikrocerrahi
pensi, penseti ve makasi, bisturi ucu, cerrahi iplikler, steril serum fizyolojik, gazli bez,

eldiven ve maske kullaniimistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Tenosit izolasyonu ve Kiiltiirii

Hucre izolasyonu igin gereken Asil tendonlari, 10 haftalik siganlara eter
inhalasyonu altinda servikal dislokasyon uygulandiktan sonra elde edilmigtir. Asil
tendonu bdlgesinde insizyonun yapilacagi tibia-fibula arasindaki gastrocnemius kasi
(baldir kasi) ve bilekteki killar temizlendikten sonra (Sekil 3.1.A) cerrahi bdlgesi
povidine-iodine solusyonu ile dezenfekte edilmistir (Sekil 3.1.B). Kas tabakasina ve
asil tendonuna ulasabilmek icin deri bistiri yardimi ile 1,5-2cm uzunlugunda
longitudinal olarak insize edilip (Sekil 3.1.C), altta bulunan bag dokudan hemostat
yardimi ile ayrilmistir. Aydinlatmali blyuteg altinda Asil tendonuna ait sinoviyal kiliflar
kesilerek uzaklastirilmis ve Asil tendonlari iki ugtan kesilerek c¢ikartiimistir (Sekil
3.1.D). Ornekler 100 IU/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin iceren transport DMEM

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) igerisine alinmigtir.

Hucre izolasyonu igin Asil tendonu 6rnekleri hiicre kaltird ortamina taginmustir.
Steril cam petriler icerisinde her bir hayvandan izole edilen dokular ayri ayri bisturi
yardimi ile kiguk pargalara ayrilmistir (Sekil 3.2.A). Daha sonra doku pargalari her bir
hayvan i¢in hazirlanan 6-kuyulu plaga yerlestirilmistir (Sekil 3.2.B). Rutin besiyeri
olarak %10 Foétal Sigir Serumu (FBS) ve %2 Penisilin-Streptomisin iceren DMEM
kullanilmistir. Plaklar %5 CO, iceren inkiibatérde 37°C sicaklikta inkiibe edilerek;
besiyerleri her 3 ginde bir yenilenmistir. Plak ylzeyleri gun asiri kontrol edilerek, plak
yuzeyine go¢ ederek tendon dokularindan ayrilan tenositler konfluent duruma
geldiklerinde pasajlama asamasina gecilmistir. 6-kuyulu plaklar éncelikle 25cm?lik
(Sekil 3.2.D), daha sonra 175cm?lik (Sekil 3.2.C) flasklara pasajlanmistir.
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Sekil 3.1. A. Tibia-fibula arasindaki bdlgenin killar temizlenmigstir B. Deri povidine-
iodine solUsyonu ile dezenfekte edilmistir C. Deride 1,5-2cm uzunlugunda
uzunlamasina (longitudinal) insizyon (kesi) olusturulmustur D. Asil tendonu iki ugtan

kesilerek cikartiimistir

AE IO g’ ey
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Sekil 3.2. A. Hayvanlardan izole edilerek ayrilan ve kiguk pargalara bolunmas
tendonlar B. 6-kuyulu plaklara yerlestiriimis tendon pargalari C. Ureyen hiicreler

175cm?lik ve D. 25cm?lik flasklara pasajlanmistir
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Hiicre Pasajlama Protokolii

e Flask yuzeyindeki eski besiyeri uzaklastirilmigtir.
e Flask yuzeyi 1ml Tripsin-EDTA ile yikanir. Tripsin-EDTA uzaklastiriimistir.

e Her bir flask igerisine 0.5ml Tripsin-EDTA eklenip, flasklar 37°C etlivde 5 dakika

inkUbe edilmistir.

e Her bir kuyunun tzerine 5ml %10FBS (Fétal Sigir Serumu)+DMEM eklenir ve

karigsim kapakli santrifij tipune toplanir. 800 rpm’de 5 dakika santriflj edilmistir.

e Santriflj isleminden sonra besiyeri uzaklastirilir. Pelet tlpe hafifce vurularak

kaldirilmigtir.

e TUpln Uzerine %10 FBS+DMEM eklenir ve hicreler suspanse edilir, yeni flasklara

bolunmustar.

e Hucreler mikroskopta kontrol edildikten sonra 37°C etiive kaldirilmistir.

Hiicre Dondurma Protokolii

e Hucrelerin Gzerindeki besiyeri toplanmistir.

e Flask yuzeyine 1ml Tripsin-EDTA eklenerek yikama vyapilir. Tripsin-EDTA

uzaklastirilmigtir.

e Flask yilizeyine 0,5ml Tripsin-EDTA eklenir ve 37°C etlivde 5 dakika inklbe

edilmistir.

e Hucrelerin ylzeyine 5ml %10FBS+DMEM eklenip kapaklh santrifij tlplerine
toplanir. 800 rpom’de 5 dakika santrifij edilmistir.

e Dondurma tuplerine %90 FBS + %10 DMSO (Dimetil sulfoksit) iceren karisim

hazirlanip eklenmistir.
e Santriflj sonrasi sUpernatan atiimistir.
e Dondurma tupu ic¢in hazirlanan solisyondan 1,8ml ¢ekilip hicreler pipetlenmigtir.

e TlUpler o6nce -80°C’'de, sonra sivi azotta kademeli olarak dondurularak

saklanmistir.
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3.2.2. Hiicre Ureme Egrisi Gikartilmasi

Hucre Ureme egrisini ¢cikartmak icin 1., 2. ve 3. Pasaj (P1, P2 ve P3) tenositleri
25cm?lik flasklarin (Orange Scientific, Cat# 5520100) yiizeyinde uretilmistir. Her bir
flask, gunlik sayimlarin yapilacagi 24-kuyulu plak ylzeyine alinmadan énce otomatik
hicre sayim cihazi (Beckmann, Vicell) ile sayilarak, baslangictaki hucre sayilari elde

edilmistir.

e Her bir flask yuzeyi 1ml Tripsin-EDTA ile yikanarak, flask yuzeylerine 500l
Tripsin-EDTA eklenip 37°C’de 3 dakika inkibe edilmistir.

e Tripsinizasyon tamamlandiktan sonra flask yuzeylerine 5ml DMEM/F12 eklenip,
tum flask icerigi kapakli santrifij taplerine toplanarak 1000 rpm’de 10 dakika

santrifij edilmigtir.

e Santrifljden sonra tupun Uzerindeki sUpernatan uzaklastirilip, pelet tip ucuna

hafifce vurularak yuzeyden kaldiriimistir.

e Pelet 5ml DMEM/F12 ile suspanse edilerek, her bir suspansiyonun 1ml’si hlcre

sayim cihazina yUklenip, total ve canli hiicre sayilari elde edilmigtir.

e Hulcre sayisini bildigimiz hdcre suspansiyonlari 24-kuyulu plaklara (Orange
Scientific, Cat# 5530300), 2x10* hiicre/ml/kuyu olacak sekilde uygun miktarlarda
sulandirilip, paylastiriimigtir.

24-kuyulu plak yuzeyleri Sekil 3.3'te goruldugu gibi 6 pargaya bolunerek, her
gun yukarida belirtilen protokol uygulanarak hucre sayimlari yapilmigtir. Sayimlardan

elde edilen total ve canli hiicre sayilari Microsoft Excel programi ile grafiklenmigtir.
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Sekil 3.3. Hucre sayiminda kullanilan 24-kuyulu plak dizayni

3.2.3. B-Galaktozidaz Aktivitesi ile Hiucresel Yaglanmanin Gosterilmesi

Yaslanma tayini, B-galaktozidaz aktivitesi Olcimi ile Senescence Cell
Histochemical Staining Kit (Sigma) kullanilarak yapilmigtir. Hicrelerde yaslanma
tayininin yapilmasi igin 1., 2. ve 3. Pasaj (P1, P2 ve P3) tenositleri 25cm?lik flasklarin
(Orange Scientific, Cat# 5520100) vylzeyinde uretilmistir. Immiinositokimyasal
boyama ayni flasklarin ylzeyinde yapilmig ve hucreler inverted mikroskop ile

gorunttlenmistir (IX70 Olympus).

B-galaktozidaz aktivitesinin gbésterilme protokolii

e Flask ylzeyindeki besiyeri aspire edilmistir.
e Hucreler 2 kere 1ml 1xPBS ile yikanmigtir. PBS aspire edilmistir.

e Her bir flaskin yutzeyine 1,5ml formaldehit eklenerek flasklar 6-7 dakika oda

sicaklhiginda inklbe edilmigtir.

e Boyama solusyonu Uretici firmanin kit protokoline uygun olarak hazirlanmistir
(Sigma, Cat# CS0030).

o Flask ylzeyi 3 kere 1ml 1xPBS ile yikanmistir.

22



Her bir flaskin ylzeyine 1ml boyama sollUsyonu eklendikten sonra flasklar

COy’siz etivde 37°C’de 1 gece inkube edilmistir.

inkilbasyon sonrasinda hiicrelerin  boyanma durumlari mikroskop altinda
gOzlemlenerek [-galaktozidaz genini ifade eden ve mavi boyanmig hucreler

fotograflanmigtir.

3.2.4. ikili-immiinofloresan Boyama Protokolii

ikili-immunofloresan boyama igin Vector Labs’dan temin edilen Vectastain

ABC Kit (Goat IgG — Alkaline Phosphatase — AK5005) kullanilmigtir.

IFB igin kullanilacak P1, P2 ve P3 hucreleri dnce besiyerinin fazlasinin

uzaklastirilmasi igin PBS ile yikanmigtir.
Hucreler %2.5 gluteraldehit ile 20 dakika fikse (tespit) edilmistir.
Ornekler PBS (fosfat tamponlu tuzlu su) ile yikanmistir.

Hucre zarini bir miktar pargalamak ve antijenleri agiga ¢ikartmak igin érnekler
Triton X-100 ile 5 dakika inkUbe edilmistir.

Ornekler PBS ile yikanmusgtir.

Fiksasyon ve antijen aciga cikartma basamaklari sonrasinda ornekler oda

Isisinda kurutulmustur.

ikili antijen boyamasi yapilacak olan tip 1/tip 2 kollajen (Santa Cruz — sc25974 —
sc7764), tip 3/tip 5 kollajen (Santa Cruz - sc8781 — sc9856) ve
tenomodulin/tenaskin-C (Santa Cruz — sc49325 — sc9871) proteinleri igin drnekler
once avidin/biyotin ile (Vector Labs — Avidin Biotin Blocking Kit — SP2001)

isaretlenmistir.
Daha sonra 15 dakika protein blokaji yapilmigtir.
Her blokaj sonrasinda 6rnekler PBS ile yikanmisgtir.

Non-spesifik baglanmalari engellemek igin érnekler protein sollisyonu ile 5 dakika

inklbe edilmistir.
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e Primer antikorlar SantaCruz firmasinin 6nerileri dogrultusunda 1:100

sulandiriimistir.

e Ornekler primer antikorlar ile 30 dakika inkiibe edilerek, PBS ile birkac kez

yikanmistir.

e Biyotinli sekonder antikorlar VectorLabs’dan temin edilerek kit igerisinden ¢ikan
soltsyon ile 1:300 sulandirildiktan sonra orneklerle 10 dakika inkibe edilmistir
(Vector Labs — Goat IgG — 15000).

e Antikorlarin fazlasinin kuyularin yizeyinden temizlemek icin PBS ile birka¢ sefer

yikama yapilmigtir.

e Son agsama olarak florokrom molekdller FITC (Vector Labs — Fluorescein Avidin
D — A2001) ve Rhodamine (Vector Labs — Rhodamine Avidin D — A2002) 1:300
PBS igerisinde sulandirilarak hicre ylzeylerine baglanip 5-10 dakika inkibasyon
icin beklenmis, florokrom atiklarinin temizlenmesi igin kuyular birka¢ kez PBS ile

yikanmistir.

e Boyanmasi tamamlanan kuyularin yizeyi kapatma materyali ile kapatildiktan

sonra fotograflari ¢ekilmigtir.

3.2.5. Eszamanli - Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Molekuller karakterizasyon icin tenosit 6rneklerinden izole edilen RNAlar,
cDNA’ya (komplementer DNA) cevrilerek, ilgilenilen gen bdlgelerinin transkripsiyon
duzeyleri RT-PCR teknigi kullanilarak incelenmistir. Tip 2 kollajen proteinini kodlaran
Col2 ise Ozellikle kikirdak dokusuna ait bir protein olmasi nedeniyle her iki teknikte de

negatif kontrol olarak kullaniimistir.

RNA izolasyonu Tri Reagent (Sigma, ingiltere) ile Uretici firmanin talimatlarina
uygun olarak yapilmistir. Spektrofotometrik olarak analiz edilen RNA Kkaliteleri
A260/A280 oranina goére (1.8-2.0) belirlenmis, o6rneklerin butunlikleri RNAaz'dan

uzak sartlarda denature edici agoroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir.

izole edilen total RNA miktarlari Nanodrop cihazi (NanoDrop 1000
Spectrophotometer) ile dlgilmuastir. RNA'larin 1ug’t kalip olarak kullanilarak Roche
Transcriptor First Strand cDNA sentez kiti (Roche, Applied Science, Germany)

araciliiyla Uretici protokoline gdére cDNA sentezlenmigtir. Elde edilen cDNA
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orneklerinde Tnmd, Tnsc, Col1, Col2, Col3 ve Col5 transkriptlerine 6zgu farkl
ekzonlardan hareketle (intron sekanslarini igine alacak sekilde, DNA
kontaminasyonunu bertaraf etmek Uzere) primerler tasarlanmistir. Roche 480 Sybr
Green | Master Kkiti ile Light Cycler 480 (Roche, Applied Science, Germany) RT-PCR
cihazinda gen ifade paternleri gikariimistir. i¢ kontrol gen Gapdh, relatif ekspresyon
analizi icin internal kontrol olarak kullaniimis olup RT- PCR reaksiyonlari 10ul toplam
hacimde ve her bir 6rnek icin Gglu (triplicate) olarak calisiimistir. Bdylece her bir gen
bolgesi igin toplam 110 reaksiyon; 6 gen bdlgesi igin toplam 660 reaksiyon
gerceklestiriimigtir. TUm bu islemler sirasinda 6 gen icgin yapilan optimizasyonlar g6z
onune alindiginda her gen bdlgesi 3 kez calisiimis ve tim gen bdolgeleri igin toplam

2640 reaksiyon verisi elde edilmigtir.

Gen ifadelerinin goruldigu PCR dongulerine ait degerler arasindaki fark tek
yonli ANOVA testi kullanilarak Statistica 8.0 programi ile istatistiksel olarak
degerlendirilmigtir. Veri dagihmlarinin normalitesi, Shapiro-Wilk testi kullanilarak
belirlenmistir. ANOVA testi sonucunda, arasinda fark olan gruplari belirlemek igin
post hoc Bonferroni testi yapilmigtir. Bdylece tenositlerin kiltirde gecirdikleri sure
boyunca genotipik ve fenotipik karakterizasyonu belirleyen bu gen bdlgelerinin

zaman igerisinde kayma g0sterip gostermedikleri belirlenmigtir.

cDNA sentez protokolii

e llk-zincir komplementer DNA’lar (cDNA) izole edilen RNA’larin 1ug’ini kalip
olarak kullanarak Uretici firmanin onerileri dogrultusunda rastgele hekzamerler

ile cDNA kiti (Roche, Applied Science, Germany) kullanilarak sentezlenmistir.

o Ornekler tekrar siispanse edilmis ve reverse transkripsiyon 8ul soliisyon

icerisinde yapilmigtir. SolUsyon bilesenleri asagidaki gibidir:

-

. 4l trankriptor reverse trankriptaz reaksiyon tamponu (5X),
2. 0,5ul RNazein,

3. 10mM dNTP karigimi,

4. 0,5ul reverse trankriptaz

5. 7ul reaksiyon karisimi.
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e Thermal cycler programi belirtilen sekildedir: 25°C - 10 dakika, 55°C - 30
dakika ve 85°C - 5 dakika.

o Ornekler derhal buz lizerine alinarak 80yl RNAaz igermeyen su eklenerek

100pl'ye suspanse edilmistir.

Primer tasarimi:

Primerler, Perl-Primer programi kullanilarak tasarlanmistir. Col1, Col2, Col3,
Col5, Tnmd, Tnsc ve Gapdh gen bdlgelerine ait primer dizileri Cizelge 3.1'de
verilmistir. TUm primerler Metabion International (Martinsried, Deutschland)’'dan temin
edilmistir.  Optimizasyon igin nlkleotid primerler farkli konsantrasyonlarda
denenmigtir. Tum primerlerin spesifiklik durumu erime egrisinde tek bir amplifikasyon

ardna olusturmasi ile kontrol edilmistir.

