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SIMGELER ve KISALTMALAR

CFU-F: Koloni olusturan birim-fibroblast (colony forming unit fibroblast)
KISH: Kemik iligi stromal hiicreleri

MKH: Mezenkimal kok hiicre

MPH: Mezenkimal progenitér—onciil hiicreler

MAPC: Multipotent erigkin progenitor hiicresi,

MIAMI: Eriskin kemik iligi kaynakli indiiklenebilir multilinage hiicre
IK-MKH: Insan kemik iligi multipotent kok hiicresi

DNA: Deoksiroboniikleik asit

RNA: Riboniikleik asit

CD: Farklilagma kiimesi (cluster of differentiation)

SH: Src Homologu

MHC: Major histokompatibilite kompleksi

IL: Interldkin

SsMKH: Sican mezenkimal kok hiicresi

MEM: Minimal essential medium

PBS: Phosphate-buffered saline

P: Pasa;j (alt-kiiltiir)

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

KOGEM: Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi
sKI-MKH: Sican kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre
DMEM: Dulbeccos-minimum essential medium

FBS: Fetal bovine serum

FITC: Florasan izotiosiyanat

Ig: immunoglobulin

HCI: Hidroklorik asit

BrdU: Bromodeoksiiiridin

N: Newton
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1. AMAC VE KAPSAM

Tendon yaralanmalari, sanayilesmenin artmasi ve insanlarin degisik spor
dallarina ilgi duymasi sonucu giinlimiizde giderek artmaktadir. Konservatif veya
herhangi bir cerrahi teknikle tedavi edilen bu yaralanmalar iyilesmenin geg

donemlerinde reriiptiirler ile karsimiza tekrar ¢ikabilmektedir.

Tendon tamirinde asil hedef, uygun dikis materyali ile iyi bir cerrahi teknik
sonrast erken hareket baslayabilmektir. Erken hareket verilen tendonlarda iyilesme,
biyomekanik acidan, hareket verilmeyen tendonlardaki iyilesmeye oranla daha
iyidir(1,2). Fakat aktif egzersizlerin verildigi donemde tendon reriiptiirleri, tedavinin

onemli bir komplikasyonudur.

Kok hiicreler, son yillarda tiim tip camiasinin iizerinde durdugu, her y1l birgok
yeni ¢alismanin yapildigi bir konu haline gelmistir. Sundugu veya sunacagi imkanlar
diisiiniildiiglinde bir¢ok hastali§a care olmasi beklenmektedir. Kok hiicrelerin klinik
kullanimi iizerinde daha ¢ok onkolog ve hematologlar caligmaktadir, ancak en

faydal1 olacagi alanlardan biri de Ortopedi ve Travmatoloji olacaktir.

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH), kas ve tendonlar gibi diger konnektif doku
elamanlarina farklilasmasi ile ilgili ¢alismalar da yapilmaktadir.Biyokimyasal ve
histolojik analizlerin gelismis doku yapisini ortaya koymasina ragmen, tendonun tam
lyilesmesini temin etmek, biomekanik Ozellikleri ve hasarlanmis tendonun

fonksiyonelligini gelistirmek i¢in daha bagka ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Bu calismanin amaci, tendon tamiri yapilan alana iyilesmenin ge¢ doneminde
mezenkimal kok hiicre uygulanmasinin, tendon reriiptiirleri {izerine etkisini

arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TENDONLAR

Tendonlar, kasi kemige baglar, yiikii kastan kemige iletir, sonucta eklem
hareketinde rol alir, kasin hareketini sagladig1 eklemden belli bir mesafede kalmasini

saglar (1).

2.1.1. Tendonlarin Histolojik Yapis1

Tendonlar, parallel kollajen liflerden olusan seyrek damarlanmis yapilardir. Az
sayida fibroblast (hacimlerinin yaklasik %20°si) ve bol miktarda hiicre dis1 matriks
igerirler. Hiicre dis1 matriks, yaklasik %70 oraninda su ve %%30 oraninda kollajen,

baz madde ve elastinden olusur (1).

Tendon hiicreleri hiicre dis1 matriksin tiim bilesiklerini sentezler. Matrikste
tendona kendi giiciinii kazandiran uzun iplikler halinde siki tip 1 kollajen demetleri
vardir. Kollajen arasinda kiigiik proteoglikan ve glikozaminoglikan zincirlerinden
olusan ara madde mevcuttur. Normal tendonda 151k mikroskobunda fark edilmeyen

¢ok az ara madde vardir (3).

Fibroblastlar, fibrositlerin aktif seklidir. Fibroblast bir kollajen Onciisii olan
prokollajeni salgilar, prokollajen de hiicre disinda tip I kollajen olusumunda rol alir.
Fibroblastlar bu 0zellikleri ile tamirci hiicreler olarak gorev yaparlar. Yara

bolgesinde toplanarak intraseliiler maddeler salgilarlar ve skar dokusunu olustururlar

3).

Kollajen lifleri ve fibrositler arasinda kalan dar araliklar yapiskan 6zelligi olan
sekilsiz bir ara madde (amorf madde) ile doldurulmustur. Tendonda kollajen yapim
ve yikim hiz1 (turnover) olduk¢a yavastir. Kollajen molekiilleri arasindaki capraz
baglar, dokulara sahip olduklar1 direnci saglar. Kollajen liflerinin dizilimi dokunun
fonksiyonunu belirler. Tendondaki kollajen liflerinin parallel dizilimi dokuya tek

yonlii yiliksek gerilme kuvvetlerine dayanabilme yetenegi saglar(1).



Tendonlar kas ile kemik arasinda mekanik gii¢ naklediciliginin yam sira, kas
kontraksiyonunu da diizenlemektedir. Elastik enerji deposudur, beklenmedik ani
hareketlerde giicii absorbe ederek azaltirlar. Kasin devamliligini saglayan tendon,
kemik veya kikirdakta sonlanir (4). Gii¢ dagilimi icin tendonlar kemige, 4 farkh
gecis doku baglant1 tipini kullanarak yapismaktadirlar (1, 2).

1- Tendon

2- Fibrokartilaj (kollajen lifler fibrokartilaj yapiya doniiserek)

3- Kemik (mineralize kikirdak dokusu kortikal kemikle birleserek)
4- Sharpey Lifleri

Kemige yapisma yerinde tendonun santral fibrilleri korteksi delerek kemik
icinde kaybolurlar. Periferik fibriller ise, periost fibrilleri ile birbirine karisirlar.
Kikirdak yapisma yerinde ise tendon fibrilleri perikondriuma girerek yaygin olarak

dagilirlar (4).

Iki tip tendon vardir (2);
- Paratenon ile ¢evrili olanlar,

- Kilifli tendonlar.

Belirli sayidaki kollajen lifi birleserek primer demetleri olustururlar ve ¢iplak
gozle de goriilebilen bu olusumlar tendon lifi olarak adlandirilirlar (Sekil 1) (3).
Primer demetlerdeki kollajen lifleri, seyirleri esnasinda dallanarak anastomozlar
yaparlar. Kollajen lif demetleri arasina paralel yerlesmis az sayidaki fibrositler, enine
kesitlerde demetler arasina sokulan isinsal sitoplazmik uzantilara sahiptirler ve
bulunduklar1 yerin seklini alirlar (5). Tendon fibrositleri “tendon hiicresi” veya
sitoplazmik uzantilarinin, lifler arasinda kanat gibi uzanmasi nedeniyle “kanath
tendon hiicresi” olarak da adlandirilirlar. Endotenon ince gevsek bir bag dokusudur.
Primer lif demetlerinin etrafinda kollajen demetlerine paralel olarak yer alir ve
tendon fasikiillerini ayirarak sarar. Bu bag dokusu ile birlikte damar sinir yapilari

kollajen lifleri arasinda seyreder (6).



Endotenon ile demetler birbirlerine baglanirlar. Bu sekilde olusan sekonder
demetler epitenonla cevrelenmistir. Epitenon iki tabaka halindedir. Igteki tabaka
endotenon iizerinde seyreder ve sinirler i¢in koruyucu islev goriir. Distaki tabaka ise
cevre bag dokusu ile devam eder. Epitenon hiicreleri, tendon onariminda ¢ok énemli

bir rol oynar (5).

Tersiyel
fiberd E'mE'E

Sekonder
fiber demeti
{Faesikill
Primer
fiber demeti

feb frsiicdl )

Kollajen
fiber

Kollajen
fibril

Sekil 1: Tendonun yapist (5).

Epitenonun smirladig1 sekonder demetlerin herbiri fasikiil olarak adlandirilir.
Bir tendon belli sayida fasikiiliin paratenon denen oldukg¢a kalin bir bag dokusuyla
sarilmasiyla meydana gelir. Paratenon epitenonun dis yiizeyini destekler. Epitenon ve
paratenon i¢inde elastik lifler de bulunur ve kan damarlarindan olduk¢a zengindirler.
Oysa endotenonda ¢ok az sayida damarsal yapr mevcuttur. Primer demetler i¢inde ise
hi¢ damar yoktur. Dolayistyla metabolizma oldukga yavastir (1,3). Paratenonun dis
ylizeyi diizdiir ve ¢evre dokuyla ¢ok sayida baglanti igermektedir. Boylece tendon
hareketleri kisitlanmamis olur. Siirtiinmelere yol agabilecek kemik ve benzeri sert
dokular {izerindeki tendonlar sinovya (vagina tendineum veya tendon kilifi) adi
verilen bir bag dokusu kilifi i¢inde uzanirlar. Bu kilif mezenkimal kdkenli yassi

hiicrelerden olusan iki tabakadan meydana gelmistir. I¢ tabaka paratenona siki



sekilde tutunurken dis tabaka gevre dokulara yapisiktir. Iki tabaka arasinda bir bosluk
mevcuttur ve tabakalarin bosluga bakan ylizleri devamliligi olmayan mezotel
hiicreleri ile dosenmistir. Bu boslukta sinovya benzeri protein, glikozaminoglikan,
glikoprotein ve iyonlar iceren bir s1v1 bulunur. Bu sayede tendon, en dis kilif i¢inde
kayarak hareket edebilme 6zelligini kazanir. Asil tendonun paratenonu el ve bilek
tendonlarinda olan sinovya tabakasina sahip degildir. Fakat bu tabaka asil
tendonunun posteriorunda mukopolisakkaritlerle kayganlasmis birka¢ ince kayan

membrana doniistr (7).

2.1.2. Tendonlarin Damar ve Sinir Yapisi:

Tendon beslenmesi iki ayr1 kaynaktan olmaktadir;
- vaskiiler perfiizyon,

- sinovyal difiizyon.

Green’in ¢alismasinda, diffiizyonun perfiizyondan daha etkili oldugu sonucuna
varilmis ve diffiizyonun vaskiiler yapidan arindirilmis tendonun beslenmesi ig¢in

yeterli oldugu belirtilmistir (8).

Rothman ¢alismasinda tendonlarin damarlanmasini incelenmis olup bunlarin

tic bolgeden kanlandigin1 gostermistir. Bunlar:

1- Adeleye ait damarlarin dallarindan,
2- Tendonun adele ve periosta insersiyo yerinden giren damarlardan,
3- Tendonu ¢evreleyen paratenon, mezotenon ve vinkula denen konnektif

dokulardan giren damarlardan kanlanmaktadir (9).

Tendonlar afferent sinirlerden zengindirler. Sinir liflerinin bir kismi,
tendonlarin kasa yakin bolgelerinde, tendon mekigi adi1 verilen yapilar1 olustururlar.
Tendon mekigi, sinir liflerinin bag dokusu tarafindan sarmalanmis kollajen lifleri
etrafinda dolanmasiyla olusur. Diger bolgelerde serbest sonlanmalar da goriiliir.

Afferent sinir lifleri, tendonlar1 agir1 uzamalara kars1 korurlar (5).



2.1.3. Tendon Iyilesmesinin Evreleri:

Tendon yapis1 herhangi bir sebeple bozuldugunda iyilesme ve skar olusturma
stireci baglar. Tendon iyilesme siiregleri genel olarak hayvanlar iizerinde yapilan
calismalar sonucu ortaya konmustur. Tendon iyilesmesi iki teori {iizerinden
aciklanmaya cahgilir. Intrensek iyilesme modelinde epitenon ve endotenondaki
fibroblastlarin ¢ogalmasi ve bu kiliflarin sagladigi kanlanma gorev alir. Ekstrensek
iyilesme modeli ise tendon iyilesmesi i¢in ¢evre dokulardan gelen inflamatuar
hiicrelerin, tenositlerin ve ekstratendindz kanlanmanin gerekli oldugunu savunur (5).

Her iki durumda da iyilesme siireci temel olarak ti¢c donem igerir.

Sekil 2: Tendonda iyilesme evreleri



2.1.3.1. inflamasyon Evresi: Tendon giiciiniin en az oldugu dénem olup onarimdan
sonraki ilk 3-5 giinde olusur. Bu donemde en belirgin olan 6zellik hiicre migrasyonu
ve fagosit aktivasyonudur. Infiltre olan iltihabi hiicreler fibroblast olarak farklilagirlar

(Sekil 2-A) .

2.1.3.2. Fibroblast veya Tamir Evresi: Fibroblastik farklilasma ve damarlanmada
artma ile karakterize bir donem olup bu donemde kollajen sentezinde hizli bir artig
mevcuttur. Tendon tensil giicli ve diizeni tam olarak saglanamamistir. Onarimdan
sonraki 5. giin ile 6. haftaya kadar olan donemi kapsar. Kollajen sentezi sayesinde

zamanla tendon giiclinde artma izlenir (Sekil 2-B).

2.1.3.3. Remodeling veya Olgunlasma Evresi: Tendon iyilesmesinde son asamadir.
Kollajenlerin olgunlagmasi ve yapisikliklarin olusmasi ile karakterize bir donemdir.
Tendon giiclinde artma ile birlikte fibroblastik aktivite ile kollajenler uzunlamasina

yerlesir. Bu son faz 6 ile 12 ay kadar devam eder (Sekil 2-C).

Tendon 1iyilesmesi, siire agisindan, tiirlere gore farklilik gosterir. Yapilan
deneysel bir calismada kopek, kedi, tavsan, rat ve Gine domuzlarinda tendondaki
iyilesmenin farkli siirelerde tamamlandigi gdosterilmistir. Ratlarda 60 giin,
tavsanlarda 180 gilinde tam iyilesme goriilmiis, kdpeklerde ise 358 giin gectigi halde

tam iyilesme goriilmemistir (10).
2.1.4. Tendon Biyomekanigi

Tendonlar kuvveti kastan kemige aktarirlar. Kollajenin mekanik davranisi,
molekiiler yapisindaki baglarin sayisi1 ve bigcimiyle degisiklik gdsterir. Gerilme egrisi
tendonun yiik altindaki davramisimi aciklamada yardimci olur. Istirahat halinde
kollajen fibrilleri kivrimli bir haldedir. Egriligin ilk kisminda goriilen konkav bolge
tendonun boyunun %?2 si kadar gerildigi doneme aittir ve kivrimli kollajen yapisi bu
donemde diizlesir (Sekil 3). Bu noktanin 6tesinde tendonlar kollajen iiglii
helikslerinin molekiilleri arasindaki baglarin kirilmasia bagli olarak cizgisel bir
sekilde deforme olurlar ve kollajen fibrilleri paralel hale gelir. Gerilme %4 {in altinda

kalir ise tendon elastik 6zellik gosterir ve tizerindeki yilik kaldirildiginda baslangi¢



uzunluguna doner. Gerilme %#4’iin iistiinde olursa kollajen yapisinda mikroskopik
diizeyde bozulma baglar. %8-10‘un iizerinde ise goézle goriilen bir deformasyon

vardir (5).

BT
) 1

A0} 4
Ferim

(kuvvetialan) 701

L

Gerilme (%)

Sekil 3: Tendonun gerim altinda uzama egrisi

Kosu sirasinda asil tendonu {izerine binen yiikiin 9000 N’a kadar ¢iktigi
belirlenmistir (11). Bu kuvvetler bir tendonun karsilayabilecegi kuvvetten yiiksek
oldugu i¢in yiikiin uygulanma hizinin da tendonun tasiyabilecegi maksimum yiik
miktart iizerinde etkili olabilecegi bildirilmistir (12). Tendona uygulanan gerim ne

kadar hizl1 ve oblik planda ise tendonun kopma riski o kadar yiiksektir (13).

Bir kollajen fibrilinin mekanik giicii, ti¢lii heliks yapisinda olusturdugu molekiil
i¢i baglarla birlikte ¢apiyla da iliskidir. Oyle ki fibril cap1 arttikga biyomekanik
dayaniklilik da artmaktadir (14). Dejenerasyona ugramis tendonlarda ve tendon
iyilesmesi siirecinde, yogunlugu artan tip III kollajen fibril ¢capinin tip I ‘e gore daha

kiiciik ve gerilme kuvvetlerine kars1 daha dayaniksiz oldugu bilinmektedir (15).

Steiner ¢aligmasinda siganlarda tendon iyilesmesi sirasinda, 3. haftada tendon
giicliniin normalin %50’si, 4. haftada ise %25’1 kadar oldugunu gostermistir (16).
Diger bir calismada da sigan patellar tendonlarinda olusturulan yaralanma modelinde

28. glinde apoptozisin maksimum oldugu gdsterilmistir (17).



2.2. KOK HUCRELER

2.2.1. Kok Hiicre Tarihgesi:

Mitolojide atesi Olimpos Dagindan, tanrilardan ¢alarak insanliga hediye etmesi
lizerine Zeus tarafindan cezalandirilan Prometheus’un hikayesi kok hiicre kavramina
bir Ornektir. Zeus tarafindan Kafkas (Kaf) daginda bir kayaya baglanarak
karacigerinin hergiin bir kartal tarafindan yenmesi seklinde bir cezaya carptirilan
Prometheus’un karacigeri hergiin kendisini yenilemektedir. Bu, karaciger hiicresinin
rejenerasyon yetenegi ve dolayisi ile kok hiicre kavramini ortaya koyan ilk hikayedir.
Yiizyillar sonra bu transplantasyon hayali ve teknolojisi, bir profesyonelin eline
gecerek klasik edebiyatin bir u¢ Ornegini olusturacak sekilde Mary Shelley’in

Frankenstein romanina malzeme olmustur (18).

Kok hiicre konusunda ilk 6nemli 6ngdrii Alman bilim adami Carl Rudolph
Wirchow'un 1800'lii yillarin bagindaki "Omnis cellula e cellula = tiim hiicreler baska

hiicrelerden gelisir" yaklagimidir (19).

1949 da Jacobsen ve ark., 1951 de Lorenz ve ark. ilk defa 6liimciil dozda
isinlanmis  hayvanlari kurtarmak i¢in kemik iligi inflizyonu ihtimalini ortaya

atmiglardir(20).