Cizelge 3.1. Hedef genler, primer dizileri, guanin - sitozin oranlari (GC%) ve erime
sicakliklari (TM)

Hedef Gen Primer Primer Dizileri GC% Tm°C

Col1 Forward 5-AGT CGA TTC ACC TAC AGC AC-3 50 58
Reverse 5- GCC AAT GTC CAT TCC GAA -3 50 54

Col2 Forward 5-CAGCAGGTTCACGTACACT-3' 52 64
Reverse 5-GAGGTCTTCTGTGATCGGT-3' 52 64

Col3 Forward 5- CAA ATT CAC TTA CAC AGT TCTA -3’ 31,80 55
Reverse 5- ATG TCA TAG GGT GCG ATA -3 44 4 52

Col5 Forward 5- AGT ATC CAC TCT TCC CTG -3’ 50 54
Reverse 5- GAG GAT CAA GGT GAC ATT -3 44,4 50

Tnsc Forward 5- GTG GCT GCATTG ATG GTT G-3 60 63
Reverse 5- TCT CAG CAT GGT CAC CTC C-3 50 58

Tnmd Forward 5- CAA AGA ATC CTC CAG AGAA -3 42,1 53
Reverse 5- CAG GAC AAT TAG AGT TAA GG -3 40 54

Gapdh Forward 5-TAT GAC TCT ACC CAC GGC AA -3 50 58
Reverse 5- GAC TCC ACG ACATAC TCAGCA -3 52,4 61

26




RT-PCR ile gen ifadesi analizi

e Gen ifade paternleri Roche 480 Sybr Green | Master Kit ve Light Cycler 480

(Roche, Applied Science, Germany) kullanilarak elde edilmigtir.

e Reaksiyon karisiminin bilesenleri asagidaki sekildedir:

-

. 2ul cDNA,

N

. 0,5umol/l primer,
3. 200umol/l dNTP,
4. 1,5-2mmol/l mgCly,
5. 2,5ul 10X reaksiyon tamponu,
6. 0,051U/pl Tag polimeraz
7. 17,3l su.
e Ek olarak cift zincirli DNA boyasi olarak SYBR Green kullanilimigtir.
e Isil donguleyici programi belirtilen sekildedir:
1. cDNA 95°C - 1 dakika i1sitilarak denattre edilmistir.
2. Ornekler 95°C - 30 saniye kosulunda 40 déngli denatiire edilmistir.
3. Primerlerin baglanmasi 60-65°C - 1 dakika kosulunda,
4. Baglanma sonrasi uzama 72°C - 30 saniye kosunda yapimistir.
5. PCR UrUnleri erime egrileri ¢gikartilarak tanimlanmigtir.

6. Erime protokolu drneklerin 95°C - 10 dakika 1sitilmasinin ardindan 65°C
- 1 dakika sogutulmasi ve SYBR Green floresan isimasi gorulene kadar

yavasca 95°C’ye isitilmasi ile tamamlanmistir.

3.2.6. Tendon Matrikslerinin izolasyonu

Hucreden arindirma (deselulerizasyon) i¢in kullanilacak tendon pargalari steril
kosullar altinda 60 adet, 8-10 haftalik erkek Wistar albino siganin gift bacagindan
izole edilmigtir.  Siganlara anestezi uygulandiktan sonra dekapitasyon

gergeklestirilmistir. Uygulanan cerrahi protokol Sekil 3.4’te gértilmektedir.
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Calisma bolgesindeki killar temizlendikten sonra, batikon sollisyonu ile
silinmistir. Asil tendonu Uzerine denk gelen deri uzunlamasina olarak (1.5-2cm)
kesilmistir (Sekil 3.4.A). Asil tendonunun orta 1/3’luk kismi kesilerek cikartilmigtir
(Sekil 3.4.C). Asil tendonuna ait dokular antibiyotikli PBS igerisinde yikanip -80°C’de

dondurularak kullanim zamanina kadar saklanmistir.

Sekil 3.4. Tendon matrikslerinin hiicreden arindirilmasi ig¢in izolasyonu: A.

Uzunlamasina kesi B. Matriksin izole edildigi Asil tendonu bdlgesi C. Asil tendonunun

orta 1/3’'lUk kismi D. Matriks kesilerek izole edilmistir

3.2.7. Tendon Matrikslerinin Hiicreden Arindiriimasi (Deselulerizasyonu)

Deselllerize matriks hazirlama asamalari  Sekil 3.5te  gorulmektedir.
Dondurulmus tendonlar kullanilacagi zaman oda sicakligina alinarak, 6 kuyulu
plaklarda %0.05 Tripsin-EDTA ile 37°C ve %5 CO?Ii inkiibator ile 24 saat (Sekil
3.5.A); daha sonra %0.5 Triton X-100 ile 24 saat (Sekil 3.5.B) oda sicakliginda

inklbe edilmistir.
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Sekil 3.5. Tendon matrikslerinin hicreden arindiriimasi: A. 6-kuyulu plaklarda %0.05
Tripsin-EDTA ile inkiibe edilen érnekler B. %0.5 Triton X-100 ile oda isisinda inkiibe

edilen ornekler

3.2.8. Deselulerize Matrikslere Tenositlerin Gomiilmesi (Reselilarizasyonu)

Deselulerize matriksler (DCM) tripsin-EDTA ve Triton X-100 uygulamasinin
ardindan bir kag kez penisilin/streptomisin iceren PBS ve DMEM/F12 ile yikanmigtir.
Daha sonra her bir DCM, 96 gozlu plagin bir kuyusu igerisine yerlestiriimigtir. 1-4.
pasajlara ait tenosit kultlrleri Beckmann Vi-Cell™ Cell Viability Analyzer ile

saylmistir.

1x108 he/ml tenosit icerdigi tespit edilen hicre suspansiyonundan 200ul/kuyu
olmak Uzere DCM’lerin Uzerine eklenmigtir. Hucre slUspansiyonlart %1
penisilin/streptomisin iceren serumsuz DMEM/F12 ile hazirlanmistir. Hicre ve
DCM'ler, 37°C ve %5 CO; iceren ortamda 48 saat inkibe edilerek hucrelerin

matrikslerin ylzeyine tutunmasi (reselllerize olmasi) saglanmistir.

inkiibasyon siirecinde matrikslerin kurumasini engellemek icin 96 gozli
plaklar, bakir sulfatli ultra-saf ile ayri bir steril kap icerisine koyularak etlve
kaldirnlmigtir  (Sekil 3.6).  Deselllerize matriks+tenosit kompozitleri, olasi bir

kontaminasyon ihtimaline karsi glin asiri olarak mikroskopta kontrol edilmistir.
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Sekil 3.6. Deselllerize matriks ve tenositlerin 96 gézlu plak ile inkiibasyon dizenegi
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3.2.9. Kontrol Grubu (n=30) Cerrahi Protokolu

Calisma planinda Kontrol grubu olusturulmasinin nedeni tendon “otograft”
uygulamasinin inflamatuvar cevabini gbézlemlemektir. Otograft uygulamasi, bir
bireyin vicudunun bir kismindan alinan parg¢anin “ayni” bireyin viicudunun ayni ya
da farkh kismina implante edilmesidir. Bu siganlarin tendonlarindan orta 1/3’l1Uk

kisim kesilerek gikartilmis ve ayni parca geri dikilmistir.

Siganlar operasyon gununde tartilarak intraperitonal 2mg/kg xylazine HCI ve
15mg/kg ketamine HCI enjeksiyonu ile anesteziye alinmigtir. Her iki bacaktaki
killar jilet ve sabunlu su kullanarak temizlenmistir (Sekil 3.6.a). Cerrahi bolgeleri

%10’luk poviodine solUsyonu ile silinerek dezenfekte edilmistir (Sekil 3.6.b).

Steril kosullar altinda, ylUzeydeki derinin baldir kasinin distal ucundan
kalkaneus (topuk) kemigine kadar olan kismi kesilmistir (Sekil 3.6.c). Asil tendonu
yuzeyindeki bag doku kisimlari temizlenmis ve orta 1/3’l0k kismi (3mm
uzunlugunda) bistlri yardimi ile kesilmistir (Sekil 3.6.d,e). Kesilen kisim 8-0
abzorbe edilebilir ip ile proksimal ve distal kisimlarindan tekrar dikilmistir (Sekil
3.6.f). Cerrahi bolgesine fazladan yuk binmesini engellemek ve dikislerin
ayrilmasini 6nlemek icin Asil tendonu cevresine 4-0 abzorbe edilmeyen ip
kullanilarak kismi immobilizasyon uygulanmistir (Sekil 3.6.g). igne kesilen 1/3’liik
Asil tendonu bolgesinin proksimal ve distalini kapsayacak sekilde baldir kasinin ve
topuk kemiginin arasindan gecirilmis; kemige yakin bolgeye dugum atilmistir. Deri,
surekli-kilitli dikis ile 6-0 abzorbe edilmeyen ip kullanilarak kapatiimistir (Sekil
3.6.h).
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Sekil 3.6. a. Her iki bacaktaki killarin temizlenmesi b. Cerrahi bdlgelerinin %10’luk

poviodine solusyonu ile dezenfekte edilmesi ¢. Kesi yapiimasi d-e. Orta 1/3’lUk
kismi kesilmis Asil tendonu f. 8-0 abzorbe edilebilir ip ile proksimal ve distal uglarin
dikilmesi (—) g. Asil tendonu gevresine 4-0 abzorbe edilmeyen ip ile kismi
immobilizasyon uygulanmasi h. 6-0 abzorbe edilmeyen ip kullanilarak surekli-kilitli

dikis ile kapatilan deri
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3.2.10. DCM Kontrol Grubu (n=30) Cerrahi Protokolu

Calisma planinda DCM Kontrol grubu olusturulmasinin nedeni tendon
“allograft” uygulamasinin inflamatuvar cevabini gdzlemlemektir. Allograft
uygulamasi, bir bireyin vicudunun bir kismindan alinan parganin genetik olarak
ayni olan “bagka” bir bireyin vicudunun ayni ya da farkh kismina transplante
edilmesidir. Bu sicanlarda Asil tendonun orta 1/310k kismi kesilerek
uzaklastirildiktan sonra izole edilip, antibiyotikli PBS icerisinde yikanarak -80°C’de
saklanmis olan desellulerize matriksler (DCM) transfer edilmigtir. Uygulanan

cerrahi prosedur Kontrol grubu ile benzerlik gostermektedir.

Sicanlar operasyon gunlerinde tartilarak intraperitonal 2mg/kg xylazine HCI
ve 15mg/kg ketamine HCI enjeksiyonu ile anesteziye alinmigtir. Her iki bacaktaki
killar jilet ve sabunlu su kullanarak temizlenmistir (Sekil 3.6.a). Cerrahi bolgeleri

%10’luk poviodine solUsyonu ile silinerek dezenfekte edilmistir (Sekil 3.6.b).

Steril kosullar altinda, yluzeydeki derinin baldir kasinin distal ucundan topuk
kemigine kadar olan kismi insize edilmigtir. Asil tendonu ylzeyindeki bag doku
kisimlari temizlenmis ve orta 1/3’lUk kismi (3mm uzunlugunda) bisturi yardimi ile
kesilmistir (Sekil 3.6.c). Kesilen kisim uzaklastirildiktan sonra dnceki dénemde
baska sigcanlardan izole edilerek antibiyotikli PBS igerisinde yikanip, -80°C’de
saklanmis ve yuzeyinde hicre olmadidi tespit edilen DCM’ler (Sekil 3.7.a) hemen
8-0 abzorbe edilebilir ip ile distal (Sekil 3.7.b,c) ve proksimal kisimlarindan
dikilmistir (Sekil 3.7.d). Cerrahi bdlgesine fazladan yuk binmesini engellemek ve
dikislerin ayriimasini 6nlemek igin Asil tendonu ¢evresine 4-0 abzorbe edilmeyen
ip kullanilarak kismi immobilizasyon uygulanmistir. igne kesilen 1/3’lik Asil
tendonu bolgesinin proksimal ve distalini kapsayacak sekilde baldir kasinin ve
topuk kemiginin arasindan gecirilmig; kemige yakin bolgeye dugum atilmistir (Sekil
3.7.e,f,9). Deri, surekli-kilit dikis ile 6-0 abzorbe edilmeyen ip kullanilarak
kapatilmigtir.
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Sekil 3.7. a. Desellllerize matriksin makroskobik gérinimi (DCM) b. DCM’in 8-0

abzorbe edilebilir ip ile distal ve ¢-d. proksimal kisimlarindan dikildigi érnekler e.

Kismi immobilizasyon uygulamasi igin Asil tendonu bolgesinin distal kismi ve f.
proksimal kismindan 4-0 abzorbe edilmeyen ipin gegirilisi g. Topuk kemigine yakin
bdlgesine atilan diugum (beyaz —) h. Surekli-kilitli dikis ile 6-0 abzorbe edilmeyen

ip kullanilarak kapatilan deri gorunttsu
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3.2.11. DCM+Tenosit Grubu (n=30) Cerrahi Protokolu

Calisma planinda DCM+Tenosit grubu (DCM+H) olusturuimasinin nedeni,
DCM Kontrol grubu ile DCM+H grubu arasinda inflamatuvar yanit ve iyilesme
gelisimi acisindan farklilik olup olmadigini ortaya koymaktir. DCM+H grubu igin
hazirlanan DCM’lerin yUzeyine tenositler gdmulmus ve DCM — hlcre kompozitleri
elde edilmistir. DCM+H grubu’nda yer alan siganlarda Asil tendonunun orta 1/3’lUk
kesimi kesilerek uzaklastiriimis; yerine hazirlanan DCM - tenosit kompozitleri
transfer edilmistir. DCM+H grubu’na uygulanan cerrahi iglem diger gruplara

benzerlik gostermektedir.

Sicanlar operasyon gunlerinde tartilarak intraperitonal 2mg/kg xylazine HCI
ve 15mg/kg ketamine HCI enjeksiyonu ile anesteziye alinmigtir. Her iki bacaktaki
killar jilet ve sabunlu su kullanarak temizlenmigtir. Cerrahi bdlgeleri %10’luk
poviodine solusyonu ile silinerek dezenfekte edilmistir. Cerrahi sirasinda siganlarin

Uzerine steril ortl serilmigtir.

Steril kosullar altinda, deri baldir kasinin distal ucundan topuk kemigine
kadar olan kismi insize edilmigtir. Agil tendonu ylzeyindeki bad doku kisimlari
temizlenmis ve orta 1/3’luk kismi (3mm uzunlugunda) bisturi yardimi ile kesilmistir
(Sekil 3.8.a). Kesilen kisim uzaklastirildiktan sonra onceki dénemde baska
si¢canlardan izole edilerek antibiyotikli PBS icerisinde yikanip, -80°C’de saklanmis
ve ylzeyine tenosit gdmulmus olan DCM’ler 8-0 abzorbe edilebilir ip ile proksimal
ve distal kisimlarindan dikilmigtir (Sekil 3.8.b). Cerrahi bdlgesine fazladan yuk
binmesini engellemek ve dikislerin ayrilmasini énlemek igin Asil tendonu g¢evresine
4-0 abzorbe edilmeyen ip kullanilarak kismi immobilizasyon uygulanmistir. igne
kesilen 1/3'lUk Asil tendonu bdlgesinin distal (Sekil 3.8.c) ve proksimalini (Sekil
3.8.d) kapsayacak sekilde baldir kasinin ve topuk kemiginin arasindan gegirilmis;
kemige yakin bdlgeye dugum atilmistir (Sekil 3.8.e). Deri surekli-kilitli dikis ile 6-0
abzorbe edilmeyen ip kullanilarak kapatilmistir (Sekil 3.8.1).
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Sekil 3.8. a. Orta 1/3’lUk kismi kesilerek uzaklastiriimis olan Asil tendonun

boslugu (penset ucu), b. proksimal ve distal kisimlarindan dikilmis DCM — hicre

kompoziti  (—), ¢. Kismi immobilizasyon uygulamasi igin distal ve d. proksimal
kismindan 4-0 abzorbe edilmeyen ip gegirilmis Asil tendonu bdlgesi, e. Topuk
kemigine yakin bdlgeye atilan dugum (—) f. Surekli-kilitli dikis ile 6-0 abzorbe

edilmeyen ip kullanilarak kapatilan deri goérintisu

3.2.12. Postoperatif Uygulama

Tam cerrahi uygulamalarin sonrasinda cerrahi bolgeleri dezenfeksiyon igin
%10’luk poviodine solusyonu ile temizlenmigtir. Cerrahi bolgesinin temizligi igin
%10 poviodine uygulamasina post-operatif 3. gline kadar devam edilmistir.
Anestezi sirasinda meydana gelebilecek hipotermi durumunu engellemek igin tim

sicanlar anesteziden ¢ikana kadar sicak su sirkile eden sicak ped (WBC3044-PR,
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COMMAT ™ Ankara, Turkiye) Uzerinde tutulmustur. Post-operatif olarak herhangi

bir ilag uygulamasi yapiimamistir.

3.2.13. Histopatolojik incelemeler

Sigan tendonunda olusturulan defekt sonrasinda, hasarli bdlgeye
implante/transplante edilen graftlarin  rejenerasyon Uzerindeki etkinliginin
belirlenmesi amaci ile yapilan ¢alismada, 2, 4, 6, 8, 12 ve 24. haftalarin sonunda
tum gruplarda yer alan 90 adet sigana eter inhalasyonu altinda dekapitasyon ile
Otanazi uygulandiktan sonra histopatolojik incelemeler igin sag bacaklardaki
tendon dokusu alinmigtir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait siganlarin tendon
doku drnekleri vakit kaybedilmeden %10’luk formol solisyonuna koyularak 24 saat
boyunca tespit edilmistir. Daha sonra dokular sirasiyla %70’ lik, %80’ lik, %95’ lik,
%99,9’luk alkol ve ksilen serilerinden gegirilip ve parafin ile bloklanmistir. Bloklar
mikrotomda (LEICA RM2125RT) 5um kalinhginda kesilmistir. Deney kapsaminda
yer alan 90 hayvanin her birisinden izole edilen tendon dokusu igin U¢ preparat
hazirlanmis ve hazirlanan preparatlar rutin Hematoksilen — Eozin (H&E) boyasi ile
boyanmistir. Calismanin tim deneysel gruplarina ait 270 adet tendon preparati,
yapilan uygulamalarla ilgili bilgisi olmayan tarafsiz bir uzman ile 151k mikroskopta
(LEICA DM3000) incelenerek histopatolojik bulgular fotograflanmis (LEICA DFC
420 / Leica Application Suite V3.0) ve degerlendirme histopatolojik puanlama
metoduyla yapilmistir. Elde edilen veriler Statistica 8.0 programi ile istatistiksel
olarak test edilmigtir. Gruplar arasinda haftalara bagh olarak meydana gelmesi
beklenen degisikliklere ait puanlar ANOVA ve post-hoc Bonferroni testleri ile

sinanmistir.