Bugiiniin kok hiicre tedavisi ilizerine diinyada belki de ilk ¢aligmalar1 yapan,
insan Omriinii uzatmanin yolunun, dogum sonrasi atilan plasentalarda, kordon
hiicrelerinde oldugunu sdyleyen arastirmacit Prof.Dr.Siireyya Tahsin Aygiin’diir.
1950-1960°11 yillarda kendisi hayvanlarda fetal greftler ve kordon kani greftleri ile
cesitli hastaliklarin tedavisinde arastirmalar yapmis ve almanca tip dergilerinde
yayinlamistir. Aygiin 1971 yilinda "6rnegin kalp kiiltiir hiicresi enjekte edilen bir
organizmada, kalbe yerlesiyor; hiicreler 2-7 ay i¢inde gelisiyor, 35- 45 giin i¢inde de
hasta organi yeniliyor" diyerek zamaninin 6tesinde bir yaklasimla hiicrenin giiciinii

vurgulamistir (19).

Mezenkimal kok hiicreler, ilk kez fetal buzagi serumu igeren kemik iliginin

ortama yayilmas: sonrasinda, kemik hiicrelerine ve adipositlere farklilasan ve



fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre kolonilerinin gelistigini gosteren Fridenshtein
tarafindan tanimlandi. Sonraki in vivo ve in vitro ¢alismalar, mezenkimal kok
hiicreleri her iic germ yapragindan koken alan hiicre veya dokular1 olusturan bir
multipotent kok hiicre kaynagi olarak belirlemislerdir. Bugiine kadar bu hiicreleri
temsilen bir¢ok isimlendirme kullanilmistir. Onceleri “koloni olusturan birim-
fibroblast (colony forming unit fibroblast; CFU-F)” ya da “kemik iligi stromal
fibroblastlar1” adlandirmalar1 kullanilmis, fakat zamanla yerini kemik iligi stromal
hiicreleri (KISH), mezenkimal kok hiicreler (MKH) ya da mezenkimal progenitdr—
onciil hiicreler (MPH) gibi adlandirmalara birakmistir. Son olarak, Minnesota
Universitesi’nden Catherine Verfaillie bu hiicreleri “multipotent eriskin progenitdr

hiicreler’olarak tanimlamistir (21).
2.2.2. Kok Hiicre Nedir ?

Canlilarda kendilerini yenileme ve farklilagma kabiliyeti bulunan hiicrelere kok
hiicre denir. Organizmanin tiim yasami boyunca kendini yenileme Ozelliklerine
sahiptirler. Bu  Ozelliklerinden dolayr in vitro kiiltiirlerde  kolaylikla
cogalabilmektedirler. Belirli biyolojik sinyaller altinda fenotiplerinden tamamen
farkli bir hiicre tipine doniisebilme potansiyelleri vardir. Bunun en iyi Ornegi
dollenmis yumurtadir ki viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme potansiyeli olan bu ilk
embriyonel hiicreye "totipotent" hiicre denmektedir (Sekil 4). Fertilizasyonun
yaklagik besinci giiniinde bu hiicreler mezoderm, endoderm ve ektodermden koken
alan c¢ok farkli hiicre ¢esidine doniisebilme yetenegi olan "blastosist"e doniisiirler. Bu
Ozellige sahip hiicrelere de "pluripotent" hiicreler denir. Hayatin ilerleyen
donemlerinde yerlestikleri dokunun hiicre tipini iireten daha 6zellesmis eriskin tip
kok hiicreler ortaya cikar. Kemik iligi kok hiicreleri gibi olan bu hiicrelere de

"multipotent" hiicreler denir(19).
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Totipotent Hiicreler  Blastosist

Sekil 4: Totipotent hiicrelerin yeni bireylere kaynaklik etme potansiyeli (21).

Kok hiicreler bulunduklari yere gore siniflandirilabilirler (Sekil 5).

1- Embriyonik kok hiicreler (erken embriyo doneminde blastokistin ig

tabakasinda bulunur.)
2- Non-embriyonik kok hiicreler

a- Erigkin kok hiicreler (somatik kok hiicreler)

—Hematopoetik kok hiicre

- Kemik iligi kaynakli kok hiicreler

- Periferik kan kaynakli kok hiicreler

— Stromal kok hiicreler

- MKH: Mezenkimal kok hiicre

- MAPC: Multipotent erigkin progenitor hiicresi,

- MIAMI: Erigkin kemik iligi kaynakli indiiklenebilir multilinage hiicre
- IK-MKH: Insan kemik iligi multipotent kok hiicresi

—Organ spesifik kok hiicreler

b- Fetiis kok hicreleri
c- Kadavradan elde edilen kok hiicreler
d- Gobek kordonu veya plasental kok hiicreler

e- Partoneod hiicrler
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f- Dedifferansiasyon ile herhangi bir hiicre kok hiicre haline gelen hiicreler

Gesitl kék hiicre tipleri

Zigot

N

®9
(OO
©®®

8 Hiicreli Embriyo

@ “"

Totipotent Hiicre

Noron

Pluripotent )
P Wy Epitel
hiicresi

@ ? Fibroblast

Embriyonik kok
hiicreler
I+ HKan Hiicre
L leri

Multipotent

Beyin 9 Q % Sinir Hiicreleri

Sinir Kik Hiicreleri

Erigkin

Hematopoetik Kok Hc.

: 9 > Deri ve Sinir
(1]
= p Hiicreleri

Deri Kok Hucreleri

Sekil 5: Kok hiicre tipleri (21)

Bugiin reperatif ve rejeneratif tip olarak tanimlanan bir alanda embriyonel,
fetal, kadavra hiicrelerinin allojenik oluslari, ozellikle embriyonel hiicrelerde
gosterilen teratom olusturma riskleri ve bazi etik sorunlar1 beraberlerinde tagimalari
nedeniyle klinik uygulamalarda son derece kisitli kullanilirken; dedifferansiasyon ile
elde edilen kok hiicreler ile parteneot hiicreler sadece hayvan modellerinde
calisilmaktadir. Otolog organ spesifik kok hiicrelerin {iretim zorlugu ve amaglanan
hedefler i¢in yeterli sayilarda elde edilememesi nedeniyle klinige yansimasi ¢ok
azdir. MAPC, MIAMI ve IK-MKH ise iiretimleri zor, zaman alic1 ve ¢ok fazla
manuplasyon gerektirdikleri i¢in heniiz klinikte yeterli uygulama alam
bulamamiglardir. Bu alanda klinige en ¢ok yansiyan hiicreler otolog hematopoetik ve

klasik mezenkimal kok hiicrelerdir (21).
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2.2.2.1. Embriyonal kok hiicreler

Blastosit adi verilen  hiicre kiimesinden alinan hiicrelerin her birine
"embriyonel kok hiicre" denir. Daha sonra bu hiicreler kiiltiirlerde cogaltilarak
bilimsel arastirmalarda kullanilabilir. Embriyonel kok hiicreleri genellikle tiip bebek
tinitelerinden elde edilir. Erigkin kok hiicrelerden farkli olarak embriyonel kok
hiicreler ¢ok daha hizli ¢ogalma giicline sahiptir. Cogalma c¢esitliligi olarak da
embriyonel kok hiicreler, daha genis bir yelpazeye sahiptirler. Farklilasma
potansiyeli erigkin kok hiicrelere gore daha fazladir (22). Hiicrelerin bdliinme
kapasitesini, belirleyen faktorlerden biri dogrusal kromozomlarin ucunda yer alan ve
“ telomer ” denilen DNA zincirleridir. Telomerik DNA, her bir ¢ogalma dongiisii
esnasinda ve oksidatif DNA hasarlanmasi gibi diger nedenlerden dolay1 kaybolur.
Her replikasyon sonrasi kromozom kisalir. Bu kaybi karsilama, telomerler
biinyesinde tersine transkriptaz telomeraz proteinini (W\TERT) ve telomeraz RNA
(hTR) taslagini tasiyan bir riboniikleoprotein olan telomeraz tarafindan uzatilarak
saglanir. Enzim, her replikasyon sonrasi telomerin kisalmasini énlemek i¢in sayisiz
telomerik tekrar dizilerini kromozomun 3’ ucuna takarak kromozomun kisalmasini

engeller (21).

Sonug olarak, normal bir hiicrenin her boliiniisiinde, telomer boyu yaklagik 100
baz cifti kadar kisalir. Telomer kisalmasi hiicre bdliinmesini sayan bir saat gibidir ve
telomerler normal insan somatik hiicrelerinin bdliinme sayilarini1 diizenleyen 6énemli
unsurlar olarak ortaya ¢ikmislardir. Somatik hiicrelerin ¢ogunda telomeraz aslinda
etkin degildir ve bundan dolayi, her hiicre boliinmesi sonucu kromozomlarin
telomerleri kisalir. Birgok boliinmeden sonra telomerde ciddi asinmalar olur ve hiicre
daha fazla boliinme kapasitesini yitirir. Diger yandan, insan germ, tiimdr ve
embriyonik kok hiicre serilerinde telomeraz etkinligi bulunmustur ve bu hiicre
tiplerinin sinirsiz bir sekilde kendini yenileyebilme kapasitesinden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Dolayistyla, telomeraz etkinligi kok hiicrelerinin bir belirtecidir

Q1).
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2.2.2.2. Eriskin kok hiicreler

Eriskin kok hiicreler, farklilasmis dokularda bulunan farklilasmamis
hiicrelerdir. Her yastaki insanda bulunan bu hiicreler kendilerini yenileyebilir ve
ihtiya¢ duyuldugunda bulunduklar1 dokudaki degisik hiicre tiirlerine doniisebilirler.
Erigkin kok hiicreler, organizma yasadigi siire boyunca kendilerinin kopyalarini
tireterek cogalabilirler. Eriskin kok hiicreler kemik iligi, kas, goz, sinir, karaciger ve
deri gibi dokularda bulunurlar. Insan viicudunda en fazla eriskin kok hiicresinin
bulundugu yer ise yag dokusu (1/100) ve kemik iligidir (1/10000). Viicuttaki tim
hiicreler erigkin kok hiicresinden elde edilemez. Embriyonel kok hiicresinden ise tim

hiicre tiirleri elde edilebilir (22).

Klinige en ¢ok yanstyan, bir erigskin kok hiicre tipi olan mezenkimal kok
hiicreler osteojenik, kondrojenik, adipojenik, miyojenik ve fibroblastik stromal
hiicreler yoniinde farklilasirlar (23,24,25). Bu kok hiicrelerin bir 6n hiicre tipi olan ve
kiiltiir kaplarina yapisan ‘multipotent erigkin progenitor hiicre’ tipi tespit edilmistir.
Multipotent erigkin progenitdr hiicreler, endotelyal, epitelyal ve hatta hematopoetik
hiicrelere farklilasabilmektedir (26). Mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi
aspirasyonundaki c¢ekirdekli hiicre popiilasyonunun % 0,001’inden daha azim
olustururlar (27). Primer Kkiiltiirleri 12-16 giinde elde edilirken daha sonraki
kiiltiirlerde sayilar1 ¢ogaltilir. Mezenkimal kok hiicreler morfolojik olarak yapisan
fibroblastlara benzerler. Mezenkimal kok hiicreler mezenkimal stromal hiicreler,
kemik iligi stromal hiicreleri, mezenkimal progenitér hiicreler olarak da
adlandirilmislardir. Isimlendirme konusundaki tartisma devam etmektedir. Geng
hayvanlarin periosteum ve kemik iliginde bol bulunmasina ragmen yasin ilerlemesi
ile sayilart azalir (25). Mezenkimal kok hiicrelerin sayist ve aktivitesi metafiz
bolgeleri ve kalin vaskiiler periostta daha coktur ve bu nedenle bu bolgelerde olan
hasarlarin iyilesmesi daha iyidir (23). Son zamanlarda MKH’in kemik iliginden
baska eklem kikirdaklari, sinovya ve periosteum gibi yapilarda bulundugu tespit
edilmigtir. Baz1 ¢aligmalarda ise diz eklem yag yastik¢iklar: da dahil olmak iizere yag
dokular1 ve hatta arter duvar1 da MKH izolasyonunda kullanilmistir (28,29,30). Bu

gozlemler Virchow’un 1863 yilinda damar duvarlarindaki ektopik kikirdak ve kemik

14



olusumunu agiklayabilir (31). Ayrica MKH gobek bagi ve fetal dolasim gibi iskelet
dis1 yapilardan da daha az oranda izole edilebilmistir (32,33)

Mezenkimal kok hiicreler belirli doku hiicre karakteri tasimayan ancak belirli
sinyaller altinda belirli doku hiicreleri (yag, kas, kikirdak, sinir, kalp kasi, endotel
vb.) yoniinde farklilasabilen hiicrelerdir (Sekil 6). Bu sinyaller travma, kirik,
inflamasyon, nekroz veya bir tiimdral dokudan kaynaklanabilir (34). Bu hiicrelerin
hareketlenmesi ve farklilagmasi kemotaksis ve integrin gibi transmembran

proteinlerin ekstraselliiler matriks ile etkilesmesi ile gergeklesir (35).

Fakat, MKH iiretimi ve ¢ogaltilmasi kiiltiirde yapildigindan in vivo sinyallerle
cogalan MKH’lerin tiim 6zelliklerini tam olarak yansitmamaktadirlar, dolayistyla in
vivo farklilasmada rol oynayan mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. Song ve
Tuan’n yaptiklar1 caligmada, belirli alkalen fosfataz aktivitesine sahip osteoblastlarin
fonksiyonel yag yapan yag hiicrelere veya kondrositlere doniismesi genetik yeniden
programlama ve yeniden farklilasma kavramlarini ortaya ¢ikarmistir. Bu olaylar
farklilagmis bir hiicrenin baska bir farkli hiicre tipine farklilagmasi olarak tanimlanir

(36).

Sekil 6: Eriskin
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Mezenkimal kok hiicrelerin izolasyon teknikleri daha ¢ok onlarin yapisma
ozelligi kullanilarak gelistirilmistir (27). Yogunluk farkina gore santifriijii takiben
yapilan kiiltiirlerde, kiiltiir kaplarinin ylizeylerine yapisan fibroblast-benzeri koloniler
yaparlar. Yapigsmayan hiicreler her kiiltiir degisiminde alinarak daha saf MKH’ler
elde edilir. Bu hiicrelerde kontakt inhibisyon o6zelligi olmadigi i¢in tekrarlayan

pasajlarla ¢ogaltilarak saf bir MKH kiiltiirii elde edilir (27)
2.2.2.3. Mezenkimal Onciiller i¢in Cogalim Hiyerarsisi

Kemik iligi, bir organizmanin biitiin hayat siiresi boyunca hem normal ve hem
de degisik sartlar altinda mezenkimal hiicreler tarafindan saglanan destegin daimi
olarak yenilenmesini, kendilerine ait yenilenme ve ¢ogul farklilasma potansiyellerine
bagli olarak saglayan serbest mezenkimal kok hiicrelerin in vivo ortamdaki barinma
yeri olarak diisliniilmiistiir. Cogalim hiyerarsisi fikri, bir dokudaki kok, bagl ve
olgun hiicreleri igine alan yapisal hiicre topluluklarini ifade etmek igin
gelistirilmistir. Kemik 1iligi kokenli mezenkimal onciillerin genis repertuvarina
uygulanabilen bu goriis ¢ogalmanin, farklilagsmanin ve olgunlagmanin ilkesel olarak
bagimsiz oldugu, diger bir deyisle kok hiicreler olgunlasmadan boliiniirken, islevsel
yeterlilige yakin hiicrelerin olgun olduklari, ancak boliinmedikleri varsayimina
dayanmaktadir. Fakat bagiml hiicre topluluklar1 boliinebilirler, olgundurlar ve kdk
hiicrelerle, islev goren olgun hiicreler arasinda Ozellikler sergiler. Dolayisiyla
halihazirda tartigilmig olan mezenkimal onciillerin kokliik kavrami, 6zgiin bir hiicre
tipine ait bir 6zellik olmayip, bir topluluk i¢indeki hiicre tiplerinin kabiliyetlerinin
yelpazesidir. Mezenkimal Onciillerdeki ¢ogalim hiyerarsisine iligkin bir sema
olusturma gayretleri, 1994 senesinde Caplan'in son derece kapsamli bir yayinda
“mezenjenik islem hipotezi’nin deneysel ve mantiki temellerini tartigmasiyla
baslamistir. Bunu, biiyiik ekseriyeti kemik hiicrelerinin gelisiminde gorevli kemik
onciil hiicreleri i¢in bir hiyerarsi belirlemeyi hedeflemis olan bazi modeller takip
etmistir. Serbest ve ¢esitli bagl dnciillerin mevcudiyetine iligkin tartigilan verilere
dayanilarak, bu hiicrelerin ¢ogalim hiyerarsisi i¢in bir diyagram Onerilmistir (Sekil
7). Halihazirda giivenilir kok hiicre belirtecleri mevcut olmadigindan, serbest

mezenkimal kok hiicreler ¢ogunlukla islevsel kabiliyetlerine gore tanimlanmistir.
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Dolayistyla, bir “mezenkimal kok hiicrenin” gergekten de dyle olup olmadigi halen

bilinmemektedir (21).

mMezenkimal kak Hicre (MiKH)
Mezengenezis i @, .

Codalma

Yanelim

Serive
[lerleme

Farklilagma
Olgunlagmsa

Tenosit

ivosit

Kalp Stroma Tendon Adipoz

Sekil 7: Mezengenezis (21).
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2.2.2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immiinofenotiplendirilmesi

Mezenkimal kok hiicrelerin heniliz spesifik bir immiinofenotip belirtegleri
yoktur. Hematopoetik onciil hiicreler gibi CD31, CD34, CD45, CD117 veya CD133
hiicre yiizey belirteglerini eksprese etmezler (37). Degisik hiicre tiplerinde eksprese
edilen degisik tipte antijen yapilar1 vardir. Bundan dolay1 belirlenmeleri adhezyon
molekiilleri, ekstraseliiler matriks ve biiylime faktorii reseptorleri gibi farklilasma ve
belirli hiicre tipini gosteren genis bir monoklonal antikor c¢esidi ile yapilabilir
(38,39). Bugiin i¢in en ¢ok kabul edilen immiinfenotip profili CD44, CD29, CD166,
CD146, CD90, CD105 (SH2) ve CD73 (SH3 ve SH4) ekspresyonudur (21,25).

2.2.2.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Bagisikhk Sistemini Baskilayic1 Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicrelerin alicinin immiin cevabindan kagtigina dair giiclii
bulgular vardir. Bunun mekanizmalar1 olarak MKH’lerden sinirli sayida eksprese
olan alloantijenlerin varlig1 ve hiicre temas mekanizmalarinin bloke edilmesi olarak
diistiniilmektedir. MKH’ler MHC sinif I antijenler igermelerine ragmen MHC sinif 11
antijenlerini ve CD40, CD70 ve CD86 gibi aktive edici molekiiller icermezler.
Bunun sonucu olarak MKH’ler MHC simif I antijenler ile T-hiicrelerini aktive etseler
bile diger aktive edici molekiilleri icermediginden bu cevap yarim kalir. Mezenkimal
kok hiicreler T-hiicre cevabimi hiicre ¢ogalmasi seviyesinde de bloke ederler.
Mezenkimal kok hiicreler T-hiicre dongiisiinii ‘cyclin D2 downregulasyonu’ yaparak
Gl fazinda durdurur. Yapilan c¢alismalarda, T-hiicreler MKH ko-kiiltiiriinden
alindiktan sonra Interferon-C iiretseler dahi cogalamamaktadirlar (40). MKH’lerin

neden oldugu T-hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi kalic1 olmaktadir (41).