Calisma kapsaminda fazla sayida deney hayvani kullaniimasi ve her bir
hayvandan 3 adet histolojik preperat olmak Uzere, toplam 270 adet preperat
incelendiginden; karisiklik olusmasini engellemek icin her bir sicana ayri kod
numarasi verilmigtir. Bu kodlarda gorilen ilk baytk harf siganin bulundugu grubu
(K:Kontrol, D:DCM Kontrol, H:DCM+Tenosit), sonraki rakam si¢ganin c¢alisma
kapsamindaki numarasini, ardindan gelen kuguk harf farkli bir histolojik preperati
(a:1., b:2., c:3. preperat) ve W(hafta) dnundeki rakam ise preperatin ait oldugu

uygulama sonlandirma haftasini géstermektedir. Orn; K1a2W.
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3.2.14. Biyomekanik Olgiimler

Biyomekanik gerim testleri Orta Dogu Teknik Universitesi, Merkezi
Laboratuvar, AR-GE Egitim ve Olgcme Merkezi’'nde gergeklestiriimistir. Graftlarin
implantasyon/transplantasyonunu takip eden 4, 8, 12 ve 24. haftalarin her birisinde
kontrol ve uygulama gruplarina ait siganlara (n=120) 6tanazi uygulanarak, cerrahi
bolgeleri tekrar acgilip her bir sigcanin sol bacagina ait baldir kasi ve topuk kemigi ile

birlikte tendon dokulari ¢ikartiimistir.

Sekil 3.9. A. Biyomekanik gerim cihazi B. Klamp dizenegdi C. Klampler arasina

yerlestiriimis tendon 6rnegi D. Gerim sonrasi kopmus tendon drnegi
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Biyomekanik testler, materyal test cihazi (Instron, Model No:3367, Sekil
3.9.A,B) kullanilarak Arsenberg ve Virchenko [104]'nun metodolojisine gore 4, 8,
12 ve 24. haftalara ait 6rnekler Gzerinde yapilmistir. Tendon dokusu vicuttan
uzaklastirildiktan sonra test zamanina kadar serum fizyolojik ile nemlendiriimig
gazli bez arasinda tutulmustur. Tendon o&rnekleri iki metal kiska¢ arasina
sabitlenmigtir (Sekil 3.9.C). Sabitleme sonrasinda 6rnekler Tmm/saniye’lik ¢cekme
gucu ile kopana kadar test edilmistir (Sekil 3.9.D). Uygulanan testler sonucunda
érneklere ait maksimum yiik (N), alan (mm?), rijitik (N/mm), gerilme (Mpa), uzama
(mm), Young Moduli (Mpa), gerinme (%) ve enerji aimi (mJ) verileri elde
edilmistir. Bu veriler ANOVA ve post-hoc Bonferroni testi ile istatistiksel olarak
yorumlanmis ve stres-gerim grafikleri gizilmistir. Orneklerin kesit alanlari ImageJ

programi kullanilarak hesaplanmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sonuglar
4.1.1. Tenosit Kulturu

Elde edilen bulgulara goére, tenositlerin primer hicre kultlrlerinde dokudan
substrat ylzeyine go¢ etme sureleri ortalama 10 gundir. Konfluensiye ulasan
plaklarin 25cm?lik ve 175cm?lik flasklara pasajlanmasinin ardindan, hicrelerin bu

substrat yuzeylerini kaplamalari ortalama 3-5 gin arasinda degisiklik gostermistir.

Belirli glnlerde dokudan ayrilarak plak ylzeyini kaplayan hicrelerin ve
konfluent substrat yuzeylerinin fotografi ¢ekilmistir (Sekil 4.1.A-D). Tdm
gbzlemlerde hucrelerin  son derece saglikh olduguna karar verilmigtir.
Transplantasyon surecinde genotipik degisime ugramamis (bazi spesifik tenosit
genlerinin ifadesinin devam ettigi) tenositler kullaniimak istenildiginden; hicreler 3.
kusaga (P3) kadar pasajlanmistir. P1, P2 ve P3 hucreleri daha sonraki asamada

kullanilmak tzere dondurularak saklanmistir.

Sekil 4.1. Dokudan substrat yuzeyine go¢ eden tenositlerin A. (X40) B. (X100)
goruntusu, Konfluent substrat ylzeyinin C. (X100) D. (X200) goruntisu
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4.1.2. Hiicre Ureme Egrileri

Sekil 4.2.A-C’de sirasiyla P1, P2 ve P3 tenositlerine ait hlicre sayimlarindan
elde edilen verilerle ¢izilmis hiucre Ureme egrileri gorulmektedir. Grafikler Uzerinde
hem toplam hicre/ml sayimlari, hem de canli hlicre/mL sayimlarina ait sonuglar
gosterilmistir. Baslangigtaki canli hiicre sayisi 2x10* - 3x10* hiicre/ml araliginda

ayarlanmigtir.

Grafikler incelendiginde, elde edilen egrilerin standart hucre Ureme
egrilerinden bir takim farkhliklar icerdigi gozlenmektedir. Bu egrilerde tenositlerin
lag fazina girmeden, dogrudan eksponansiyel faza girdikleri ve bu fazda 4-5 gun
boyunca Uremeye devam ettikleri gorulmektedir. Ortalama 5. glnden itibaren

plaklardaki canl hiicre sayilarinda azalma oldugu saptanmistir.

) =)

>Q S o

83 =&=—Toplam 83 =&=—Toplam

g 8 hicre/ml g 8 hicre/ml

H= | H= |

Ix J == Canli Ix == Canli
hicre/ml hicre/ml

Giinler Giinler

Sekil 4.2.A. P1 hicre ureme egrisi Sekil 4.2.B. P2 hicre Ureme egrisi

=) E =) P1 Canh
> =
2 =¢—Toplam S < he/ml
5 g ; 7 s
59 hticre/ml oS P2 Canl
S5 - o
T= == Canli S X hc/ml
N I
hicre/ml P3 Canl
Giinler Giinler he/ml

Sekil 4.2.C. P3 hicre ureme egrisi  Sekil 4.2.D. P1, P2, P3 hicre Ureme egrileri

Sekil 4.2.0’de P1, P2 ve P3 tenositlerinin sayimlardan elde edilen canli

hidcre sayilarina ait egriler bir arada goérlilmektedir. Bu grafik incelendiginde
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eksponansiyel fazda gorulen hicre Uremesi etkinliginin sirasiyla en yuksek P2'de,

daha sonra P1 ve en az P3’te oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

4.1.3. B-Galaktozidaz Aktivitesi

Sekil 4.3’te B-galaktozidaz aktivitesinin immuanositokimyasal boyama
sonuglari gorilmektedir. PO hucreleri dokudan henlz ayrilan en geng hucreler
olduklari igin kontrol olarak kullaniimistir (Sekil 4.3.A). Bu hucrelerde yaslanma
olmadigindan B-galaktozidaz negatif (-) boyanma tespit edilmistir. P1, P2 ve P3
hlcrelerinde ise hucre yaslanmasi saptanmis olup, hdcrelerin bazilari -
galaktozidaz pozitif (+) boyanmigstir (Sekil 4.3.B-D). Boyanan hucre yogunlugu g6z
onune alindiginda, B-galaktozidaz aktivitesinin PO’dan P3’e dogru artis gosterdigi

gorulmektedir.

Sekil 4.3. A. Kontrol (P0), B. P1, C. P2, D. P3 tenositlerinde 3-galaktozidaz
aktivitesi pozitif hiacreler (*) (X100).
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4.1.4. ikili-immiinofloresan Boyama

Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6'da sirasiyla 1. Pasaj (P1), 2. Pasaj (P2) ve 3. Pasa;j
(P3) tenositlerine ait érneklerde uygulanan ikili-immunofloresan boyama sonuclari
gorulmektedir. Tum oOrneklerde tip 1 kollajen/tip 2 kollajen, tip 3 kollajen/tip 5
kollajen, tenomodulin/tenascin-C antijenleri ikili olarak boyanmistir. Her g
boyamada da ilk antijenler Rhodamine florokromu (kirmizi) ile, ikinci antijenler ise

Fluorescein florokromu (yesil) ile isaretlenmistir.

Yapilan incelemede, tim pasajlara ait érneklerde tip 2 kollajen harig, diger
antijenler icin yuksek oranda pozitif boyanma gozlenmistir. Tip 2 kollajen molekilu
yaygin olarak “kikirdak dokusu” kokenli hucrelere ait bir marker molekul
oldugundan, boyamalarda negatif kontrol antijeni olarak kullaniimigtir. Bu nedenle,
diger antijenlerde go6zlenen boyanma yogunlugu ile Kkarsilastirildigi zaman
isaretlemenin daha az olmasi beklenen bir bulgudur. Burada tip 2 kollajen, sentezi

az olmasi ya da hi¢ olmamasi beklenen bir molekuldir.
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Sekil 4.4. P1 tenositlerinde A. tip 1 kollajen B. tip 2 kollajen C. tip 3 kollajen D. tip

5 kollajen E. tenomodulin F. tenascin-C antikorlari ile ikili-immunofloresan boyama

sonuglari goértulmektedir
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200 ym

E
200 pm

Sekil 4.5. P2 tenositlerinde A. tip 1 kollajen B. tip 2 kollajen C. tip 3 kollajen D. tip

5 kollajen E. tenomodulin F. tenascin-C antikorlari ile ikili-immunofloresan boyama

sonuglari gortulmektedir
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Sekil 4.6. P3 tenositlerinde A. tip 1 kollajen B. tip 2 kollajen C. tip 3 kollajen D. tip

5 kollajen E. tenomodulin F. tenascin-C antikorlari ile ikili-immunofloresan boyama

sonuglari gortulmektedir

46



4.1.5. RNA izolasyonu ve Nanodrop Olgiim Sonuglari

Tek tabakali kulturlerden elde edilen Total RNA miktarlarinin Nanodrop

Olcim sonuglari Cizelge 4.1’de verilmigtir:

Cizelge 4.1. P1, P2 ve P3 odrneklerinden elde edilen tenositlerdeki total RNA
miktarlarinin A260/A280 ve A260/A230 absorbans degerlerine gore Nanodrop ile
Olciim sonuglari

Ornek ng/ul  A260 A280 260/280 260/230

P1 tenosit 451,8 11,295 5,425 2,08 0,72

P2 tenosit 486,92 12,173 6,641 1,83 0,57

P3 tenosit 641,12 16,028 7,85 2,04 1,55

4.1.6. RT-PCR

RT-PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen veriler Pfaffle Formulasyonu
[105] kullanilarak degerlendiriimigtir. Bu formulasyonda i¢ kontrol gen olarak
sonuglarin normalizasyonu igin Gapdh kullaniimis ve diger genlerin relatif ifade
profilleri incelenmistir. Hesaplamalardan elde edilen sonuglar P1-P2, P2-P3 ve P1-

P3 olarak karsilastiriimistir.

Hesaplama sonuglarina ait grafikler Sekil 4.7-4.12’de gorulmektedir. Tum
grafiklerin dikey ekseninde Gapdh’e gore relatif gen ifadelerinin basladidi ilk PCR
dongulerinin sayilari P1, P2 ve P3 drnekleri icin ayri ayri verilmistir. Yatay eksende
ise P1, P2 ve P3 olarak tenosit 6rneklerinin adlari yer almaktadir. Dikey eksende
yer alan PCR dongu sayilari mevcut oOrnekteki genin ifade miktari ile ters
orantihdir. Yani mevcut ornekteki bir gen bdlgesinin analiz sirasindaki ifadesi ne
kadar fazla ise, PCR reaksiyonlari sirasinda bir o kadar erken sayidaki dongude

ifadesi tespit edilmeye baslanmistir.

Genlerin ifade grafikleri incelendiginde; Tnsc hari¢ diger tum genlerin

ifadesinin P1’le kiyaslandigi zaman P2 ve P3’te sirasiyla artis gosterdidi
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gorulmektedir. Bu durum, Tnsc gen bdlgesinin ifade profilinde tam tersi sekilde

ortaya ¢iktigi gértlmektedir.

Col1, Col3, Col5 ve Tnmd hucre igerisinde birbiri ile iligkili olarak
sentezlenen tenosit markerlari oldugundan; elde edilen bulgular calismanin
hipotezini desteklemektedir. Bu durum, calisma icin kullanilan tenositlerde
herhangi bir fenotipik ya da genotipik kayma olmadigini ortaya koymaktadir.
Hucreler, tenositik karakterlerinin kaniti olan genleri pasajlar arasi artan
miktarlarda ifade etmeye devam etmekte olduklarindan transplantasyon icin uygun
bulunmuslardir. Tum genlerin ifade profilleri P1’e kiyasla P2 &6rneklerinde az
miktarda artig gosterirken, P1’e gore P3 odrneklerinde ¢ok daha yogun bir artis

sergilemektedir.

Diger genler ile karsilastinldigi zaman, negatif kontrol igin kullanilan
Col2nin gen ifadesinin, oldukga ge¢ PCR doéngllerinde basladigi dikkati
cekmektedir (=40. Dongu). Tip 2 kollajen, dnceden elde edilen kaynak bilgilerine
gore, varligi yuksek oranda kikirdak hucrelerinde tespit edilen bir proteindir.
Col2’nin mevcut calismada kullanilan tenositlerde diger gen bolgelerine kiyasla
¢ok sonraki PCR doéngulerinde ortaya ¢gikmasi ve dolayll olarak sentezinin diger
gen bolgeleri ile kiyaslandigi zaman ¢ok daha az miktarlarda olmasi galismamiz
icin beklenen bir sonugtur. Co/2’”de bu durumun gdzlenmesi hicrelerin tenositik

karakterlerini muhafaza ettiklerinin bir diger kanitidir.

Tnsc proteini ise tendon vyaralanmalari ve rejenerasyonu sirasinda
ifadesinin arttigi bir molekul olarak bilindiginden; bu proteinin ifadesinin ilerleyen
pasajlarda (P1’e oranla P2 ve P3’te) azalan bir profil izlemis olmasi hicrelerin
takip ettigimiz in vitro kosullarda kendilerini travmatik ortamda hissetmediklerini ve

pasajlanma ile ortama uyum sagladiklarini géstermektedir.
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GAPDH'e gore relatif gen ifadesi

GAPDH'e gore relatif gen ifadesi
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Sekil 4.7. P1, P2 ve P3
orneklerinde Gapdh’e
gore relatif Col1 ifadesi.
Kutular Gzerinde yer alan
farkl Ust-semboller,
gruplar arasinda yer alan
istatistiksel olarak anlamli
farkhliklari ifade ederken
(p=<0,05); ayni Ust-
semboller gruplar
arasinda farklilk
olmadigini
gOstermektedir.

Sekil 4.8. P1, P2 ve P3
orneklerinde Gapdh’e
gore relatif Col2 ifadesi.
Kutular Gzerinde yer alan
farkl Ust-semboller
gruplar arasinda yer alan
istatistiksel olarak anlaml
farkhliklari ifade eder
(p=0,05).



GAPDH'e gore relatif gen ifadesi

GAPDH'e gore relatif gen ifadesi

15 16 17 18

14

210 215 220 225 230 235

205

50

b
[
[
[ [ [
P1 P2 P3
Tenosit ornekleri
a
! a
_b
[ [ |
P1 P2 P3
Tenosit ornekleri

Sekil 4.9. P1, P2 ve P3

orneklerinde Gapdh’e gore
relatif Col3 ifadesi. Kutular

Uzerinde yer alan farkl
ust-semboller gruplar
arasinda yer alan
istatistiksel olarak anlamli
farkhliklari ifade eder
(p=0,05).

Sekil 4.10. P1, P2 ve P3
orneklerinde Gapdh’e gore
relatif Col5 ifadesi. Kutular
Uzerinde yer alan farkli Ust-
semboller, gruplar arasinda
yer alan istatistiksel olarak

anlamli farkhliklar ifade
ederken (p<0,05); ayni Ust-
semboller gruplar arasinda

farklilik olmadigini
gOstermektedir.



GAPDH'e gore relatif gen ifadesi
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Sekil 4.11. P1, P2 ve P3
orneklerinde Gapdh’e gore
relatif Tnmd ifadesi. Kutular
Uzerinde yer alan farkli Ust-
semboller gruplar arasinda
yer alan istatistiksel olarak

anlamli farkhliklar ifade eder
(p=0,05).

Sekil 4.12. P1, P2 ve P3
orneklerinde Gapdh’e
gore relatif Tnsc ifadesi.
Kutular Gzerinde yer alan
farkl Ust-semboller
gruplar arasinda yer alan
istatistiksel olarak
anlamli farkhliklari ifade
eder (p<0,05).



4.1.7. Deseliilerize Tendon Matrikslerinin Kontroli

Uygulama 6ncesinde ve sonrasinda tendon dokulari 24 saat 37°C %5
CO.'li inkuibatorde bekletilerek DAPI ile boyandiktan sonra floresan mikroskop ile
incelenerek matrikslerinin tamamen huicresiz kaldigi dogrulanmistir. Elde edilen

bulgular Sekil 4.13’te gorulmektedir.

DCM hazirhk agsamasinda, izole edilen tendon matriksleri dncelikle inverted
mikroskop altinda plak Gzerine yerlestirilerek incelenmistir (Sekil 4.13.A). Yapilan
incelemede, hafif dalgalanmalar gdsteren kollajen fibril demetleri ve demetlerin
cevresinde az miktarda yag hucrelerinin varhigi tespit edilmistir. Bu matriksler 24
saat DAPI soltusyonu ile 37°C %5 COli inkubatorde inkibe edilmis ve doku
yuzeyindeki hucrelerin diziler seklinde kollajen fibril demetlerinin arasinda yerlesim
gosterdigi belirlenmigtir (Sekil 4.13.B).

Matriksler, %0,05 Tripsin-EDTA ile 24 saat 37°C %5 CO-'li inkiibatorde,
daha sonra %0,5 Triton X-100 ile 24 saat oda sicakliginda inkiuibe edildikten sonra
tekrar mikroskobik olarak incelenmistir. Yapilan degerlendirmede tenositlerin her
iki uygulama sonrasinda da matriks ylzeyinden ayrilarak substrat icerisinde
yuzdukleri belirlenmistir (Sekil 4.13.C). Bu matriksler deselllerizasyon sonrasi 24
saat DAPI solusyonu ile 37°C %5 COli inkUbatorde inklbe edildikten sonra
goruntilenmis ve matriks ylzeyinin tamamen hicreden arindirildigi dogrulanmistir
(Sekil 4.13.D). Elde edilen tum goruntiler, uygulanan teknigin tendon matriksinin

deselulerize edilmesinde basarili oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.13 DCM preparasyon asamalari A. HenUz deselllerize edilmemis tendon

matriksinin mikroskobik goruntisu B. Deselllerize edilmemis tendon matriksinin
24 saat DAPI ile inkiibasyonu sonrasinda doku ylzeyinde boyanmis hicreler C.
Tripsin ve Triton-X uygulamasi sonrasi deselulerize edilmis tendon matriksinin

gevresinde yuzen tenositler D. Deselllerize tendon matriksinin 24 saat DAPI ile

inkiibasyonu sonrasindaki goruntusu

4.1.8. Histopatolojik inceleme Sonuglari

Kontrol ve uygulama gruplarindaki si¢anlarin tendon doku preparatlari
Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandiktan sonra 1glk mikroskobunda
incelenmigtir. Normal (saglikli)) tendon grubuna ait tendon doku Kkesitlerinde
kollajen fibril dagihmi, hucrelerarasi alan ve hicre dagilimlarinda herhangi bir

histopatolojik bulgu saptanmamistir (Sekil 4.14,15).
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kollajen fibrillerin (*) ve tenositlerin (—) histolojik goéruntisl. Boya: H&E, Buyutme:
X100

Sekil 4.15. Saglikl bireye ait normal tendon kesitinde paralel dizenlenmis
kollajen fibrillerin (*) ve tenositlerin (—) histolojik goéruntisi. Boya: H&E, Buyutme:
X200
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Uygulama gruplarinda yer alan 90 adet sigana ait 270 tendon preparati icin
histolojik puanlama yapilmigtir. Puanlama igin yedi adet kriter belirlenmigtir.
Bunlar: hicrelerarasi alan organizasyonu, hucre/matriks orani, hiacre dagihmi,
iyilesme bodlgesinin  gbérinimul, dejeneratif degisiklikler/doku metaplazisi,
damarlanma ve inflamasyondur. Cerrahi islem uygulanmamis saglikli tendon
dokusu “normal tendon” olarak kabul edilmis ve 12 tam puan verilmistir. Histolojik
puanlama kriterleri ve her bir hayvana ait preparata verilen puan Cizelge 4.2-10’da

verilmigtir.
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Cizelge 4.2. 2 ve 4 haftalik Kontrol gruplarina ait histolojik puanlama ham verileri

=[z[z[z[z]z[z]z]5]z]z]z]2]z 52 ]z ]2 22 = 2[5 ] 2 2 |2 ]2 2 [5]5

© K] o © o O © K] O © K] O © | 9 O o | Q9 (3] © Ke) O © Ke) (3] © Ke) O
IMMMPIRINIMBIMMBNMEB M I A R RS

Hiicrelerarasi Alan Organizasyonu

Dalgali, kompakt, paralel dizilmis kollajen fibriller 2 2

Kismen paralel, kismen diizensiz 111 1 1111 111111111111 [1]1]1

Tamamen diizensiz ya da "graniilasyon dokusu” olusumu | 0 | O 010 0|0 000

Hiicre/Matriks Orani

Fizyolojik 2 2

Hiicre sayisinda lokal artis 1 1 1 1111 111 101 1 1

Hiicre sayisinda genel artis 0|0 0/0|0 o|o 0(0]0 0|o0|o0 0 o|o o|o]o

Hiicre Dagilimi

Homojen ve fizyolojik 1011 1111 111 11111 111111 111111 11111

Fokal olarak artmis hiicre sayisi (hiicre kiimelenmesi) 0 0 0 0(0]0 010 0 0

lyilesme Bolgesinin Yapisi

Homojen (tim doku ayni gériniimde) 2 2

Lokal heterojen doku gériiniimii 1 1 1 11111 T T T A O O O O T 1111111

Tiim doku gériiniimii degismis 0|0 0(0|0 o|o o|o 101

Dejeneratif Degisiklikler / Doku Metaplazisi

Yok 3(3(3|13(3(3|3]|3]3 3[3(3|3(3[3(3[3]3]3 3 3[3(3|13(3]3

Hafif 6dem var 2

Artmis 6dem ve kismi bosluklar var 1

Kikirdak ya da kemik olusumu var 0 0 0 0|0 0

Damarlanma

Normal damarlanma (kiguk kilcallar) 1 1 1 1

Hiper damarlanma 0|0 ojofojo0ojojojo0ojojojojo0jo0ojo0j0|j0O0|jO|0O]|O 0|0 oj|0|O0O|O0O]|O]|O

inflamasyon

inflamatuvar hiicre yok 1111 1 1111 111]1 1] 1 111 1 101

inflamatuvar hiicre var (nétrofil, makrofaj, dev hiicre) 0 0]0 0j0jo0|o0 0|0 0|0 0j|o0 0 0
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Cizelge 4.3. 6 ve 8 haftalik Kontrol gruplarina ait histolojik puanlama ham verileri

RSS2 |€ 2|22 |22 12E2|SI=|E=1L22|2|212|L|8|58]F
¥ ¥ | ¥ | ¥ | ¥ | ¥ | X (¥ |X¥X ¥ |X¥X X ¥ x|¥|X¥|X¥| X ¥ X ¥ ¥|¥|¥X|X¥X | X ¥ XX X

Hiicrelerarasi Alan Organizasyonu
Dalgali, kompakt, paralel dizilmis kollajen fibriller 2 2 2|2 22 2122 2 2122 2
Kismen paralel, kismen diizensiz 111111 1 1 111 111 11111 1 1
Tamamen dizensiz ya da "granilasyon dokusu" olusumu 0
Hiicre/Matriks Orani
Fizyolojik 2 2 2|2 2|2 2
Hiicre sayisinda lokal artis 1T (1] 1]1]1]1 1111 111 1 111 1
Hiicre sayisinda genel artig 0 0 0 0|0 ojojofo 0|0
Hiicre Dagilimi
Homojen ve fizyolojik 1 1111 1111 1 101111 1111
Fokal olarak artmig hiicre sayisi (hiicre kiimelenmesi) 0/0]0|0 o]0 0100 0 0j0]0 0o|0fo0
lyilesme Bolgesinin Yapisi
Homojen (tiim doku ayni gériiniimde) 2 2 2 2 2 2 2|2
Lokal heterojen doku gériinimii 1111111 11 1 1111 101 101111
Tiim doku gériiniimii degismis 0 o|o o|lofo
Dejeneratif Degisiklikler / Doku Metaplazisi
Yok 3[3(3]|3 3[/3(3|13(3(3|3|3[3|3|3|3]3 3 3|3 3
Hafif 6dem var 2
Artmis 6dem ve kismi bosluklar var 1
Kikirdak ya da kemik olusumu var 0 0|0 o|o0 0{0]0 0{0]0
Damarlanma
Normal damarlanma (kiigiik kilcallar) 1 1 1111 11 1
Hiper damarlanma ojo0f0O|O0OjO|O]|O 0|0 0[0|0 0|00 o|0j0|jO0O|jO|O|O]|O]O
inflamasyon
inflamatuvar hiicre yok 111 11111 1111 [1{1({1]1]1]1]1 1111 1 11111
inflamatuvar hiicre var (nétrofil, makrofaj, dev hiicre) 0 0 0 0 0(ojo|o 0
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Cizelge 4.4. 12 ve 24 haftalik Kontrol gruplarina ait histolojik puanlama ham verileri

2|a5/58/815(1818(313I1513/8/8/5\8/8/8/5/5/5/3/8/8/8/18/8/8/8!3
¥ ¥ | ¥ |X¥ | ¥ | ¥ | X ¥ |X¥X ¥ |¥ | X ¥ X | ¥ |X¥X|X¥| X ¥ X | ¥ ¥X|¥|X¥X|X | X¥X|(X¥| X ¥ X
Hiicrelerarasi Alan Organizasyonu
Dalgali, kompakt, paralel dizilmis kollajen fibriller 2|22 |2|2|2 |2 2121212 |2|2 222|122 |2|2|2|2|2 2|2
Kismen paralel, kismen dlzensiz 1111 1 1
Tamamen dizensiz ya da "granilasyon dokusu" olusumu 0 0
Hiicre/Matriks Orani
Fizyolojik 212|122 21212222 212 2122|1222 |2]|2]|2 2|2
Hiicre sayisinda lokal artis 1 1111 1 111 1
Hicre sayisinda genel artis 0 0
Hiicre Dagilimi
Homojen ve fizyolojik 1111111 11111111 111 111 {11111 1]1 111
Fokal olarak artmis hiicre sayisi (hiicre kiimelenmesi) 0 0100 0 0|0]0 0
lyilesme Bolgesinin Yapisi
Homojen (tiim doku ayni gériiniimde) 2|2 2 212|2]|2|2]2 2|2 2122|222 2|2 2|2
Lokal heterojen doku gériiniimii 1 1111 1 1 111 1 1
Tiim doku gériiniimii degismis 0 0
Dejeneratif Degisiklikler / Doku Metaplazisi
Yok 3[3(3|3|3]3 3[3(3|3|3]3 3|3 3 3133
Hafif 6dem var 2
Artmis 6dem ve kismi bosluklar var 1
Kikirdak ya da kemik olusumu var 0 0 0 ojojo0f|o0 0 ojlojoflo|o]oO
Damarlanma
Normal damarlanma (kiigiik kilcallar) 1 11111 1 111 101 1 1] 1
Hiper damarlanma ojofojojofo|jo0jo0o|0f|oO 00 0|0 |0 0 0o|{0|0O0]|O
inflamasyon
inflamatuvar hiicre yok 1111111 1111 1({1[1]1]1 1111 ]11({1|1]1 111
0 0[0|0O0 00 0o|0|0O]|O

inflamatuvar hiicre var (nétrofil, makrofaj, dev hiicre)
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Cizelge 4.5. 2 ve 4 haftalik DCM Kontrol gruplarina ait histolojik puanlama ham verileri

=[z(z]z(z(z]zlz]z 2[5z ]3]z ]5 |2 2 2 2]z 2 2 |2 | 2 (2 2 2 B 5
=) o o) (%) © Ke) (5] © fe) [*] © fe) O © o) (%] © Ke) (%) © Ke] O © Ke) (3] 1] Ke) (%] o =) o
alo|a|ala|a|a|a|Bd|a|a|d|a|a|la|ad|a|8|8|a|a|a|a|8|8|8|8|8|5|5]5

Hiicrelerarasi Alan Organizasyonu

Dalgali, kompakt, paralel dizilmis kollajen fibriller 2 2 2|2

Kismen paralel, kismen diizensiz 1111 11 |1]1]1 1|11 1 1111

Tamamen diizensiz ya da "graniilasyon dokusu" olusumu | 0 0cjofojojo0ojojojo|o 0 0

Hiicre/Matriks Orani

Fizyolojik 2 2 (2|2

Hiicre sayisinda lokal artis 1 1 101 1 1011 101

Hiicre sayisinda genel artis 0/0|0 ofojojojofofo|o|O]oO 0 0 0 olofo

Hiicre Dagilimi

Homojen ve fizyolojik 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Fokal olarak artmig hiicre sayisi (hiicre kiimelenmesi) 0|0 0 0 0 ofofojo oo

lyilesme Bolgesinin Yapisi

Homojen (tiim doku ayni gériiniimde) 2 212]2]2 20220222

Lokal heterojen doku gériiniimii 111111 ]1/1 1{1]1]1]|1 101

Tiim doku gériiniimii degismis 0 ojojojofo|o 0

Dejeneratif Degisiklikler / Doku Metaplazisi

Yok 3|3 3 3 3 313 3 3 3 3 3 3 3 313 313 3 313

Hafif 6dem var 2

Artmis 6dem ve kismi bosluklar var 1

Kikirdak ya da kemik olugumu var 0 0 ofojo|o 0 0 ololo

Damarlanma

Normal damarlanma (kiigik kilcallar) 1 1 111 171]1 111

Hiper damarlanma 0|0 ojojoflo|jOoO|lO|jOfO]JO|O]O 0o|0]|O0 o(fo|joflo|j0O0]|oO

inflamasyon

inflamatuvar hiicre yok 11111 1 101 1|11]11 11|11 ]1]1
0 o|jo0|0]O o|0j0]|0O0]O 0o|O0 o(0]|O0

inflamatuvar hiicre var (nétrofil, makrofaj, dev hiicre)
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Cizelge 4.6. 6 ve 8 haftalik DCM Kontrol gruplarina ait histolojik puanlama ham verileri

2IE|s|(s|g|8 g 22| (T |2|2|2|12|1g(2|EE(E|2|12(2|2|2|2|2|]|]
[ T = I I T o I e ) I e [ ) I ) [ o Y m T Y e R Y [ Y m T Y e O Y e R Y [ Y o [ o I o Y = (Y [
Hiicrelerarasi Alan Organizasyonu
Dalgali, kompakt, paralel dizilmis kollajen fibriller 2|22 2122 2122 2122222
Kismen paralel, kismen diizensiz 111 11111111 1 111
Tamamen dizensiz ya da "granilasyon dokusu" olusumu 0 0j0]|0
Hiicre/Matriks Orani
Fizyolojik 2|2 21212 21212 (2|2 202122212
Hiicre sayisinda lokal artis 1 101111 |1]1 111
Hicre sayisinda genel artis 0 ojofo o|lofo
Hiicre Dagilimi
Homojen ve fizyolojik 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Fokal olarak artmis hiicre sayisi (hiicre kiimelenmesi) 0 0j0}0 0|0 0ol0]|oO 0|o0
lyilesme Bolgesinin Yapisi
Homojen (tiim doku ayni gériiniimde) 222 212]2]2 2|22 20222122
Lokal heterojen doku goriinimii 1 1 11111 ]|1]|1]|1 1 111
Tiim doku gériiniimii degismis 0 o|o]|o
Dejeneratif Degisiklikler / Doku Metaplazisi
Yok 3|3 3 3 3 313 3 3 3 3 3 313 313 3 3 3 313 3
Hafif 6dem var 2
Artmis 6dem ve kismi bosluklar var 1
Kikirdak ya da kemik olusumu var 0 0j0}0 0 0|0 0 0|o0
Damarlanma
Normal damarlanma (kiigUk kilcallar) 111 1111 1|11 1]1]1 111111
Hiper damarlanma 0 ofo0|oO0 olo|o|o|loOo]|oO]|oO o|lo|o olo
inflamasyon
inflamatuvar hiicre yok 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0 o|0]|O0 0 o(0]|oO o(0]|oO

inflamatuvar hiicre var (nétrofil, makrofaj, dev hiicre)
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Cizelge 4.7. 12 ve 24 haftalik DCM Kontrol gruplarina ait histolojik puanlama ham verileri

AHEHEHEHEHEHEHEHEEHHEBRHEEHBHBHEE
2555|889/ 28|R(3|12/3/8(|8\58/8|8(8|5|5(5(8/88|2|8(|2|2(8|8
[ TR I T Y = T e ) cm e [ Y e ) T Y e Y e Ym0 e A e [ Y e O T (= Y R Y [ = |
Hiicrelerarasi Alan Organizasyonu
Dalgali, kompakt, paralel dizilmis kollajen fibriller 2 2122 21222 20222 |2]|2]2|2 2|2
Kismen paralel, kismen dlizensiz 1(1]1]1 11111 1 1
Tamamen diizensiz ya da "graniilasyon dokusu” olusumu | 0 000 0
Hiicre/Matriks Orani
Fizyolojik 2 2|2 2 2 2 2 2 2|2 2 2|2 2|2
Hiicre sayisinda lokal artis 1(1]1]1]1 1011 1 1 1011
Hiicre sayisinda genel artig 0 olo]|o 0
Hiicre Dagilimi
Homojen ve fizyolojik 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Fokal olarak artmis hicre sayisi (hlcre kimelenmesi) ofofofofo o(0}|O0 0 0 0|0
lyilesme Bolgesinin Yapisi
Homojen (tiim doku ayni gériiniimde) 2 2122 2022 2]2|2|2]2 2
Lokal heterojen doku gérinimi 111111 111|111 ]|1}1 1 1)1
Tiim doku gériiniimii degismis 0 ojojo 0
Dejeneratif Degisiklikler / Doku Metaplazisi
Yok 3 3 3 313 3 3 3 313 3 3
Hafif 6dem var 2
Artmis 6dem ve kismi bosluklar var 1
Kikirdak ya da kemik olusumu var ojojofojojo0ojOojO|O|O]|O 0 ojo|o 0o 0 olo
Damarlanma
Normal damarlanma (kii¢ik kilcallar) 1 1 1j1]1]1|1}1 111|111 ]1]1 1
Hiper damarlanma 0|ojOfOjO0|O0]O ojoj|o ofofo oo
inflamasyon
inflamatuvar hiicre yok 1 111]1 1111 ]1]1 1111 ]1]1 1
0|0|O0O|O0]|O o|0]|O0 o(0]|oO0 o(ojo|o

inflamatuvar hiicre var (nétrofil, makrofaj, dev hiicre)
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Cizelge 4.8. 2 ve 4 haftalik DCM+Tenosit Kontrol gruplarina ait histolojik puanlama ham verileri