Mezenkimal kok hiicrelerce hiicre-hiicre reaksiyonunda, baskilayici faktorler
salinabilir veya etkileri arttirilabilir. ‘Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)’ enzimi bu
mekanizmada rol oynar. Bu enzim ‘kynurenine’ adli bagisiklik baskilayici bir
maddenin tiriptofandan olusumunu katalize eder. Bu madde otoantijen ve fetal
allojenlerin T-hiicre cevabini giiclii sekilde baskilar. T-hiicre aktivasyonuna bagh
inflamatuar sitokinlerin stimule ettigi MKH’lerin ‘Indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO)’ olusturdugu tespit edilmistir (42). MKH’ler, immiin yanitta rol oynayan B-
hiicre ve dendritik hiicreleri de etkiler (40,43). Mezenkimal kok hiicreler dentritik
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hiicrelerin monositlerden farklilasmasini engellemenin yaninda IL-10 iireterek daha
toleranst gii¢lii bir fenotip olustururlar (43). Bagisiklik sistemini baskilama
ozelliklerinden dolay1 tedavi edici olarak kullanilabilecekleri diisiiniilmiistiir. Ilk
gozlemlerde MKH’lerin maymunlarda in vivo olarak ‘MHC-mismatched’ deri
greftlerinin yasayabilirligini arttidig1 goriilmiistiir (44). Klinik olarak allojen kemik
iligi transplantasyonu yapilan bir hastada gelisen ‘graft-versus-host’ hastalig

allojenik MKH infiizyonu ile basarili bir sekilde tedavi edilmistir (45).

2.2.2.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Uygulama Alanlarn

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik uygulamalarda gelecekte onemli bir yeri
olacagi diigiiniilmektedir. Bu bakimdan degisik klinik dallardaki uzmanlarin ve bilim
adamlarinin  ilgisini ¢ekmektedir. Bu hiicreler serebral hasar, miyokard
iskemi/enfarktiis, diyabet, Parkinson, karaciger yetmezligi, miiskiiler distrofi ve
kemik, kikirdak ve tendon defektleri gibi bircok hasar modellerinde denenmistir ve

klinik denemeleri baglamustir (46).

Friedenstein, Piatetzky-Shapiro ve Petrakova’nin MKH’lerin yeni kemik
olusumunu ve kemik iyilesmesini hizlandirdigini belirten yayinlarindan sonra,
MKH’lerin yeni kemik olusumu ve kemik iyilesmesindeki yeri birgok arastirmaci
tarafindan irdelenmistir (47). Bir ¢ok c¢alismada, MKH’lerin deneysel olarak
olusturulan biiyiik kemik defektlerinin onarimindaki etkinligi gosterilmistir. Horwitz
ve ark. ‘osteogenezis impefecta’li’ 3 cocuga verilen MKH’lerin tedavi edici etkisini
rapor etmiglerdir (48). Son zamanlarda, acgik cerrahi gerektirmeyen, enjekte
edilebilen tastyicilar i¢cine konan MKH’lerin etkinligi arastirllmigtir. Goel ve ark.
tibial kaynamamasi olan hastalarin perkutan kemik iligi greftlemesi ile kemik
iyilesmelerini saglamigtir. Tekniklerinin basit, az girisimsel ve diisiik komplikasyon
oranina sahip oldugunu bildirmislerdir (49). Siwach ve ark., gecikmis, kaynamamis
kirik veya bacak uzatma yapilan ancak hatali kaynamasi olan 72 hastanin 69’unda
perkutan otojen kemik iligi greftlemesi ile iyilesme gostermislerdir (50). Genis
kemik defektlerinde MKH emdirilmis tasiyicilar ile tedaviler arastirilmistir. Bu
teknikle, genis kemik defektlerinin 1yilesmesi saglanmakla beraber birtakim biiyiime

faktorleri eklenmesi ile etkinin arttig1 tespit edilmistir (51,52).
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MKH'lerin tendonlar gibi diger konnektif doku elemanlarina diferensiasyonu
ile 1ilgili caligmalar da mevcuttur. Tendon i¢i enjeksiyonlar bir c¢ok hayvan
calismasinda denenmis, olumlu sonuglar bildirilmistir. Tip I kollajen i¢inde verilen
otolog MKH’ler ile tendon tamiri yapilmis, ancak vakalarin yaklasik %30’unda
ektopik kemik olusumu gozlenmistir (53). Hiicre-kollajen oraninin 20 kat kadar
azaltilmas1 (0.8’den 0.004 M hiicre/mg kollajen) ile kiiltiir ortaminda hiicre
canliliginin diizeldigi, tamir yoresinde ektopik kemik olusumunun ortadan kalktig1 ve
tedavi sonrast 12. haftada histolojik goriiniimiin diizeldigi gosterilmistir (54). Chong
ve ark. tavsan asil tendonlarini tam kat keserek olusturduklar1 lezyonlarin tamirinde
intralezyonel MKH kullanmislardir. Tendonlarin iyilesmesinde MKH verilen grubun
kontrol grubuna gore erken donem daha hizli iyilestigini géstermislerdir (55). Dresler
ve ark. yapmig olduklar1 c¢alismada, gen¢ (1 yasinda) ve yashh (4 yasinda)
tavsanlarinin asil tendonlarinda defekt olusturulup MKH enjeksiyonu yapilarak
degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, enjeksiyondan 12 hafta sonra hayvanlarin yas
farkindan bagimsiz olarak her iki grupta da tendon iyilesmesinin saglandigi, tendon
giicleri arasinda fark olmadigi ve tendon c¢evresinde olusan ossifikasyonun
hareketlere mani olmadig1 gosterilmistir(56). Tiim benzer olumlu sonuglara ragmen
bu giin tendon dokusunun tamir kabiliyetinin sinirli olmasi1 ve tendonlarda kemik
dokulardaki gibi doku spesifik diferansiasyon faktorlerinin ortaya konulamamis

olmasi ¢aligmalarin 6niinde asilmasi gereken zorluklardir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel c¢aligma Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve
Travmatoloji Anabilim Dali tarafindan Kocaeli Universitesi Etik Komitesinin izniyle

gergeklestirildi (KOU. HADYEK 11/5-2009).

Caligmamizda agirliklart 200-300 gr. arasinda olan 40 adet disi Winstar—
Albino tiirii si¢an kullanildi. Tiim si¢anlar, standart laboratuvar kosullar1 altinda
liretim yapan Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvari’ndan temin
edildi. Siganlara 6zel bir besleme uygulanmadi ve ilag tatbiki yapilmadi. 50x50x15
cm boyutlarinda, havalandirma delikleri bulunan kafeslerde, standart kemirgen yemi
ile beslendi (Sekil 8). I¢me suyu olarak musluk suyu verildi. Calismanm ilk
adiminda 6 adet siganin yasamlarina son verilerek, sMKH elde etmek i¢in tibia ve
femurlar1 ¢ikarildi. Kalan siganlar; calisma grubu (sican kemik iligi kaynakl
mezenkimal kok hiicre verilen) (n=17) ve kontrol grubu (n=17) olmak {iizere ikiye
ayrildi. Deney sonunda (12. hafta sonunda) tiim siganlarin yasamlar1 eter anestezisi

altinda servikal dislokasyon yapilarak sonlandirildi.

Sekil 8: Laboratuvarda siganlarin bulundugu ortam
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3.1. Sican Mezenkimal Kok Hiicrelerinin (sMKH) Elde Edilmesi ve

Karakterizasyonu

3.1.1. sMKH Elde Edilmesi

sMKH kiiltiirii elde etmek i¢in 6 adet sican eter anestezi altinda servikal
dislokasyon uygulanarak oldiiriildii. Steril sartlar altinda femur ve tibialar ¢ikarildi.

Kaslar ve tiim yumusak dokular ayrigtirildi (Sekil 9).

Sekil 9: Sicanlardan elde edilen femur ve tibia kemikleri.

Kemikler metafizer boélgelerinden kesildi. %15 fetal bovine serum (FBS;
Invitrogen/GIBCO, Grand Island, NY, USA), 100 IU/ml penisilin-100 pg/ml
streptomisin (Invitrogen/GIBCO) igeren MEM-Earle medium (Biochrom, Berlin,
Germany) ¢ekilmis insiilin enjektorii ile medulla yikanarak kemik iligi aspiratlar1 15
ml’lik Falkon tiiplerde toplandi. Kemik iligi aspirati 70 um mesh naylon filtre (BD
Biosciences, Bedford, MA,USA) ile filtre edildi ve 200 devir/dk hizinda 10 dakika
sentrifiij edildi. Trombosit ve eritrosit igeren Ustte kalan kisim (supernatant)
uzaklagtirild1 ve hiicre peleti besiyeri (vasat, medyum) ile pipetlenerek slispansiyon

haline getirildi. Her sigandan alinan hiicreler, 25 cm? plastik doku kiiltiir flasklarinda
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(BD Biosciences) (Sekil 10) 37 °C 1sida ve % 5 CO; igeren nemlendirilmis ortamda

(inkiibatorde) 3 giin siireyle inkiibe edildi.