ABHBHEBHBEEHBEEEHBEEBHBEHEHBEEE
=) © K] o © o O © K] O L] O © | 9 (%] o | Q9 (3] © Ke) O © Ke) (3] © Ke) O o ol o
SHEBEHEEHEEEE R EHEHHEHHEHEHEHEHEEHEHEE

Hiicrelerarasi Alan Organizasyonu

Dalgali, kompakt, paralel dizilmis kollajen fibriller 2 2122 2

Kismen paralel, kismen dlzensiz 1j1]1]171 1j1jrj1 17111 1 1 1]1 1jrjrj1]1j1 41

Tamamen diizensiz ya da "graniilasyon dokusu" olusumu | 0 0 0 0

Hiicre/Matriks Orani

Fizyolojik 22 2

Hiicre sayisinda lokal artis 1 1 1 1 1]1

Hiicre sayisinda genel artis 0 ojojoflo|jOoflO|jOjO]J]O]j]O]|O]O 0 o(fo|jofo|jojojojo|0]|oO

Hiicre Dagilimi

Homojen ve fizyolojik 1 1 1 1 1 1 1 1({1]1 1 1 1 1 1 1|1 1 1|1 1)1 1)1

Fokal olarak artmis hiicre sayisi (hiicre kiimelenmesi) 0 0 0 0j0]o0 0 0

lyilesme Bolgesinin Yapisi

Homojen (tlim doku ayni gériiniimde) 2|2

Lokal heterojen doku goriinimii 1 1]1 11111 111 111 111 111

TUm doku goriinimi degismis 0 ojojojojojojojojojo 0 0 0 0j0)0

Dejeneratif Degisiklikler / Doku Metaplazisi

Yok 3 313(3|33]3(3|3|3|3(3|3|3(|3[3|3|3|3(3]|3]3 3 3 3

Hafif 6dem var 2

Artmis 6dem ve kismi bosluklar var 1 1 1

Kikirdak ya da kemik olusumu var 00 0 00

Damarlanma

Normal damarlanma (kiiguk kilcallar) 111

Hiper damarlanma 0 cojojofojofo|jojfo|jojojojojofo|jofo|jojo|jojo|jojfo|jofojojoj|o 0|0

inflamasyon

inflamatuvar hiicre yok 1 1 1 1 1 1 1 1 1({1]1 1 1|1 1 1 1)1 1 1)1 1)1 1
0 0 0 0 o(foj|o0|oO

inflamatuvar hiicre var (nétrofil, makrofaj, dev hiicre)

62




Cizelge 4.9. 6 ve 8 haftalik DCM+Tenosit Kontrol gruplarina ait histolojik puanlama ham verileri

A E R EEEEE R AR R E EE E R E H EEEEEEE EE
r|xjx|x|x|x|x|T|xTx|T|T|Tx|T|jT|Tx|T|jT|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T |||

Hiicrelerarasi Alan Organizasyonu
Dalgali, kompakt, paralel dizilmis kollajen fibriller 2 2|2 212|222 |2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2
Kismen paralel, kismen dlzensiz 111111 1 1111 [1]1]1
Tamamen dizensiz ya da "granilasyon dokusu" olusumu 00 0
Hiicre/Matriks Orani
Fizyolojik 2 2|2 2122 212 |2 2212
Hiicre sayisinda lokal artig 111 111 11111 1111111
Hiicre sayisinda genel artis 0 0 0j0]0 0010
Hiicre Dagilimi
Homojen ve fizyolojik 1 111 (1 (111 (1}{1{1|11{1{1{1]1]1[1]1 11111 111
Fokal olarak artmis hiicre sayisi (hiicre kiimelenmesi) 00 010 0ojo0f0]|oO
lyilesme Bolgesinin Yapisi
Homoajen (tiim doku ayni gériiniimde) 2 2|2 2(2)2|2(2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2]|2|2]|2 2 2|2
Lokal heterojen doku gériinimii 11 1 1 101 (11]1
Tiim doku gériiniimii degismis 0
Dejeneratif Degisiklikler / Doku Metaplazisi
Yok 3/3|3 3/3|3|13[3|3(3[3|3|3[3|3|3[3[|3|3[3]3 3 3
Hafif 6dem var 2
Artmis 6dem ve kismi bosluklar var 1
Kikirdak ya da kemik olusumu var 0 0 o|o oj{ojo0|o0 0
Damarlanma
Normal damarlanma (kiigik kilcallar) 1 111 111|111 1
Hiper damarlanma 0|0 o|jo|jo|lo0jO|OjO|O|O|O|O]|O 0|0 ojofojoj|o]|oO
inflamasyon
inflamatuvar hiicre yok 1 11117 1]1]1 1 111 (1 ]1]1]1 11111 1T (1 (1]1]1

0|0 0|0 0|0 0|o0|o0 0

inflamatuvar hiicre var (nétrofil, makrofaj, dev hiicre)
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Cizelge 4.10. 12 ve 24 haftalik DCM+Tenosit Kontrol gruplarina ait histolojik puanlama ham verileri

AHEHHEHEEHEHEEHEEHHEHHHBEHBHBEEHBHE
2 s|s|s8(8/8|2/8/2|3|S|S|8|8/8|8|8|8/5/5/5/8/8(28/8/8/8/2|8/8
r rrr|x|x|T|x|jT|jT|jx|jx|T|x|T|T|T|T ||| ||T|T|T|T|T ||

Hiicrelerarasi Alan Organizasyonu

Dalgali, kompakt, paralel dizilmis kollajen fibriller 2|22 |2(2]2|2|2]2 212122 2222222 |2|2]2

Kismen paralel, kismen dlizensiz 11141 1|1(1(1]1

Tamamen dizensiz ya da "granilasyon dokusu" olusumu 0

Hiicre/Matriks Orani

Fizyolojik 2|2 2 2 2 2 2|2 2 2 2 2|2 2 2|2 2|2 2 2|2

Hiicre sayisinda lokal artis 1 1 1 1 1 (11 1|11

Hiicre sayisinda genel artis 0 0

Hiicre Dagilimi

Homojen ve fizyolojik 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Fokal olarak artmig hiicre sayisi (hiicre kiimelenmesi) 0 0 0 0(0]0 0]0]0

lyilesme Bolgesinin Yapisi

Homojen (tiim doku ayni gériiniimde) 212)2|2)2 2 2 2|22 2022222222 |2|2]2

Lokal heterojen doku gériiniimii 1 1 1)1 1111 111

Tiim doku gériiniimii degismis 0

Dejeneratif Degisiklikler / Doku Metaplazisi

Yok 3 3 3 3 3131(3 3 313 3 313 313 3 3 3 313 3 3

Hafif 6dem var 2

Artmis 6dem ve kismi bosluklar var 1

Kikirdak ya da kemik olusumu var 0|0|0|0O 0 0 olofo 0

Damarlanma

Normal damarlanma (kiigUk kilcallar) 1 1711 1|1 11|11 {11 |1 |11 |1 |1|{1|1|1]1]1

Hiper damarlanma 0|jojofo0 ofojo|jojo0}|oO

inflamasyon

inflamatuvar hiicre yok 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0 0 o(0]|oO0

inflamatuvar hiicre var (nétrofil, makrofaj, dev hiicre)
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Histolojik puanlama verilerine ait ANOVA ve post-hoc Bonferroni sonuglari
Sekil 4.16’daki grafiklerde gorulmektedir.
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Sekil 4.16. Haftalara gore post-hoc Bonferroni test sonuglarina ait histopatolojik
degerlendirme histogramlari A. 2 hafta B. 4 hafta C. 6 hafta D. 8 hafta E. 12 hafta F.
24 hafta (***p<0,001 ve **p<0,05)

ANOVA sonuglarina gore, tum haftalarda histolojik parametrelere ait puanlar

karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,001). 2, 4, 6

ve 8. haftalarda normal tendon ile tim uygulama gruplari arasinda anlamli bir farkllik
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gorulmektedir (p<0,001). 12 haftalik grupta Kontrol ve DCM Kontrol grubu arasindaki
farklillk anlamli duzeydedir (p<0,05). 24 haftalik grupta ise Kontrol ve DCM+Tenosit
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05). Sonug¢ olarak,
24 haftalik iyilesme sureci g6z onunde bulunduruldugu zaman, normal tendon
yapisina en yakin duzenlenisi gosterenin DCM+Tenosit grubu oldugu saptanmistir.
Bu farklilik istatistiksel olarak da desteklenmistir.

Kontrol grubuna ait tendon kesitlerindeki hicrelerarasi alan organizasyonunda
dalgall — paralel dizilim gdsteren kollajen fibriller (Sekil 4.23), kismen paralel —
kismen duzensiz dizilim gosteren kollajen fibriller (Sekil 4.20) ve az miktarda
granulasyon dokusu izlenmigtir (Sekil 4.17). Grubun bazi preparatlarinda kollajen
fibrillerde lokal erime alanlar (Sekil 4.35) ya da hipertrofik (siskin) goérunum tespit
edilmigtir (Sekil 4.36). Bu gruba ait incelenen doku kesitlerinin bir kisminda
hicre/matriks orani normal tendon yapisiyla uyumlu bulunurken (fizyolojik), bir
kisminda ise lokal ya da genel hucre artisi (Sekil 4.26) gozlenmigtir. Hucre dagihmi
yaygin olarak normal tendonda olugu gibi homojen ve fizyolojik olarak belirlenirken,
bazi preparatlarda fokal olarak artmis hlcre sayisi saptanmistir. Kontrol grubunun
iyilesme bolgesinin yapisi cogunlukla lokal heterojen bir yapi gosterirken (Sekil 4.20),
az sayida preparatta homojen yapilanma ve tUm doku organizasyonunda degisim
g6rilmistir. incelenen preparatlarin biyik bir kisminda normal tendon dokusu ile
uyumlu olarak 6dem ya da kikirdak/kemik metaplazisine rastlanmazken; az sayida
preparatta kondroid metaplazi (kikirdaklagsma) gelisimi gozlenmigstir (Sekil 4.38).
Kontrol grubuna ait tendon kesitlerinde yaygin olarak vaskularizasyonda
(damarlanma) artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.29). Gruba ait ¢cogu preparatta
inflamasyona (yangi) rastlanmazken, bazi preparatlarda nétrofil infiltrasyonu ve dev
hlcreler saptanmigtir (Sekil 4.32).

Histolojik parametreler bakimindan incelenen 2, 4, 6, 8, 12 ve 24 haftalik
Kontrol grubu oOrneklerinin genelinde, 8. haftadan itibaren tendon organizasyonun
iyilesme gosterdigi ve normal dokuya yakinlastigr belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Hucreler arasi alanda kollajen fibrillerin paralel dizenlenis gostermesi 6zellikle 12 ve
24. haftalarda tespit edilmistir. Dokudaki hicre sayisi ve dagilimlari genellikle 8.
haftadan sonra normal tendon yapisina yakinlik géstermektedir. Vaskullarizasyonda
ise 12. haftadan itibaren azalma oldugu gorulmektedir (Cizelge 4.4).

DCM Kontrol grubunun tendon kesitlerinde organizasyonun Kontrol grubu ile

karsilastirildiginda daha hizli dizenlendigi tespit edilmistir. Bu gruba ait tendon
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kesitlerinde genellikle dalgali — paralel diziimis (Sekil 4.24) ve kismen paralel-kismen
dizensiz dizilim gosteren kollajen fibril (Sekil 4.21) yapilanmasi saptanmistir. Ancak,
Ozellikle iyilesmenin erken evrelerinde yodun granulasyon dokusu varligi tespit
edilmigtir (Sekil 4.18). DCM Kontrol grubunun bazi preparatlarinda kollajen fibrillerde
hipertrofi (Sekil 4.37) ve diger gruplardan farkli olarak fibriller arasi yag doku birikimi
de go6zlenmistir. Bu gruba ait kesitlerde hiicre/matriks orani genellikle normal tendon
yapisiyla uyumlu (fizyolojik) bulunurken, az miktarda kesitte genel olarak hiicre artigi
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.27). Hlcrelerin doku igerisindeki dagilimi yaygin olarak
fizyolojik olgiide ve normal tendon dokusu ile uyumludur. DCM Kontrol grubunun
iyilesme bodlgesinin yapisi genel olarak homojen ya da lokal heterojen olarak
saptanirken, az sayida preparatta tim doku yapisinda degisiklik oldugu belirlenmigtir.
Kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman daha fazla sayida kesitte kondroid metaplazi
oldugu saptanmistir (Sekil 4.39). Ancak, DCM Kontrol grubuna ait kesitlerin blyuk bir
kismi normal tendon dokusu ile uyumlu bir yapilanma gdstermektedir. Kesitlerde
yaygin olarak vaskularizasyonda artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.30). DCM
Kontrol grubunda gogunlukla inflamasyona rastlanmazken, bazi preparatlarda noétrofil
infiltrasyonu ve dev hicreler oldugu saptanmistir (Sekil 4.33).

Histolojik parametreler bakimindan incelenen 2, 4, 6, 8, 12 ve 24 haftalik DCM
Kontrol grubu oOrneklerinin genelinde, 4. haftadan itibaren tendon organizasyonun
iyilesme gosterdigi ve normal dokuya yakinlastigi belirlenmigtir (Cizelge 4.2). Kontrol
grubu ile kargilastirildigi zaman 6rneklerin daha erken bir evrede (4. hafta) dalgali —
paralel dizilim gosteren kollajen fibriller bulundurdugu saptanmistir. Buna ek olarak,
iyilesme bodlgesi 4. haftada homojen bir dagilim gostermektedir. Hiper
vaskularizasyon genel olarak 8. haftadan sonra belirgin élglide azalmistir.

DCM+Tenosit grubuna ait tendon kesitlerinde hicrelerarasi alan
organizasyonun Kontrol ve DCM Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda daha énce
basladigl saptanmistir. Bu gruba ait tendon kesitlerinde ¢ogunlukla dalgali — paralel
(Sekil 4.25) ve kismen paralel — kismen duzensiz dizilim gosteren kollajen fibril (Sekil
4.22) yapllanmasi saptanmistir. Bu bulgularin yani sira, DCM+Tenosit grubunda
granllasyon dokusu yalnizca sinirli sayida kesitte gozlenmigtir (Sekil 4.19). Bu
gruba ait kesitlerin ¢ogunlugunda hudcre/matriks orani normal tendon yapisiyla
uyumlu ya da genel artis sekilde belirlenmistir (Sekil 4.28). ilerleyen haftalarda
tendonun iyilesme bdlgesinin homojen karakterde ve normal tendon goérinimine

benzer oldugu belirlenmistir. DCM+Tenosit grubu, Kontrol ve DCM Kontrol gruplari ile
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karsilastirildigi zaman kondroid metaplazi olduk¢a az sayida preparatta goézlenmistir
(Sekil 4.40). Bazi orneklerde vaskularizasyonda artis oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.31).DCM+Tenosit grubu, Kontrol ve DCM Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda
inflamasyonun buyuk olgclide gerileme gosterdigi belirlenmis; ancak bazi prepratlarda
diger gruplara benzer olarak nétrofil infiltrasyonu ve dev hicreler tespit edilmistir
(Sekil 4.34).

Histolojik parametreler bakimindan incelenen 2, 4, 6, 8, 12 ve 24 haftalik
DCM+Tenosit grubu oOrneklerinin  genelinde, 6. haftadan itibaren tendon
organizasyonun iyilesme gosterdigi ve dokunun normal histolojik yapisina yaklastigi
belirlenmistir (Cizelge 4.9). DCM+ tenosit grubu, fibriller organizasyon, hiicre sayisi
ve dagilimi, iyilesme bolgesinin yapilanmasi gibi 6zellikler bakimindan Kontrol ve
DCM Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, iyilesmenin 12 ve 24. haftalarda blyuk
Olcide tamamlandigi ve dokunun normal tendon histolojisine sahip oldugu

goralmastar.
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Sekil 4.17. Kontrol grubu
siganin 2. haftaya ait tendon
(T) kesitinde granulasyon
dokusu (G). Boya: H&E,
Blyutme: X100

Sekil 4.18. DCM Kontrol grubu
siganin 2. haftaya ait tendon
kesitinde (T) yogun
granulasyon dokusu (G). Boya:
H&E, Buyutme: X100

Sekil 4.19. DCM+Tenosit
grubu siganin 2. haftaya ait
tendon (T) kesitinde
granulasyon dokusu (G). Boya:
H&E, Blyutme: X50
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Sekil 4.20. Kontrol grubu
si¢canin 4. haftaya ait tendon
kesitinde hucrelerarasi alan

organizasyonunda kismen

paralel (KP) — kismen duzensiz
(KD) dizilim gosteren kollajen
fibriller ve tenositler. Boya:
H&E, Blyutme: X100

Sekil 4.21. DCM Kontrol grubu
si¢canin 4. haftaya ait tendon
kesitinde kismen paralel-
kismen diuzensiz dizilim
gosteren kollajen fibriller ve
tenoblast (*) / tenositler (—).
Boya: H&E, Buylutme: X100

Sekil 4.22. DCM+Tenosit
grubu siganin 4. haftaya ait
tendon kesitinde kismen
paralel (KP) — kismen duzensiz
(KD) kollajen fibriler. Boya:
H&E, Buyutme: X100



71

Sekil 4.23. Kontrol grubu
siganin 24. haftaya ait tendon
kesitinde dalgali — paralel
dizilmis kollajen fibriller ve
tenoblastlar. Boya: H&E,
Blyutme: X100

Sekil 4.24. DCM Kontrol grubu
siganin 24. haftaya ait tendon
kesitinde dalgali — paralel
dizilmis kollajen fibriller ve
tenoblastlar. Boya: H&E,
Blyutme: X100

Sekil 4.25. DCM+Tenosit
grubu sigcanin 24. haftaya ait
tendon kesitinde dalgali —
paralel kollajen fibriller ve
tenositler. Boya: H&E,
Blyutme: X100



Sekil 4.26. Kontrol grubu
siganin 2. haftaya ait tendon
kesitinde genel hicre sayisi
artisi. Boya: H&E, Blyutme:

X100

Sekil 4.27. DCM Kontrol grubu
siganin 2. haftaya ait tendon

kesitinde genel hicre artigl.
Boya: H&E, Buylutme: X100

Sekil 4.28. DCM+Tenosit
grubu siganin 2. haftaya ait
tendon kesitinde hucre

sayisinda genel artis. Boya:
H&E, Buyutme: X100
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Sekil 4.29. Kontrol grubu
sicanin 12. haftaya ait tendon
kesitinde vaskularizasyonda
(damarlanma) (D) artis. Boya:
H&E, Buyutme: X100

Sekil 4.30. DCM Kontrol grubu
sicanin 12. haftaya ait tendon
kesitinde vaskularizasyonda
(damarlanma) (D) artis. Boya:
H&E, Buyutme: X100

Sekil 4.31. DCM+Tenosit
grubu sicanin 12. haftaya ait
tendon kesitinde
vaskularizasyonda
(damarlanma) (D) artis. Boya:
H&E, Buyutme: X100
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Sekil 4.32. Kontrol grubu
si¢canin 8. haftaya ait tendon
(T) kesitinde nétrofil
infiltrasyonu (N) ve dev
hdcreler (DH). Boya: H&E,
Blyutme: X100

Sekil 4.33. DCM Kontrol grubu
si¢canin 8. haftaya ait tendon
(T) kesitinde hafif notrofil
infiltrasyonu (N) ve dev
hdcreler (DH). Boya: H&E,
Blyutme: X100

Sekil 4.34. DCM+Tenosit
grubu siganin 8. haftaya ait
tendon (T) kesitinde hafif
nétrofil infiltrasyonu (N) ve dev
hdcreler (DH). Boya: H&E,
Blyutme: X100
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Sekil 4.35. Kontrol grubu
siganin 2. haftaya ait tendon
(T) kesitinde kollajen fibrillerde
lokal erime alanlari (FE) ve kas
dokusu (K). Boya: H&E,
Blyutme: X50

Sekil 4.36. Kontrol grubu
siganin 6. haftaya ait tendon
(T) kesitinde hipertrofiye
kollajen fibriller. Boya: H&E,
Blyutme: X100

Sekil 4.37. DCM Kontrol grubu
siganin 6. haftaya ait tendon
(T) kesitinde kollajen fibrillerde
hipertrofi. Boya: H&E,
Blyutme: X100



Sekil 4.38. Kontrol grubu
sicanin 12. haftaya ait tendon
(T) kesitinde kondroid
metaplazi (K) gelisimi. Boya:
H&E, Buyutme: X100

Sekil 4.39. DCM Kontrol grubu
sicanin 12. haftaya ait tendon
(T) kesitinde kondroid
metaplazi (K). Boya: H&E,
Blyutme: X100

Sekil 4.40. DCM+Tenosit
grubu sigcanin 12. haftaya ait
tendon (T) kesitinde kondroid

metaplazi (K). Boya: H&E,

Blyutme: X100
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4.1.9. Biyomekanik Olgiim Sonuglar

Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit gruplarinin 4, 8, 12 ve 24. haftalarina
ait tendon kesitlerinin alan, maksimum yuk, rijitlik, Young Modull, gerinme, uzama ve
enerji alimi 6lgcim ve hesaplamalarina ait ham veriler Cizelge 4.11-13'te; post-hoc

Bonferroni test sonuglarina gore cizilmis grafikleri ise Sekil 4.44-51’de gorulmektedir.

Gerinme verileri diginda elde edilen tum biyomekanik 6zelliklere ait degerlerde
haftalara bagl, gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli degisimler tespit edilmistir.
lyilesme siirecindeki tendonlarin alanlari ilk haftalarda artmis; ancak sonraki
haftalarda tekrar duslts gostermistir (p<0,05) (Sekil 4.44).

Biyomekanik ol¢imlerden elde edilen maksimum yiik dederleri géz 6nunde
bulunduruldugunda, 4 haftalik DCM+Tenosit grubuna ait 6rneklerden elde edilen
veriler, DCM Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha yuksektir (p<0,001) (Sekil
4.45). 8, 12 ve 24 haftalik érneklerde ise maksimum yuk Olgimleri Kontrol ve DCM
Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis gostermistir (p<0,001).
Bu sonuglar, DCM+Tenosit grubuna ait tendonlarin biyomekanik gerim testi sirasinda

kopmadan dnce daha fazla yuke dayanabildigini ortaya koymustur.

Dokulardan elde edilen rijitlik verileri kargilastirildigi zaman, DCM+Tenosit
grubunun verileri 4 hafta sonunda Kontrol ve DCM Kontrol verilerine gore istatistiksel
olarak anlamli odlgude artis gostermistir (p<0,05) (Sekil 4.46). Ayrica 8 haftalik
orneklerdeki rijitlik verileri de DCM Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha

yuksek bulunmustur (p<0,05).

Elastikiyeti gosteren Young Mod(ilii de@erleri karsilastirildigi zaman, 4 haftalik
ornekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunmamaktadir (p>0,05)
(Sekil 4.47). 8 haftalik DCM Kontrol érneklerinde yapilan hesaplamalarda Young
Modull degerleri Kontrol Grubuna gore daha yuksek olmakla birlikte (p<0,05), DCM
Kontrol ve DCM+Tenosit gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkllik
bulunmamaktadir. 12 ve 24 haftallk DCM+Tenosit érneklerinde ise Young Modull
istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis goéstermistir (p<0,05). Young Modull
elastikiyeti gosteren bir deger oldugu igin, maksimum yUke karsi olan direng artarken;
Young modula degerinin azalmasi beklenir. 12 ve 24 haftalik érneklerde maksimum
yuk istatistiksel olarak anlamli derecede artarken (p<0,001), Young Modul degerinin

de anlamli bir azalma gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).
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Gerinme, her bir 6rnegin uzama miktarinin baslangi¢ uzunluguna bdlinmesi
ile hesaplanmistir (Sekil 4.48). Uzama ise kopma aninda 6rnek boyunda meydana
gelen maksimum uzunluk degisimidir (Sekil 4.49). Gerinmeye ait veriler
karsilastirildigi zaman Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim olmadigi belirlenmistir. Uzama verilerinde ise
yalnizca 4 haftallk DCM Kontrol grubu 6lgimleri Kontrol ve DCM+tenosit grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterirken (p<0,05); 8, 12 ve 24 haftalik

Olcumlerdeki farkllik istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

Kopma icin gereken enerji alimi DCM+Tenosit grubunda Kontrol ve DCM
Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklar géstermektedir (p<0,05)
(Sekil 4.50). Ozellikle 8 ve 24 haftallk DCM+Tenosit grubuna ait drneklerde enerji
alimi verileri istatistiksel olarak anlamli derecede Kontrol ve DCM Kontrol grubu

verilerinden daha yuksek bulunmustur (p<0,05).

Gerilme verilerinde de, DCM+Tenosit grubuna ait stres verileri 4 (p<0,05), 12
(p<0,001) ve 24 haftalik (p<0,001) 6rneklerde Kontrol ve DCM Kontrol verilerinden
anlamli duzeyde daha yuksektir (Sekil 4.51).

Ek olarak, 4, 8, 12 ve 24. haftalardaki verilere ait gerime — gerinme grafikleri
cizilmis, bu grafikler Sekil 4.52-55'te verilmistir. Grafikler incelendigi zaman
iyilesmenin 4. haftasinda Kontrol grubunun gerilme 6zelliginin DCM Kontrol ve
DCM+Tenosit grubuna goére daha ylksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.52). Ayni
hafta verilerine gére DCM+Tenosit grubu, DCM Kontrol grubundan daha ylksek

gerilme kapasitesine sahiptir.

8. haftaya ait grafik incelendigi zaman, DCM+Tenosit grubunun gerilme
6zelliginin Kontrol ve DCM Kontrol gruplarindan daha yuksek seyrettigi belirlenmis;
ayni haftada DCM Kontrol grubu, Kontrol grubuna benzer bir gerilme 0&zelligi
gosterdigi izlenmistir (Sekil 4.53). DCM Kontrol grubuna ait hayvanlarin bazilarinda,
8. hafta sonlarina dogru Kontrol grubuna gére daha iyi gerilme profili gostermeye

basladigi tespit edilmigtir.

lyilesmenin 12 ve 24. haftalarinda gerilme — gerinme grafikleri ayni paterni
izlemistir (Sekil 4.54 ve Sekil 4.55). Her iki haftaya ait veriler incelendiginde,
DCM+Tenosit grubunun, Kontrol ve DCM Kontrol gruplarina goére daha yuksek

gerilme kapasitesinin oldugu; bu kapasitenin 6zellikle 24. haftada belirginlestigi tespit
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edilmistir. Her iki haftaya ait grafiklerde DCM Kontrol grubu, Kontrol grubuna goére

daha ylUksek gerilme profili gdstermistir.
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Cizelge 4.11. Kontrol grubu 4, 8, 12 ve 24. haftalara ait tendon kesitlerinin maksimum yuk, alan, gerilim, uzama, rijitlik, enerji alimi,

gerinme ve Young Modulu 6lgim ve hesaplamalarina ait ham veriler

‘ 4 hafta Ornek Maksimum Yiik(N) AIan(mmz) Gerilim(MPa) Uzama(mm) Rijitlik(N/'mm) Enerji Aimi(mJ) Gerinme(MPa) Young Modiilii(MPa)
Kontrol 1 53,2 19,838  2,681721948 12,9819462 4,097998804 690,6395378 155,6694 0,017227033
Kontrol 2 29,4 17,9744  1,635659605  9,660797  3,043227179 284,0274318 98,6281 0,016584114
Kontrol 3 43,092 20,391 2,113285273 9,58935 4,493735238 413,2242702 14,38819 0,146876381
Kontrol 4 31 18,489 1,676672616  5,692104  5,543530664 173,355224 53,00475 0,031632497
Kontrol 5 38,36 20,006 1,917424773 6,26196 6,125877521 240,2087856 57,81543 0,033164586

Maksimum Yuk(N) AIan(mmz)

Gerilim(MPa)

Uzama(mm)

Rijitlik(N'mm) Enerji Alimi(mJ) Gerinme(MPa) Young Modiilii(MPa)

Kontrol 1 54,2 18,977 2,85608895 9,605993  5,642311003 520,6448206 78,87978 0,036208125
Kontrol 2 54,174 17,9 3,026480447  7,014156  7,723523686 379,9848871 62,95519 0,048073565
Kontrol 3 56,9 20,591 2,763343208  8,52242 6,676507377 484,925698 95,59865 0,028905672
Kontrol 4 43 22,354 1,923593093  5,627979  7,778611315 237,703097 52,53185 0,036617654
Kontrol 5 50,36 17,2062  2,926851949 7,65412 6,579463087 385,4614832 67,12926 0,043600242

12 hafta

Maksimum Yuk(N) AIan(mmz)

Gerilim(MPa)

Uzama(mm)

Rijitlik(N'mm) Enerji Alimi(mJ) Gerinme(MPa) Young Modiili(MPa)

Kontrol 1 78,3 27,4 2,857664234 8,871959  8,825559271 694,6743897 74,62115 0,038295634
Kontrol 2 74,94 26,502 2,827711116  8,761976  8,552865244 656,6224814 73,96714 0,038229288
Kontrol 3 90,2 24,648  3,659526128 10,35638  8,709607025 934,145476 103,2561 0,035441258
Kontrol 4 83,3 22,846  3,646152499  10,24799  8,128423232 853,657567 82,46136 0,044216497
Kontrol 5 77,728 27,97 2,778977476  9,434029  8,239109717 733,2882061 77,89825 0,035674453

24 hafta

Maksimum Yuk(N) AIan(mmz)

Gerilim(MPa)

Uzama(mm)

Rijitlik(N'mm) Enerji Alimi(mJ) Gerinme(MPa) Young Modiilii(MPa)

Kontrol 1 75 23,2316 3,22836137 10,7161 6,998814867 803,7075 84,99426 0,037983287
Kontrol 2 78 16,052  4,859207575  11,35789  6,867472744 885,91542 88,36583 0,054989667
Kontrol 3 67,1 15,603  4,300455041  8,075995  8,308573742 541,8992645 69,78856 0,061621203
Kontrol 4 91,4 22,312 4,096450341  7,436085 12,2914141 679,658169 65,72664 0,062325571
Kontrol 5 82,84 21,18 3,911237016  7,841941 10,5637112 649,6263924 68,32194 0,05724716
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Cizelge 4.12. DCM Kontrol grubu 4, 8, 12 ve 24. haftalara ait tendon kesitlerinin maksimum yuk, alan, gerilim, uzama, rijitlik, enerji

alimi, gerinme ve Young Modulu dlgim ve hesaplamalarina ait ham veriler

‘ 4 hafta Ornek Maksimum Yuk(N) AIan(mmz) Gerilim(MPa) Uzama(mm) Rijitlik(%) Enerji Allimi(mJ) Gerinme(%) Young Modiili(MPa)
DCM Kontrol 1 62,9 18,422 3,414395831 17,77799 3,5380828 1118,235571 117,0079 0,0291809
DCM Kontrol 2 70,4 18,3258 3,84157854 14,07599 5,0014244 990,949696 101,5049 0,037846237
DCM Kontrol 3 52,7 17,264 3,052594995 13,597 3,875855 716,5619 83,82246 0,036417387
DCM Kontrol 4 58,56 14,459 4,050072619 14,404008  4,0655351 843,4987085 119,5285 0,03388374
DCM Kontrol 5 68,3 15,476 4,413285087 11,23199 6,0808459 767,144917 87,71337 0,05031485

Maksimum Yuk(N) AIan(mmz) Gerilim(MPa) Uzama(mm) Rijitlik(%) Enerji Allimi(mJ) Gerinme(%) Young Modiili(MPa)

DCM Kontrol 1 441 12,173 3,622771708 7,325888 6,019748 323,0716608 65,01019 0,055726213
DCM Kontrol 2 43,9 14,2204 3,087114287 8,637905 5,0822508 379,2040295 73,2242 0,042159754
DCM Kontrol 3 58,2 14,618 3,981392803 8,731976 6,665158 508,2010032 73,78801 0,053957178
DCM Kontrol 4 51,44 12,35 4,165182186 6,997871 7,3508071 359,9704842 62,84667 0,066275304
DCM Kontrol 5 48 12,334 3,891681531 8,623977 5,56658776 413,950896 73,14045 0,053208335

12 hafta Maksimum Yuk(N) AIan(mmz) Gerilim(MPa) Uzama(mm) Rijitlik(%) Enerji Allimi(mJ) Gerinme(%) Young Modiili(MPa)
DCM Kontrol 1 62,1 22,667 2,739665593 6,076067 10,220427 377,3237607 56,50345 0,048486696
DCM Kontrol 2 66,2 23,682 2,795372012 6,170085 10,729188 408,459627 57,16915 0,048896512
DCM Kontrol 3 59,52 20,8812 2,850410896 6,68587 8,9023568 397,9429824 60,74443 0,046924646
DCM Kontrol 4 54,9 18,785 2,922544583 9,919975 5,5342881 544,6066275 80,64745 0,036238524
DCM Kontrol 5 66,8 22,33 2,991491267 6,310121 10,586168 421,5160828 58,15255 0,051442134

24 hafta Maksimum Yuk(N) AIan(mmz) Gerilim(MPa) Uzama(mm) Rijitlik(%) Enerji Allimi(mJ) Gerinme(%) Young Modiili(MPa)
DCM Kontrol 1 88,4 16,737 5,281711179 11,40203 7,7530054 1007,939452 88,59361 0,059617293
DCM Kontrol 2 94,4 17,7666 5,313340763 11,0101 8,56739457 1039,35344 86,55289 0,061388369
DCM Kontrol 3 87,52 17,589 4,975837171 9,811976 8,919712 858,7441395 80,04295 0,06216459
DCM Kontrol 4 99 19,557 5,062126093 7,68396 12,883982 760,71204 67,3197 0,075195316
DCM Kontrol 5 84,262 21,427 3,932515051 10,60794 7,9432953 893,8462403 84,41468 0,046585677
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Cizelge 4.13. DCM Tenosit grubu 4, 8, 12 ve 24. haftalara ait tendon kesitlerinin maksimum yuk, alan, gerilim, uzama, rijitlik, enerji

alimi, gerinme ve Young Modulu dlgim ve hesaplamalarina ait ham veriler

‘ 4 hafta Ornek Maksimum Yuk(N) AIan(mmz) Gerilim(MPa) Uzama(mm) Rijitlik(%) Enerji Ahmi(mJ) Gerinme(%) Young Modiilii(MPa)
DCM+Tenosit 1 55,5 13,476 4,118432769 8,96603 6,19003059 497,614665 75,17716 0,054783032
DCM+Tenosit 2 61,8 13,572 4,553492485 10,37405 5,95717198 641,11629 83,14976 0,054762545
DCM+Tenosit 3 58,44 17,1858 3,400481793 9,952119 5,87211628 581,6018344 80,82666 0,042071289
DCM+Tenosit 4 66,2 15,916 4,159336517 7,154031 9,25352434 473,5968522 63,8825 0,065109169
DCM+Tenosit 5 60,7 14,187 4,278564883 7,090013 8,56133832 430,3637891 63,45916 0,067422337

Maksimum Yuk(N) AIan(mmz) Gerilim(MPa) Uzama(mm) Rijitlik(%)  Enerji Ahmi(mJ) Gerinme(%) Young Modiilii(MPa)