Sekil 10: Plastik doku kiiltiir flaski

MKH’ler kiiltiir kabina yapisma ozellikleri sayesinde izole edildi. Uciincii
giinde, eritrositler ve kiiltlir kabina yapismayan diger hiicreler uzaklastirildi ve
MKH’lerin gelisimini saglamak amaci ile taze medium eklendi. %70 konfluente
(ktiltiir kabmin yiizeyinin % 70 oraninda hiicrelerce doldurulmasi) ulasan yapisan
hiicreler pasaj sifir (Pg) olarak tammlandi. Py MKH’ler, Ca*"-Mg®" icermeyen
phosphate-buffered saline (PBS) (Invitrogen/GIBCO) ile yikandi ve %0.25 trypsin-
EDTA soliisyonu (Invitrogen/GIBCO) ile 5-10 dakika siire ile 37 °C 1sida inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir tabaginin tabaninda ayrilan (yiizen) hiicreler
inverted (zit/faz) mikroskobunda gozlenerek onaylandiktan sonra tripsini inaktive
etmek i¢in serum igeren besiyeri eklendi. Birka¢ kez pipetleme islemi yapildiktan
sonra hiicreler 200 devir/dk hizinda 10 dakika sentrifiij edildi ve 1 ml normal besiyeri
ile tekrar yikandi. Son yikama isleminden sonra olusan hiicre peleti 1 ml besiyeri ile
pipetlendi, 100ul’lik 6rnekte hiicre sayim islemi gerceklestirildi. Bu amagla Thoma
lami kullanild ve hiicre sayimi manuel olarak gergeklestirildi. 75 cm® flasklara (BD
Biosciences) 1x10° hiicre/flask yogunlugunda olacak sekilde hiicreler ekildi ve P,
olarak kabul edildi. 10-14 giin boyunca her {i¢ giinde bir normal besiyeri degistirildi.
Sonraki donemlerde, hiicreler % 70 oraninda konfluente ulastiginda benzer

yontemlerle alt-kiiltiirleme (pasaj) islemi gergeklestirildi.
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3.1.2. sMKH karakterizasyonu

MKH’ler ile ilgili karakterizasyon galigmalari Kocaeli Universitesi KOGEM’de
gergeklestirildi.

3.1.2.1. AkKim Sitometri

Kiiltiirde iireyen sKi-MKH’lerin kendi fenotipik &zelliklerinin devam ettigini
dogrulamak i¢in akim sitometri analizinde farklilasmamigs MKH’ler kullanildi. Pasaj
3’teki sKI-MKH’lerin 3 cesit yiizey belirteci (CD29, CD45 ve CD90) arastirildi. Bu
amagla, MKH’ler her pasajdan sonra toplandi1 ve 1x10° hiicre/ml konsantrasyonunda
kendi kiiltiir ortamlarina konuldu. Kisa siireli bir santrifiij islemi sonrasi hiicreler
yikanmig tampona (BD Bioscience) tekrar konuldu ve 300ul hiicre siispansiyonu,
oda 1sinda 45 dakika siire ile fluorasan izotiosiyanat (FITC) konjuge antikorlar ile
inkiibe edildi. Akim sitometri FACSCalibur (BD Bioscience, San Diego, USA) ile
yapildi. Veriler Cell Quest Software (BD Bioscience) ile analiz edildi.

sKI-MKH’lerin immiinfenotiplemesi sican antijenleri CD29 (Integrin bl
zinciri; Ha2/5; FITC), CD45, and CD90’a (Thy-1/Thy-1.1-FITC) kars1 antikorlar ve
onlarin izotip kontrolleri (IgG2aj; FITC) ile yapilmistir.

3.1.2.2. Immunohistokimya

MKH’lerin immunohistokimysal yontemlerle karekterizasyon calismalarini
yapabilmek i¢in her altkiiltiir isleminden sonra poli-1-lizin kapli 8 kuyucuklu hiicre
kiiltiir odaciklarina (BD Biosciences Discovery Labware, Bedford, MA, USA) 2X10°
hiicre (her kuyucuk igin) ekildi. Bir giin sonra immunboyama islemine gegildi.
Hiicreler immunohistokimyasal ¢aligmalar i¢in % 0.1 H,O, i¢eren metanolde endojen
peroksidaz aktivitesini engellemek icin oda 1sisinda (nemli ortamda) 30 dak. siireyle
inkiibe edildiler. PBS ile yikandiktan sonra, hiicreler % 1.5 normal blok serum iceren
PBS’de 30 dak. inkiibe edildi ve Tablo 1’de verilen uygun dilusyon oranlarinda
primer antikor eklendi, +4 °C 1 gece ve oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe
edildiler. PBS ile 3 kez yikama isleminden gegirildikten sonra immunohistokimysal

caligmalar i¢in uygun biyotinli sekonder antikorla (rabbit ABC staining system;sc-
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2018, Goat ABC staining system;sc-2023 veya mouse ABC staining system;sc-2017,
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA) ve immunfluoresans
calismalar i¢in uygun fluoresans (FITC) isaretli sekonder antikorla (donkey anti-
goat IgG;sc-2024, goat anti-rabbit IgG;sc-2012 veya goat anti-mouse 1gG;sc-2010,
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, USA) oda sicakliginda 30
dakika inkiibe edildiler. Son asamada, ¢ekirdek zit boyamasi i¢in %0.1 Mayer’s
Hematoksilen (immunohistokimyasal) ve DAB (immunfluoresans) kullanildi ve lam
tizerine kapatildi. Negatif kontroller i¢in, ayn1 yontem uygulandi fakat primer antikor
yerine PBS kullanildi. Mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelendi ve
fotograflandi.
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sKI-MKH

Antikor/Belirte¢ Diliisyon Kaynak (Pasaj 3)
Sonu¢
CD 31/ PECAM-1 (M-20) 1:100 Santa Cruz %)
) Biotechnology
CD 34 (C-lg) 1:150 Santa Cruz (%)
) Biotechnology
CD 45 (H-230) 1:150 .Santa Cruz (%)
) Biotechnology
Santa Cruz
CD71 (K-20) 1150 Biotechnology ?
CD105/Endoglin (M-20) 1:100 5 lsoigziforﬂ‘)zg , +
c-Fos (4) ) Santa Cruz +
150 Biotechnology
Kollajen II Ab-2 (2B1.5) Prediliiye Thermo Scientific *
Kollajen I al (D-13) 1:50 Santa Cruz +
) Biotechnology
- Tubulin (KMX-1) 1:50 Chemicon International +
B -Tubulin Prediliiye Thermo Scientific
Nestin (Rat-401) 1:50 Santa Cruz +
) Biotechnology
Vimentin (C-20) 1:100 Santa Cruz +
) Biotechnology
Desmin (H-76) 150 Santa Cruz
. L Biotechnology +!
Desmin Abl (D33) Prediliiye Thermo Scient.fic
Fibronektin (EP5) 1-100 Santa Cruz +
) Biotechnology
o-Diiz kas Aktin Ab-1 1:800 Thermo Scientific +
Aktin (C-2) ) Santa Cruz +
130 Biotechnology
CD146 1:300 Abcam +
Ki67 1:200 Abcam +
BrdU 1:500 Thermo Scientific +

Tablo 1: sKi-MKH’lerin immiinositokimyasal 6zellikleri
+ Dbelirte¢ ekspresyonu olmasi
& belirteg ekspresyonu olmamasi
-/+ belirte¢ ekspresyonunun zayif olmasi

Hiicrelerin % 10-20’sinde immiinreaktivitenin olmasi
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3.2. Cerrahi Teknik

Cerrahi anestezik olarak, 50mg/kg ketamin HCI (Ketalar® Pfizer) ve 5 mg/kg
Xylazine HCl (Rompun® Bayer) ayni enjektor i¢inde kombine olarak intraperitoneal

yol ile uygulandi. Tiim denekler ayni1 cerrah tarafindan opere edildi.

Sicanlarin sag kruris posteriorundaki tiiyleri tiras edildi. Aseptik cerrahi
kosullar saglanip sag alt ekstremite betadine soliisyonu ile boyandi (Sekil 11).
Posteriordan longitudinal standart 2 cm’lik insizyon ile girilerek cilt, cilt alt1 gegildi.
Asil tendonuna ulasilarak paratenon acgildi ve tendon agiga ¢ikarildi. Asil tendonu ve

plantaris tendonlar1 ¢evre yumusak dokulardan siyrildi (Sekil 12).

Sekil 11: Cerrahiye hazirlanmis sigan Sekil 12: Cevre dokulardan styrilmig

krurisi asil tendonu

Tiim gruplarda asil tendonuna, kalkaneus yapisma yerinin 0.5 cm
proksimalinden tam kat transvers kesi olusturuldu. Plantaris tendonu saglam
birakilarak “internal splint” etkisi olusturmasi saglandi (57). Kesik olan tendon uglari
3/0 Ethibond sutiir kullanilarak Modifiye Kessler yontemi ile u¢ uca tamir edildi.
Talokrural eklem hareketini kontrol altina alabilmek icin tibiofibular centikten
gecirilen dikis kalkaneus medialinde plantar aponorozdan ¢ikarilarak eklem ekin
postiiriinde iken kendi iizerine diiglimlendi (58). Cilt 4/0 Prolen ile suture

edildi(Sekil 13,14).
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Sekil 13: Transvers olarak kesilen Sekil 14: Tendon tamiri sonrasi

asil tendonunun Modifiye Kessler

yontemi ile tamiri

Cerrahi sonunda tek doz intraperitoneal 40mg/kg sefazolin sodyum (iespor®
Mustafa Nevzat) uygulandi. Postoperatif donemde si¢anlara immobilizasyon yontemi

uygulanmadi.

Postoperatif donemde siganlar metal kafesler i¢cinde sabit oda sicaklig (23° C)
ve floresan 15181 altinda takip edilerek, su ve standart sican yemi ile beslendiler.
Cerrahi sonrasi tiim deneklerin kafes iginde serbest hareket edebilmelerine olanak

saglandi.

Uciincii hafta sonunda kontrol grubunda bir hayvamin 6ldiigii goriilerek

calismadan ¢ikarildi.
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3.3. Transplantasyon icin BrdU isaretli Hiicre Hazirlanmas

Siganlara verilecek kok hiicreler, Kocaeli Universitesi KOGEM’de ¢alismanin
4. haftasinda, transplantasyondan 48 saat 6nce, 10 pumol/ml BrdU olacak sekilde
kiiltiir yapildi. Kiiltiirii yapilan hiicreler % 0,25 trypsin ile kaldirildi. Kiltiir
besiyeriyle notralize edildi. 2000 devir/dk. de oda sicakliginda 10 dk sentrifiij edildi.
Hiicreler iki kez PBS ile yikand:. Transplantasyon i¢in son konsantrasyon 1 x 10%/ml
olacak sekilde PBS’de siispanse edildi. Transplantasyon yapilacagi giin her sigcan igin
0,2 ml MEM iginde 1x10° mezenkimal kok hiicre bulunan insiilin enjektorleri
seklinde hazirlandi. Eter anestezisi altinda ¢alisma grubu sicanlarina (n=17) eski
insizyon skar1 tizerinden tendon tamiri yapilan bélgeye perkutan olarak 1x10° MKH

uygulandi (Sekil 15). Kontrol grubuna (n=16) ise sadece 0,2 ml MEM verildi.

Sekil 15: Siganlara perkutan olarak MKH uygulamasi
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3.4. Degerlendirme
3.4.1. Histolojik Degerlendirme

12 haftalik takip siiresi sonunda sicanlar eter anestezisi altinda servikal
dislokasyon metodu ile sakrifiye edildi. Calisma grubu (n=9) ve kontrol grubu (n=9)
asil tendonlar1, proksimalde muskiilotendindz bileskeden, distalde kalkaneus yapisma
yerinden kesilerek % 10’luk ndétral tamponlu formalin soliisyonu i¢inde Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na teslim edildi. Histolojik
inceleme burada gruplar hakkinda 6nceden bilgilendirme yapilmamis tek patolog

tarafindan yapildi.

Makroskopik olarak, {izerinde siitlirleri bulunan tendon yapilar1 uzunlamasina
ortadan ikiye boliinerek her iki pargasi da goriilebilecek sekilde tiimiiyle incelendi.
Formalin tespiti sonrasi parafine gomiilen dokular 5 pm kalinhiginda seri kesitler
haline getirildi. Bu kesitler Hematoksilen Eozin ile Alcian Blue ile boyandi. Tendon
yapisinin diizeni ve morfolojisini degerlendirmek amaciyla fibrozis varhigi ve
siddeti, tendon dokusunun ic¢inde kapiller damar varligi ve yaygmhgi, yangisal
hiicrelerin dagilimi ve kikirdak metaplazisi temel kriterler alinarak degerlendirildi.
Bu degerlendirme sirasinda semi kantitatif bir derecelendirme yontemi kullanildi.
Bu derecelendirmede 0 (yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (siddetli) olarak belirlendi.
Kikirdak metaplasizi ise 0 (yok) ve 1 (var) olarak iki asamada derecelendirildi. Her

ornek i¢in en az 4 kesit degerlendirildi ve tiim kesitlerin ortalama degerleri alindi.
3.4.2. immunohistokimyasal Degerlendirme

Deney sonunda elde edilen doku kesitlerindeki immunohistokimyasal

calismalar Kocaeli Universitesi KOGEM’de gerceklestirildi.

Formalin ile tespit sonrasi parafine gomiilen dokular 5 um kalinliginda seri
kesitler haline getirildi. Her o6rnek i¢in en az 5 kesit degerlendirildi. Elde edilen
orneklere apoptozis i¢in TUNEL ve Caspase 3 immunoboyamasi, BrdU pozitif
hiicrelerin ~ segilebilmesi ve izlenebilmesi icin anti-BrdU immunboyamalari

gerceklestirildi. TUNEL boyamast i¢in ticari olarak elde edilen kitteki prosediir
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uygulandi, Caspase 3 immun boyamasi i¢in ise MKH’lerin karakterizasyonunda
belirtilen immunohistokimyasal yontemler uygulandi. Bununla birlikte, hem BrdU
hem de Caspase 3 i¢in gerceklestirilen immunboyamalarda ikincil boyama ig¢in

fibronektin ve desmin monoklonal antikorlar1 kullanildi.
3.4.3. Biyomekanik Degerlendirme

Deney gruplarindaki tendonlarin kopma kuvvetleri arasinda biyomekanik
acidan fark olup olmadigi, Kocaeli Universitesi Teknik Egitim Fakiiltesi Makine
Egitimi Anabilim Dali laboratuvarlarinda ayni arastirmaci tarafindan arastirildi.
Germe testi i¢in biri sabit, digeri elektrik motoruna bagli bir mil tarafindan
10mm/dakika hizinda hareketli iki klemp ile Onceden hazirlanmis 6zel diizenek
kullanild1 (Sekil 16). Veriler bilgisayara load cell, transmitter ve data kart
baglantilar1 ile aktarildi. Data karttan elde edilen veriler Labwiev yazilim dili ile

hazirlanmis olan 6zel program sayesinde yorumlandi.

Sekil 16: Biyomekanik ¢alismanin yapildig1 germe diizenegi

Onikinci haftanin sonunda asil tendonlari, sicanlar eter anestezisi altinda
servikal dislokasyon metodu ile sakrifiye edilip, distalde kalkaneus ile birlikte
cikarildi (Sekil 17). Bu islem sirasinda ¢alisma grubunda bir tendon yanlis yerden
kesildigi i¢in ¢alisma dis1 birakildi.
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Sekil 17: Distalde kalkaneus ile beraber ¢ikarilmis si¢an asil tendonu

Calisma grubu (n=7) ve kontrol grubu (n=7) asil tendonlar1 taze olarak
laboratuvara getirildi ve her iki ucundan test makinesinin klemplerine yerlestirildi
(Sekil 18). Tendonlara 10mm/dak hizinda gerim uygulandi (Sekil 19). Tendonlarin
koptuklar1 kuvvetler Newton cinsinden kaydedildi.

Sekil 18: Germe diizeneginde ilk gerimin baglamasi

32



Sekil 19: Germe diizeneginde tendonun kopma an1
3.4.4. Istatistiksel Degerlendirme

Toplam 18 adet ornek histolojik olarak degerlendirilip istatistiki ¢alismaya alindi.
Calismaya alinan her bir 6rnekten elde edilen histolojik sonuglar kategorik veri

oldugu icin istatistiksel olarak Ki-kare testi kullanilarak analiz edildi.

Toplam 14 adet 6rnek biyomekanik oOzellikleri acisindan degerlendirip istatistiki
calismaya alindi. Caligmaya alinan her bir Ornekten elde edilen biyomekanik
sonuglar numerik veri oldugu igin istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi

kullanilarak analiz edildi.

Elde edilen sonuclarin degerlendirmesi bilgisayarda “SPSS® 13.0 for Windows”
(SPSS Inc. Chicago, IL, USA) istatistik programi yardimiyla yapildi. p degeri 0.05

veya daha kiiciik olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Kok Hiicre Karakterizasyon Bulgular:
4.1.1. Akim Sitometri: sKi-MKH’lerin Belirlenmesi

sKi-MKH’ler CD29 ve CD90 eksprese ederken, CD45’i etmediler ve fenotipik
ozelliklerini tiim pasajlar boyunca korudular. Bu nedenle, bu ¢alismada kullanilan
hiicrelerin literatiirde tanimlanan immunofenotipik 6zelliklere sahip olduguna ve

MKH’ler olarak degerlendirilebilecegine karar verildi.
4.1.2. Immiinhistokimya: sKi-MKH’lerin Belirlenmesi

Immiinohistokimyasal calismalar, degisik fenotiplerle iliskili oldugu bilinen
antijenlere 6zgiin genis antikor paneli kullanilarak sKi-MKH’lerin nesillerini
kategorize etmek igin yapildi. sKI-MKH’lerin immiinreaktivite profili Tablo 1’de
gosterildi. MKH’lerin antijenik fenotipi tek ¢esit degildi ve MKH’lere 6zgiin tek bir
belirte¢ bulunamamakla birlikte CD31 (endotelyal), CD34, CD45, ve CD71 gibi
hematopoietik kok hiicre belirteglerini eksprese etmemeleri, CD105, CD146,
fibronektin ve vimentini eksprese etmeleri bu caligmada kullanilan hiicrelerin

MKH’ler olarak degerlendirilmesini saglamistir.

Ek olarak, sKi-MKH’lerde farklilagsma uyaris1 olmadan, demsin ve o-Diiz kas
Aktin Ab-1 gibi bazi myojenik belirtecler ve tip II kollajen gibi kondrojenik

belirtecler ekspresyonu goriildii.
4.2. Cerrahi islem ve kok hiicre uygulamasi sonrasi bulgulari

Cerrahi uygulanan 34 adet denekte, 12 haftalik takip siiresince 3. haftada
kontrol grubunda 6len bir sican ve ¢alisma grubundan biomekanik testler i¢in 6rnek
almirken asil tendonu yanlis yerden kesilen bir sican calisma dis1 birakildi.
Deneklerde enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi. Cerrahi sonrasi tiim deneklerin 1.

giinden itibaren kafes i¢inde serbest hareket edebildikleri gozlendi.
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4.2.1. Makroskopik Bulgular

Hayvanlara kafes i¢inde immobilizasyon uygulanmadi. Deney sonunda,
siganlar sakrifiye edildikten sonra ¢ikarilan, c¢alisma ve kontrol grubu asil
tendonlarmin higbirinde reriiptiir goriilmedi. Asil tendonunun, tendon tamiri yapilan
tarafta, kars1 taraf ile karsilastirildiginda daha kisa oldugu goriildii. Her iki grupta da
tamir sahalar1 hipertrofik goriinlimdeydi. Kontrol grubunda, tamir sahalarindaki

transliisensi, ¢alisma grubuna goére daha fazla idi.
4.2.2. Histolojik Bulgular

Histolojik olarak normal tendonda, dogal yapi tamamen korunmus olup
diizenli, sik1 bir demet seklinde izlenen kollajen yapisi iginde birbirleri ile paralel
yapida ve igsi yapida sitoplazma sinirlar1 segilemeyen tenositler goriildii. Kapiller
damarlar kasla ve kemikle biitiinlestigi alanlarda ¢ok az sayida izlenebilmekte,
kompakt alanlarda ise son derece belirsizdi. Yangt hiicreleri ise normal tendon

yapist i¢inde izlenmedi.