DCM+Tenosit 1 66 17,737 3,721035124 8,185976 8,06256945 540,274416 70,47037 0,052802832
DCM+Tenosit 2 68,1 21,524 3,163910054 9,855957 6,9095269 671,1906717 80,28957 0,03940624
DCM+Tenosit 3 81,4 24,659 3,301025995 10,09007 8,06733749 821,331698 81,59214 0,040457647
DCM+Tenosit 4 74,88 18,8842 3,965219602 9,94398 7,53018409 744,6052224 100,2188 0,039565626
DCM+Tenosit 5 69,056 16,645 4,148753379 7,794049 8,86009313 538,2258477 68,01917 0,060993884

12 hafta Maksimum Yuk(N) AIan(mmz) Gerilim(MPa) Uzama(mm)  Rijitlik(%) Enerji Ahmi(mJ) Gerinme(%) Young Modiilii(MPa)
DCM+Tenosit 1 77,9 22,544 3,455464869 7,248049 10,7477198 564,6230171 64,501 0,053572268
DCM+Tenosit 2 78,1 14,154 5,617874806 8,810083 8,8648427 688,0674823 74,25374 0,074311069
DCM+Tenosit 3 93 22,0248 4,222512804 6,888049 13,5016461 640,588557 62,11173 0,067982534
DCM+Tenosit 4 86,44 27,136 3,185436321 11,78003 7,33784209 1018,265793 90,52312 0,035189202
DCM+Tenosit 5 87,5 19,6139 4,461121959 10,13806 8,63084259 887,08025 81,85712 0,054498887

24 hafta Maksimum Yuk(N) AIan(mmz) Gerilim(MPa) Uzama(mm)  Rijitlik(%) Enerji Ahmi(mJ) Gerinme(%) Young Modiilii(MPa)
DCM+Tenosit 1 103,4 14,296 7,232792389 11,44997 9,03059135 1183,926898 88,84042 0,081413307
DCM+Tenosit 2 104,7 15,257 6,862423805 11,40322 9,18161712 1193,917134 108,3415 0,063340676
DCM+Tenosit 3 96,26 16,327 5,895755497 10,73003 8,97108396 1032,872688 85,06865 0,069305855
DCM+Tenosit 4 83,6 15,33 5,453359426 9,84203 8,4941826 822,793708 80,21153 0,067987226
DCM+Tenosit 5 110 17,0798 6,440356444 9,356083 11,7570569 1029,16913 77,45015 0,083154861
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Sekil 4.44. Kontrol, DCM Kontrol, DCM+Tenosit gruplarina ait kesitlerin alan

Olgimlerinin post-hoc Bonferroni test sonuglarina gore ¢izilmis grafikleri
A. 4 hafta (***p<0,001) B. 8 hafta (***p<0,001 ve **p<0,05) C. 12 hafta D. 24 hafta
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Sekil 4.45. Kontrol, DCM Kontrol, DCM+Tenosit gruplarina ait érneklerin maksimum

yuk Olgumlerinin post-hoc Bonferroni test sonuglarina gore cizilmis grafikleri
A. 4 hafta (***p<0,001) B. 8 hafta (***p<0,001) C. 12 hafta (***p<0,001 ve **p<0,001)
D. 24 hafta (***p<0,001)

84



8.5 %* %k 8.4 * kK

8.2
8.0
8.0
7 7.8
7.0 76
7.4
= _
E ' E 7.2
2 £
= 80 R
-] x
2 £ es
- (3
(X
5.0 —[— 8.4
45 6.2
8.0
4.0
58
Azs Bse
Kontrol DCM Kontrol DCM + Tenosit Kontrol DCM Kontrol DCM + Tenosit
Gruplar Gruplar
1.0 10,4
10.8 10,2
10,6
0. 10,0
10.4
9.8
10.2
9.6
10,0
T E 94
Z 96 2 92
= =
£ 94 E s0
= z
o -
9.2 88
9.0
8.6
88
8.4
X T
8.4 8.2
8.2 8.0
C o D s
Kontrol DCM Kontrol DCM + Tenosit Kontrol DCM Kontrol DCM + Tenosit
Gruplar Gruplar

Sekil 4.46. Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit gruplarina ait érneklerin ait rijitlik
hesaplamalarinin post-hoc Bonferroni test sonuglarina gore cizilmis grafikleri
A. 4 hafta (***p<0,05) B. 8 hafta (***p<0,05) C. 12 hafta D. 24 hafta
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Sekil 4.47. Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit gruplarina ait drneklerde Young
Modull hesaplamalarinin post-hoc Bonferroni test sonuglarina goére ¢izilmis grafikleri
A. 4 hafta B. 8 hafta (***p<0,05) C. 12 hafta (***p<0,05) D. 24 hafta (***p<0,05)
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Sekil 4.48. Kontrol, DCM Kontrol ve DCM +Tenosit gruplarinin érneklerine ait

gerinme hesaplamalarinin post-hoc Bonferroni test sonuglarina goére ¢izilmis grafikleri
A. 4 hafta B. 8 hafta C. 12 hafta D. 24 hafta
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Sekil 4.49. Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit gruplarinin érneklerine ait uzama

Olcimlerinin post-hoc Bonferroni test sonuglarina gore ¢izilmis grafikleri
A. 4 hafta (***p<0,05 ve **p<0,05) B. 8 hafta C. 12 hafta D. 24 hafta
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Sekil 4.50. Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit gruplarinin érneklerine ait ener;ji

alimi hesaplamalarinin post-hoc Bonferroni test sonuglarina gore ¢izilmis grafikleri

A. 4 hafta (***p<0,001 ve **p<0,05) B. 8 hafta (***p<0,05) C. 12 hafta (***p<0,05 ve
**p<0,05) D. 24 hafta (***p<0,05)
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Sekil 4.51. Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit gruplarinin érneklerine ait gerilme
hesaplamalarinin post-hoc Bonferroni test sonuglarina gore gizilmis grafikleri
A. 4 hafta (***p<0,001) B. 8 hafta (***p<0,05) C. 12 hafta (***p<0,05) D. 24 hafta
(***p<0,05)
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Sekil 4.52. iyilesmenin 4. haftasinda Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit

gruplarina ait gerilme-gerinme egrisi

40

Gerilme (MPa)

O O M oI N O 1 M 1 O NN 00 00 OO OO OO OO0 O O o o o
S N~ Mmoo Mmoo < o g0 S oS o0 n o n o
_5OOOHHNNMMQ‘Q‘LOLOLDLDI\I\OOOOO\OOH
—

Gerinme (%)

== Kontrol —#—DCM Kontrol —<-=DCM+Tenosit

Sekil 4.53. iyilesmenin 8. haftasinda Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit

gruplarina ait gerilme-gerinme egrisi
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Sekil 4.54. iyilesmenin 12. haftasinda Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit

gruplarina ait gerilme-gerinme egrisi
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Sekil 4.55. lyilesmenin 24. haftasinda Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit

gruplarina ait gerilme-gerinme egrisi
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4.2. Tartisma

Tendon, asil gorevi kaslar tarafindan dretilen gerilim gtcunt kemikler Gzerine
aktararak hareket etmeyi saglayan 6zellesmis bag dokudur. Vicuttaki diger dokular
ile kiyaslandigi zaman tendonlar, zayif rejenerasyon kapasitesi, duslik oksijen ve
hidcre yogunluguna sahiptir [106]. Tendonun biyomekanik 6zellikleri, temel olarak tip
1 kollajen proteininden olusan ylksek organizasyonlu bir hicrelerarasi alan

tarafindan saglanir.

Tendon vyaralanmalari, gerekli tedavi uygulansa bile hastanin hayat
standartinin bozulmasina ve uzun suUre hareketinin kisittanmasina (morbiditeye)
neden olur. GUunumuzde tendonun temel hicre biyolojisi tam olarak anlasiimadigi
icin, tendon sakatlanmalarina kargi gelistirilen tedavi yaklasimlari yetersiz
kalmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalara gore, tendonun rejeneratif kapasitesi
diger dokulara oranla zayif oldugu igin, sakatlanma sonrasinda iyilesen doku yapisal,
organizasyonel ve mekanik 6zellikler agisindan saglikh tendona gore islevsel agidan
yetersiz kalmaktadir [25,107]. Kim ve Pedowitz [39]in galisma sonuglarina gore,
genellikle dokuda kopmanin meydana geldigi bolgenin dikilmesi yeterli olurken; bazi
durumlarda cesgitli graft materyallerinin hasarli bdlgeye uygulanmasi da gerekli
olmaktadir. Ancak, biyolojik graftlarin pek ¢cok dezavantaji olmasi nedeniyle uygun
graft materyalinin secgilmesi olduk¢ga zordur. Goulet ve arkadaslan [108],
kadavralardan elde edilen allograftlarin immuin sistem yanitina yol acabildigini;
hastanin kendisinden elde edilen otograftlarin ise sinirli miktarda oldugunu ve
hareketin kisittanmasina (morbiditeye) yol actigini bildirmislerdir. Bu nedenle, doku
muhendisligi uygulamalari ile tendon benzeri dokularin Uretiimesi klinik bir ihtiya¢

haline gelmigtir.

Doku muhendisliginin amaci, organ transplantasyonlari ve biyomateryal
implantasyonlari ile geleneksel uygulamalarin kargilastigi zorluklari asmaktir. Bu
amag dogrultusunda doku muhendisligi uygulamalari hicre, biyomateryal ve bayime
faktorlerinin bir ya da birkagini iceren mikro-gcevresel bilesenlerden meydana gelir.
Tendon doku muhendisligi uygulamalari, tenosit fenotipi ve genotipinin in vitro

kosullarda korunmasinin zorlugu nedeniyle fazla gelismemistir.

Doku muhendisliginde kullanilacak tendon graftleri, hicresel iyilesmeyi ve
doku onarimi saglamalidir. Liu ve arkadaslarn [109]'nin sonuglarina goére, graft
materyali iyilesme sureci boyunca mekanik ve yapisal 6zelliklerini koruyarak ylzeyine
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yerlegtirilen  hucrelerin  yangi  (inflamatuvar) reaksiyonlardan  korunmasini
saglamalidir. Ayrica graft, zaman igerisinde yerlestirildigi doku igerisinde rezorbe
edilmelidir. Bilimsel kaynaklarda tendon rejenerasyonu igin uygulanmis pek ¢ok
malzeme yer almaktadir: domuz ince barsak submukozasi [110,111], ipek fiber [112-
114], semitendin6z tendon [115], fibronektin/fibrinojen fiberleri [116], vb. Ancak, bu
malzemelerin pek ¢odu mekanik gl¢ bakimindan yetersiz kaldigr icin klinik
uygulamalarda kullanilamamakta; uygulanmalari yalnizca in vivo hayvan deneyleri ile

sinirli kalmaktadir.

Gilbert [117]in yaptigi arastirma sonugclarina gére mevcut graft materyallerine
karsin deselulerize graftlarin tendon doku muihendisligi ¢alismalarinda kullaniimasi
pek cok ydnden daha avantajlidir: Deselllerize graftlarin transplantasyonunda
otograft/allograft uygulamalarinda gozlenen hiicre nekrozu meydana gelmemekte,
bdylece transplantasyonu takip eden gunlerde dokunun mekanik gucu artmaktadir.
Deselulerize graftlar dogal dokular olduklari icin, hucre tutunmasi ve mekanik
Ozelliklerin korunmasi agisindan gerekli hlcrelerarasi alan proteinlerini igerirler.
Ayrica, deselllerizasyon sonrasinda kalan hicrelerarasi alan proteinleri farkli tarler
arasinda bile benzerlik gosterdiginden uygulanabilirlik agisindan buyuk kolaylik

saglamaktadir.

Deselulerize graftlarin canli doku gibi davranabilmesi ve rejenerasyona
katkida bulunabilmesi icin transplantasyon dncesinde yuzeyine hucrelerin gomulmesi
kacinilmazdir. Doroski ve arkadaslari [118], tendon deselllerize graftlarinda en sik
kullanilan hdcrelerin fibroblastlar, tenositler ve mezensimal/kemik iligi kok hucreleri
oldugunu bildirmiglerdir. Tenositler in vitro kosullarda Ureyebilen ve tendonun temel
bileseni olan tip 1 kollajeni sentezleyen hicrelerdir [119]. Onceki arastirma
sonuglarina gore, tenositler tek tabakali kiltirde birka¢ kere pasajlandiktan sonra
fenotip/genotiplerini kaybetmektedirler [120]. Bu nedenle, izole edildikten sonra in
vitro kosullarda bulunduklari siirenin kisa tutulmasi ve yilksek yogunlukta (10°
hidcre/ml) kullaniimalari gerekmektedir [120-122]. Calisma kapsaminda da Asil
tendonundan izole edilen tenositlerin kullaniimasi tercih edilmis; hdcrelerin
deselllerize  matrikslerin  ylzeyine  gdmulmesinden  dnce  proliferasyon
karakterizasyonu igin Ureme egrileri ¢gikartiimis ve hlcre yaslanmasi B-galaktozidaz
aktivitesi dlglim(i ile tayin edilmistir. Uclincii pasaja (P3) ait tenositler dnceki pasajlara

gbre daha dusUk bir proliferasyon cizgisi gosterirken; B-galaktozidaz aktivitesinin
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PO’dan P3’e dogru artis gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum pasajlama ile yaslanan
tenositlerde beklenen bir bulgudur ve mevcut kaynak verileri ile uyumludur. Ayrica
tenositlerin ikili — immunofloresan boyama ve RT-PCR ile fenotipik ve genotipik
karakterizasyonlari yapilmis; tip 1 kollajen — Col1, tip 2 kollajen — Col2, tip 3 kollajen
— Col3, tip 5 kollajen — Col5, tenomodulin - Tnmd ve tenascin-C - Thsc proteinlerinin
gen ifadeleri farkll pasajlara ait tenositlerde karsilastirilmistir. Bu molekdller, tip 2
kollajen hari¢ tendon spesifik proteinler olarak tanimlanmislardir [123,124]. Tip I
kollajen esas olarak kikirdak doku markeri olmasina ragmen, tendon dokusu
icerisinde de diger proteinlere kiyasla ¢ok az miktarda Uretildigi bilinmektedir
[125,126]. Tenascin-C ise tendon yaralanmalari ve rejenerasyonu sirasinda ifadesi
artan bir proteindir [127]. Genlerin ifade grafiklerini incelendigi zaman; Tnsc harig
diger tum genlerin ifadesinin P1’le kiyaslandiginda P2 ve P3te sirasiyla artig
gosterdigi tespit edilmis; Tnsc gen bolgesinin ifade profili ise tam tersi sekilde
go6zlenmigtir. Col2 ifadesi tum 6rneklerde ifadesi en az olan gendir. Elde edilen
bulgular, Lou ve arkadaslari [124]'nin verileri ile ortismektedir. Bu arastirmacilar,
Col1 ve Col3'Un bir arada artan gen ifadelerinin tenojenik farklilasmanin semboli
oldugunu rapor etmislerdir. Tnsc ifadesinin ilerleyen pasajlarda (P1’e oranla P2 ve
P3’te) azalan bir profil izlemis olmasi, hdcrelerin ¢alistigimiz in vitro kosullarda
kendilerini travmatik ortamda hissetmediklerini ve pasajlanma ile ortama uyum
sagladiklarini géstermektedir. Tnsc bulgulari, Pauly ve arkadaslari [127]'nin sonugclari
ile uyumludur. Sonug olarak, ¢alisma igin kullanilan tenositlerde herhangi bir fenotipik
ya da genotipik kayma olmadigi saptanmistir. Hicreler, tenositik karakterlerinin kaniti
olan genleri pasajlar arasi beklenen 6lgide artan ya da azalan miktarlarda ifade

etmeye devam ettiklerinden, bu ¢alismada implantasyon igin uygun bulunmusglardir.

Deselulerize matriks (DCM) hazirlama protokoll icin incelenen kaynaklarda
yer alan pek cok farkh kimyasal ajan uygulamasi bulunmaktadir. Her bir ajanin
avantaj/dezavantajlari Woods ve Gratzer [60] tarafindan tartisiimis; hicreden
arindirmada en basarili protokolin Triton X-100 ve SDS ile elde edildigi rapor
edilmistir. Calismamiz kapsaminda transplantasyonu yapilan DCM’ler ayni protokol
ile hazirlanmig ve hicreden arindirmada elde edilen basari Woods ve Gratzer [60]'in
sonuglari ile uyumlu bulunmustur. Hazirlanan DCM’lerin tenositlerin baglanmasi igin

iyi bir yizey olusturdugu belirlenmistir.
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Genel olarak, tendon sakatlanmasindan sonra ilk 24 saat icerisinde yirtiima
bdlgesinde pihti olugsmasi ve inflamatuvar hucrelerin bolgeye goc¢u gerceklesir
[128,129]. ikinci asamada tenositlerin proliferasyonu ile graniilasyon dokusu olusur.
lyilesme siireci sakatlanmay takip eden 6. haftadan sonra ise yeni sentezlenen
hlcrelerarasi alanin olgunlasmasi ve tekrar sekillenmesi ile tamamlanir [17,128].
Kaynaklarda yer alan bu bilgiler dogrultusunda, iyilesme surecini yakindan takip
edebilmek igin, calismamizda cerrahi operasyonlari takip eden 2, 4, 6, 8, 12 ve 24.

haftalarda uygulama sonlandiriimistir.

Yapilan calismalarda tendon iyilesmesini degerlendirmek ic¢in ¢ok sayida
histolojik puanlama yontemi kullanilmistir  [130-132]. Hucrelerarasi alanin
organizasyonu, hucre/matriks orani, hicre dagilimi, iyilesme bdlgesinin yapisi, doku
metaplazisi, damarlanma yapisi ve inflamasyon histolojik puanlamada kullanilan
kriterlerden bazilaridir. Ancak bu kriterlerin sayisi, arastirmacilarin beklentilerine gore
arttinlabilir [133]. Bu calismada belirlenen 7 adet kriterden elde edilen histolojik
puanlama verileri degerlendirildiginde, 24. hafta DCM+Tenosit grubuna ait histolojik
puanlama verileri Kontrol ve DCM Kontrol gruplarina ait verilere gore istatistiksel
olarak anlamli dizeyde yuksek bulunmustur. Bu sonuglara benzer sekilde, Stoll ve
arkadaslari [133], tavsanlarin Kismi defekt  yaratilan tendonlarinda
tenosit/biyomateryal implantasyonunun ardindan histolojik puanlama degerlerinin

arttigini belirtmektedir.

24. haftaya kadar incelenen ¢odu preparatta ozellikle ilk 6 haftada gevsek
hlcrelerarasi alan yapilanmasi, hlcre sayisinda artis ve asiri damarlanma oldugu
tespit edilmistir. Bu preparatlarda goértlen hicre sayisindaki artigla paralel olarak
beslenme ihtiyacinin da artmasi ve bu durumun hipervaskularizasyona neden olmasi
beklenen bir bulgudur. Kryger ve arkadaslari [11], tendon iyilesme sUrecini takip

etmek igin en uygun zaman araliklarinin 6 ve 12. haftalarin oldugunu belirtmektedir.

Buna karsin, DCM+Tenosit kompozitlerinin Kontrol ve DCM Kontrol gruplari ile
karsilastirildigi zaman makrofajlar, dev hicreler ve bol miktarda nétrofil hicresinden
olugsan daha yogun inflamatuvar cevap gelisimine neden oldugu belirlenmistir. Ancak
diger taraftan DCM+Tenosit grubu 6. haftadan sonra Kontrol ve DCM Kontrol
gruplarina goére daha iyi hucrelerarasi alan organizasyonu gostermistir. Benzer
sonuglar Young ve arkadaslari [134]'nin kollajen jel kullanarak yaptiklari ¢alismada

da saptanmistir. Xia ve Trifitt [135], inflamasyonun sitokin ve bluyime faktord salinim
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mekanizmalarini uyararak fibroblastlarin sayica artisina neden oldugunu rapor
etmiglerdir. Calismamizdaki preparatlarda 6 haftadan sonra bile lokal ya da yaygin
nétrofil dagiimi ve &zellikle emilmeyen dikis iplerinin ¢evresinde toplanan dev
hdcrelerin tespit edilmesi, tendon metabolizmasinin vucuttaki diger dokulara kiyasla
daha vyavas seyretmesinden ve rejenerasyon slrecinin uzun olmasindan

kaynaklanmig olabilir.

Buck ve arkadaslari [136], kondroid metaplaziyi normal sartlarda tendonun
kemige baglandigi noktada yer alan fibroz kikirdaktan farkli olarak gelisen kikirdak
dokusu olarak tanimlamistir ve kondroid metaplazinin 6zellikle tendonun distal
(kemige yakin) kisminda yer aldigini bildirmiglerdir. Ayrica, metaplazi bdlgeleri
cogunlukla damarlanmanin ve tenositlerin sayica az bulundugu bolgeler olarak dikkat
cekmektedir [137]. Bu calismada incelenen histolojik kesitlerin bayuk bir kisminda
normal tendon dokusu ile uyumlu olarak 6dem ya da kikirdak/kemik metaplazisine
rastlanmazken; az sayida preparatta kondroid metaplazi (kikirdaklasma) geligimi
gOzlenmistir. Circi ve arkadaslar [138], 36 adet Sprague-Dawley sicana ait Asil
tendonu hasari ile galismig, sonuglarimiza benzer sekilde sham grubunda 12/15
ornekte (%80) kondroid metaplazi gelistigini bildirmiglerdir. Mosier ve arkadaslari [5],
normal (n=15) ve cerrahi islem gérmus (n=15) kadavra tendonlarini histolojik olarak
incelemis; normal gruptaki 12/15 tendonda, cerrahi igslem gérmus 15/15 tendonda
kondroid metaplazi bulundugunu bildirmisler ve bu bulguyu normal tendonun yapisal
ozelligi olarak siniflandirmigtir. Onceki kaynaklarda yer alan bu oransal verilerle
kiyaslandigi zaman, bu c¢alisma sonucunda tespit edilen kondroid metaplazi
olugsumlarinin tendon iyilesmesi sirasinda siklikla goézlenen bir patolojik bulgu
olduguna karar verilmistir. Calismamizda kondroid metaplazi gorulme sikhginin
Kontrol (28/90), DCM Kontrol (38/90) ve DCM+Tenosit (21/90) gruplari kiyaslandigi
zaman, DCM+Tenosit grubunda diger gruplara oranla daha az gorulmesi ¢alismanin
amacina yonelik sonug verdigini gosteren bir bulgudur. Ayrica, diger arastirmacilar
dogal biyomekanik ortamlarindan izole edilen tenositlerin in vitro kosullarda
kendiliginden fibréz kikirdaga donudsebildigini  bildirmislerdir  [33,139,140].
Histopatolojik bulgu olarak kondroid metaplaziye neden olan tenositlerin DCM
yuzeyine gomulen allojenik hlcreler mi, yoksa bolgeye go¢ eden otojenik hucreler mi
oldugu belirlenememistir. Bu durumun tespiti icin X/Y floresan in situ hibridizasyon

teknikleri kullanilarak saptanmasi uygun olabilir. Ek olarak, Pauly ve arkadaglari
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[127Tna gore calisilan hlcrelerde Tnsc’nin gen ifadesinin artisi, kondrosit ve osteosit
farklilagsmasinin  markeridir. Calismamizdan elde ettigimiz RT-PCR sonuglari
degerlendirildiginde, Tnsc’'nin ifadesinin hicreler pasajlandik¢a istatistiksel olarak
anlamli duzeyde azalmig olmasi, DCM yuzeyinde gommek Uzere kullandigimiz
allojenik tenositlerin kikirdak-kemik farklilasmasi gostermediginin kanitidir. Tespit
edilen kondroid metaplazi gelisiminin otojenik tenositlerin tendon hasarina karsi
goOsterdigi bir tepki olarak gelistigi dusunulebilir. Calismamizda tespit edilen bu
durum, Gigante ve arkadaglari [125]'nin tendon icerisinde meydana gelen herhangi
bir hasara kargi tenositlerde kondroid metaplazi gelisebilecegi yoninde agiklamasi ile

tamamen uyum igerisindedir.

On ikinci (12.) haftadan sonra, hlcrelerarasi alan organizasyonu yodnunden
Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit gruplarina ait histolojik incelemeler benzer
bulgular oldugunu ortaya koymustur. Codu preparatta kollajen fibriller paralel
dizenlenis gdsterirken, hicre/matriks oraninin hemen hemen normal tendon ile
uyumlu fizyolojik dizeye ulastigi tespit edilmistir. Ancak, tim bu dizenlenislerin,
Kontrol ve DCM Kontrol gruplari ile karsilastirildigi zaman DCM+Tenosit grubunda
daha basarili oldugu belirlenmistir. On ikinci (12.) haftadan sonra az sayida da olsa
bazi preparatlarda gorulen inflamasyonun normal oldugu duasunulmektedir. Stoll ve
arkadaslar [133], 12. Haftadan sonra tespit edilen inflamatuvar hucrelerin —6zellikle
IOkositlerin-  sitokinler salgilayarak fibril duzenlenisine etkisi oldugunu rapor

etmislerdir. Bu bulgular, galismamiza ait bulgulara agiklik getirmektedir.

Yapilan bir ¢ok calisma biyolojik ya da sentetik olarak hazirlanan graft
materyallerinin iyilesme slrecinde tendonun mekanik 06zelliklerinde zayiflama
meydana getirebildigini, doku yapisini zayiflattigini, doku batinligini bozdugunu ve
cevre dokularda asinmalara neden olabildigini gostermistir [141-144]. Bu
nedenlerden o6turl, deneysel uygulamalar (manipllasyon) sonrasinda, elde edilen
orneklerde yalnizca histopatolojik incelemeler degil; biyomekanik olgimler de
yapilmaktadir. Carpenter ve Hankenson [145]'a gore, tendonun asil gorevi gerim
glcunu kas ve iskelet sistemi arasinda iletmek oldugu icin; yapilan doku mihendisligi
uygulamasinin etkinligini sinamada en onemli kriterlerden birisi biyomekanik
Olcimlerdir. Bu amag¢ dogrultusunda, Kontrol, DCM Kontrol ve DCM+Tenosit
gruplarina 4, 8, 12 ve 24. haftalara ait tendon kesitlerinin alan, maksimum yuk, rijitlik,

Young Modulu, gerinme, uzama ve enerji alimi verilerine ait 6lcum ve hesaplamalar
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yapilmig; elde edilen verilere istatistiksel testler uygulanmis ve DCM igeren DCM
Kontrol ve DCM+Tenosit gruplarinda maksimum ylke dayanikhligin daha yuksek
oldugu ve haftalar ilerledikge istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis gosterdidi

tespit edilmigtir.

Palmes ve arkadaslari [146], biyomekanik olglimler arasinda en énemli verinin
maksimum ylUk dederi oldugunu ve iyilesmenin oldugunu kanitlayabilmek icin erken
evrelerde matriks organizasyonu nedeni ile maksimum yukidn zayif; ilerleyen
evrelerde ise bu dayanikliigin istatistiksel olarak anlamli dlgude artis gostermesi
gerektigini belirtmektedirler. Aspenberg ve Virchenko [104]'nun sigan Asil tendonu ile
yaptiklari ¢alisma sonucunda maksimum yuk verileri haftalara bagdimli olarak artis
goOsterdiginden bu sonugla ortismektedir. Calismamizda yapilan oOlgimlerde 24.
haftanin sonunda, DCM iceren DCM Kontrol (90,7N) ve DCM+Tenosit (99,6N)
gruplarinda maksimum ylUke dayanikliigin Kontrol grubuna (78,9N) goére daha
yuksek olmasi ve haftalar ilerledikge istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis
gOstermesi onceki calisma ile uyumlu bir sonug¢ olarak kabul edilmektedir.
DCM+Tenosit grubundan, Kontrol ve DCM Kontrol gruplari ile kiyaslandigi zaman
daha yUksek olgum verileri elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar ve gerilim-gerinim
grafiklerindeki haftalara bagh bulgular, ¢alismamizin temel hipotezini dogrulamakta
ve DCM+Tenosit grubunun tendon rejenerasyonu Uzerindeki etkinligini ortaya
koymaktadir. Tenositlerin DCM ylzeyine gdmulmesi dokunun dayandigi maksimum

yukU arttirmaktadir.

Alan hesaplamalarindan elde ettigimiz veriler doku kalinhginin uzun suire
korundugunu gostermektedir. Kontrol grubunda bu siskinlik genel olarak 4 ve 8.
haftalarda istatistiksel olarak anlamli bir alan artisina neden olmustur. Benzer durum,
Aspenberg ve Virchenko [104]'nun Sprague Dawley siganlar ile yaptiklar Asil
tendonu rejenerasyonu c¢alisma sonuglarinda ilk 2 haftada alan artigi olarak rapor
edilmistir. DCM Kontrol ve DCM+Tenosit gruplarinda ise alanin haftalar ilerledikge
azalma gOstermesi, hasarli dokunun iyilestigini ve hucrelerarasi alan
organizasyonunun yavas yavas tamamlanarak paralel dizenlenigin tekrar olustugunu
ortaya koymaktadir. DCM+Tenosit grubunda 8. haftada alan muhtemel hlcre
infiltrasyonu nedeni ile artis gostermis; ancak 12 ve 24. haftalarda Kontrol ve DCM
Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda azalisa ge¢mistir. Nagasawa ve arkadaslari

[29]nin tavsan Asil tendonu ile yaptiklari 12 haftalik rejenerasyon cgalismasinin
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sonuglarina gore iyilesme ilerledikge doku alani da azalmaktadir. Benzer sonuglar
Perry ve arkadaslar [147]'nin Spraque-Dawley si¢anlarda ince barsak submokozasi
grafti ile yaptiklari 16 haftalik rejenerasyon calismasinda da goérulmustir. Bu
calismalara ait sonuglar verilerimiz ile uyum igerisinde olup, iyilesme
mekanizmalarinin iyi bir egilimde oldugunu kanitlamaktadir. Elde edilen bu sonuclar,
maksimum yuk verilerini de desteklemekte ve dokuya ait alan azaldikga maksimum
yuk degerleri artmaktadir. Bulgularimiz, sigan tendonu ile yapilan énceki ¢alismalar

[41] ile uyumludur.

Aspenberg ve Virchenko [104]nun sigan Asil tendonu rejenerasyonu
konusunda yaptigi ¢alisma, olusan hasar sonrasinda iyilesme sureci ilerleyip, doku
gerime karsi dayaniklilk kazandikga enerji aliminin arttigini  gostermistir.
Calismamizdan elde edilen verilere gore dokunun kopmasi igin gerekli olan eneriji
alimi verileri Kontrol ve DCM Kontrol gruplariyla kiyaslandigi zaman DCM+Tenosit
grubunda istatistiksel olarak anlamli dlgude fazladir. Enerji alimi, kopma anindaki
doku uzamasi ile orantili oldugundan; DCM+Tenosit grubuna ait verilere gore, bu
gruptan alinan érneklerin kopmaya dayanarak oldukga ylksek bir uzama o6zelligi

gOsterdikleri tespit edilmistir.

Perry ve arkadasglari [147], rijitik degerinin ilerleyen haftalarda yuUksek
olmasinin rejenerasyon Uzerindeki pozitif etkisi oldugunu bildirmiglerdir. Aspenberg
ve Virchenko [40] da, si¢can Asil tendonu ile yaptiklari rejenerasyon c¢alismasinda
rijitik degerinin hafta artisiyla birlikte dogru orantili olarak yikselme egiliminde
oldugunu rapor etmislerdir. Bu bilgiler dogrultusunda, c¢alismamizdan elde edilen
rijitlik degerleri oldukca anlamli ve mevcut calismalarin verileri ile ortusmektedir.
Calismamizda DCM+Tenosit verileri 6zellikle 4 ve 8. haftalarda Kontrol ve DCM
Kontrol verilerinden istatistiksel olarak anlamli dizeyde daha yuksektir ve ilerleyen
haftalarda tim orneklere ait degerlerde artis vardir. Gerilme verileri de bu sonuglar ile
uyumlu olup, DCM+Tenosit grubunda surekli artis gostermistir. Gerilme verilerinin
ilerleyen haftalar ile artis gostermesi Thomopoulos ve arkadaslari [41]'nin tendon
defektinin rejenerasyonu Uzerinde kan pihtisinin etkilerini arastirdiklari ¢alismanin

bulgulari ile de ortugmektedir.

Calismamizdan elde edilen tum veriler bir arada degerlendirildigi zaman,
uygulamasini yaptigimiz DCM'’in hasarli doku ile biyolojik bir uyum gosterebildigi hem

histopatolojik incelemeler, hem de biyomekanik olcimler ile kanitlanmigtir. DCM
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yuzeyine tenositlerin gomulmesi ise, histopatolojik ve biyomekanik sonuglara gore
DCM'nin etkinligini arttirmistir. Bu anlamda, 24 haftalik bir stre zarfinda, iyilesmekte
olan dokunun normal tendon dokusuna benzerligi diger gruplar ile kiyaslandigi
zaman daha hizhh ortaya c¢ikmigtir. Ayrica biyomekanik 6l¢im ve hesaplama
sonuglarina gore DCM+Tenosit kompozitleri iyilesmekte olan dokunun mekanik
Ozellikleri Uzerinde son derece olumlu etkiler olusturmustur. Bu noktada DCM
yuzeyine gdbmmek icin kullanilan tenositlerin kultlr sidrecinde karakterizasyonlarinin
yapilmis olmasi en énemli noktayi teskil etmektedir. Ureme egilimi, rejenerasyon igin
gerekli olan proteinlerin hucredeki Uretimi ve ayni proteinlerin gen ifadesi duzeyindeki
artig/azalislarinin tespit edilmesi hi¢ kuskusuz DCM+Tenosit kompozitlerinin etkin

kullanilabilirligini arttirmigtir.

Doku muihendisligi uygulamalari tendon graftlarinin  geligtiriimesini ve
sakatlanma sonrasi rejenerasyon sirecinin kisalmasini saglamahdir. Ozellikle,
deselulerizasyon ile elde edilen matriksler ve bu matrikslerin yuzeyine hucre
gomulmesi ile elde edilen kompozitler hastada immin yanit gelismeden doku
rejenerasyonunu hizlandirmaktadir. Mevcut c¢alismada, sigan Asil tendonu
rejenerasyonu igin hazirladigimiz deselllerize matriks - hlicre kompozitlerinin hem
histopatolojik incelemeleri, hem de biyomekanik analizleri bu kompozitlerin doku
rejenerasyonunu arttirdigini ortaya koymaktadir. Calismamizdan elde edilen veriler
ortopedik cerrahi alanindaki énemli bir sorunu dogrudan ilgilendirmekte ve tendon

rejenerasyonu uygulamalari igin gelecege yodnelik umut verici sonuglar tagimaktadir.

Sonug olarak, bu galismada ilk defa DCM+Tenosit kompozitlerinin sigan Asil
tendonu rejenerasyonu Uzerindeki etkinligi ortaya koyulmustur. Calismadan elde
edilen bulgularin, deselllerize matrikslerin tenositler ile birarada kullanilarak tendon
defektlerinde uygulanabilirligi konusundaki bilgi ve deneyim eksikligini giderecek
yonde oldugu ve DCM+Tenosit kompozitlerinin uygulanmasi sonucunda Asil tendonu

iyilesmesinin hizlandigr dusunulmektedir.
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