Sutiir bolgesinde ise, gruplardan bagimsiz olarak Orneklerin pek cogunda,
tenositlerin dagilimi diizensiz, ¢ekirdek sekilleri yuvarlakmis, hafifce biiylimiis ve

yer yer kikirdak metaplazisi sonucu lakiinlar i¢inde yer almaktaydi.

Bag dokusu agisindan kollajen diizenli yapisini genelde kaybetmisti. Halen
izlenen siitiir materyalininin etrafinda daha yogun olmak {izere, gen¢ bag dokusunun
diizensiz, miksoid yap1 Ozelligine sahip, diizgiin demet yapisinin ancak kiigiik
odaklarda var oldugu, genel olarak karmasik ve hiicreden zengin bir halde oldugu
goriilmekteydi. Ozellikle kondroid metaplazi alanlarmin etrafinda Alcian Blue ile

boyanan musindz yapida bag dokusu geligimi goriildii.

Damarlanma acisindan iki farkli dagilim dikkati cekti. Ilkinde, tendon iginde
kollagen demetler arasinda kiiclik damar yumaklar1 seklinde damarlanma artis
goriildii. Digerinde ise, bag dokusu diizeninin kayboldugu ve yangisal infiltrasyonun

belirgin oldugu alanlarda, yaygin olarak izlenen kapiller ¢apta damar artis1 dikkati
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cekti. Her iki tip damarlanma artis1 aynm1 6rnekte oldugu gibi biri digerinden daha

baskin olarak da goriildii.

Yangi hiicreleri agirlikli olarak sutiir materyalinin ¢evresinde izlendi. Yangi
icinde esas olarak kronik yangisal infiltrasyon hiicreleri (lenfosit, histiyosit) goriildii.
Ancak, tendon yapist i¢inde de tek tek veya kii¢iik gruplar halinde lenfosit varligi da
saptandi. Notrofil 16kositler ~ bu yangisal infiltrasyon icinde higbir Ornekte

saptanmada.

Histolojik degerlendirme sirasinda her iki grup i¢inde immun yanit

diisiindiirecek doku degisikligi veya rejeksiyon bulgusu gosterilemedi.

Tablo 2: Histolojik bulgularin degerlendirilmesi

Grup Denek Fibrozis Damarlanma Yangi Klklrdal.( .
numarasi Metaplazisi

1 2 2 2 1
2 2 2 2 1

2 3 2 2 1 1

a 4 2 2 1 1

&)

< 5 3 3 2 1

=

2y 6 1 1 1 0

=

O 7 1 2 1 1
8 1 1 1 1
9 1 1 1 0
10 3 3 3 1
11 3 3 2 1

-]

g 12 2 2 0 0

=

T 13 2 2 0 0

-

8 14 1 1 1 0

= 15 2 1 0 1

% 16 2 3 1 1

N>
17 3 3 2 1
18 1 1 1 0
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Histolojik olarak degerlendirilen kesitlerde kontrol grubunda fibrozis ve
damarlanma artis1 daha fazla bulundu. Ancak istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamadi (p>0,05), (Tablo 3.,4).

Fibrozis
Hafif Orta Siddetli Toplam
Calisma grubu 4 (%44.4) 4 (%44.4) 1 (%l11.1) 9 (%100)
Kontrol grubu 2 (%22.2) 4 (%44.4) 3 (%33.3) 9 (%100)

Tablo 3: Gruplara gore fibrozis siddeti

Damarlanma artisi
Hafif Orta Siddetli Toplam
Calisma grubu 3 (%33.3) 5 (%55.5) 1 (%l11.1) 9 (%100)
Kontrol grubu 3 (%33.3) 2 (%22.2) 4 (%44.4) 9 (%100)

Tablo 4: Gruplara gére damarlanma artis1 miktari

Histolojik olarak degerlendirilen diger kriterler yangi hiicreleri ve kikirdak
metaplazisi olup gruplar arasinda belirgin fark saptanmadi ve istatistiksel olarakda

anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
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4.2.3. Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubunda anti-BrdU antikorlar1 ile yapilan immunboyanmada

otofluoresans veren damar-i¢i eritrositler disinda BrdU i¢in pozitif boyanma

goriilmemektedir (Sekil 20).

Sekil 20: Kontrol grubu tendonlarina ait kesitlerin BrdU ve desmin igin
immunboyanma sonrasit gorlinlimleri. Otofluoresans veren damar-i¢i eritrositler

(oklar) disinda (A) BrdU i¢in pozitif boyanma goriilmemektedir. (Bar ¢ubuklari. 50
pum).

4. haftada MKH verdigimiz ¢alisma grubunda 12. haftada aliman 6rneklerin
kesitlerinde Ozellikle tamir sahasinda daha yaygin olmak iizere verdigimiz BrdU
pozitif hiicreler tespit edildi. Farkli tendon bolgelerinden elde edilen kesitlerin
timiinde benzer BrdU pozitif hiicrelerin izlenmesi, naklettigimiz hiicrelerin hasar

bolgesinde yerlestigini gostermektedir (Sekil 21).
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Sekil 21: Calisma grubuna (MKH verilen grup) ait farkli hayvanlardan elde edilmis

kesitlerin immunofluoresans boyanmasi sonrasindaki mikroskobik gdriintiimleri.
BrdU isaretli kok hiicrelerin ¢ekirdekleri anti-BrdU boyanmasi sonras1 Texsas Red
(TR) ile konjuge sekonder antikorlar ile kirmizi olarak izlenmekte (oklar). Desmin
ile pozitif reaksiyon veren (yesil) hiicresel komponentler tenosit ya da fibroblastlar

temsil etmektedir.(Bar ¢ubuklari. 50 pm).
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BrdU i¢in immunohistokimyasal boyama sonuglarmni degerlendirmek igin

normal tendon kesitleri de alind1 (Sekil 22).

Sekil 22: Tendolarin BrdU i¢in immunohistokimyasal boyama sonuglari.Calisma
grubu tendolar1 (A,B,C), kontrol grubu tendonlari (D,E,F) ve saglam tendonlar
(G,H,I). Kok hiicre uygulanan grupta (A,B,C) BrdU pozitif hiicreler (oklar)
izlenirken diger gruplarda goriilmemektedir. (Bar ¢ubuklari: A-C,D,E,G-I; 50 um,
F:70 um).

Yapilan TUNEL ve Caspase 3 immunoboyamasi sonucu kontrol
grubunda 12. haftada tendonlardan alinan her kesitte yaygin apoptozis varken,
MKH verilmis olan ¢alisma grubunda apoptoz belirgin olarak az izlendi (Sekil
23,24).
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Sekil 23: Kontrol grubuna ait kesitlerin Caspase 3 (TR-kirmizi) ve fibronectin
(FITC-yesil) i¢in immunoboyanma sonrasi goriiniimleri. Farkli hayvanlardan elde
edilen goriintiilerde, Caspase 3 i¢in pozitif reaksiyon (nuklear) veren apoptatik

hiicreler bol miktarda izlenmekte (oklar). (Bar ¢ubuklari. 50 pum)
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Sekil 24: MKH uygulanmis c¢alisma grubu (A,B,C) ve uygulanmamis kontrol
gruplarma (D,E,F) ait parafin kesitlerin TUNEL ile immunoboyanmas1 sonrasinda
elde edilen mikroskobik goriintiiler. Calisma grubunda cekirdekleri kahverengi
olarak izlenen apoptatik hiicrelerin kontrol grubuna oranla belirgin sekilde az oldugu
goriilmektedir. Ozellikle kontrol grubundaki fibrokartilagenéz doku hiicrelerindeki
apoptoz (E ve F) belirgin sekilde dikkati ¢ekmektedir. (Bar ¢gubuklari. 50 pum).

4.2.4. Biyomekanik Bulgular

Biyomekanik testler sonucu tendonun kopma giicii degerleri Newton olarak,
kopma yeri ise tamir sahasi, tamir sahasinin distali ve proksimali olarak kaydedildi.
Calisma grubunda (n=7) higbir tendonun tamir sahasindan kopmadigi, bir tanesi
hari¢ digerlerinin tamir sahasi distalinden koptugu goriildii. Bu gruptaki tendon
kopma giicii ortalamasi 38,3 N idi. Kontrol grubunda (n=7) ise iki tendonun tamir
sahasindan koptugu, tendon kopma giicli ortalamasimin da 23,7 N oldugu goriildii
(Tablo 5)
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Grup Denek Numarasi Kopma Giicii (N) Kopma yeri ( tamir
sahasina gore )
1 36,3 Distal
g 2 22,1 Distal
& 3 25,3 Distal
&)
; 4 67,1 Proksimal
‘g 5 39,7 Distal
S 6 34,1 Distal
7 43,4 Distal
8 28,9 Proksimal
2 9 27.2 Distal
-}
m .
T 10 40,5 Distal
3 11 16,9 Distal
&
; 12 19,5 Tamir sahasi
S 13 17,5 Distal
14 15,3 Tamir sahasi

Tablo 5: Calisma ve kontrol grubunda tendon kopma giiciine ve yerine gore dagilim

Calisma ve kontrol gruplar arasinda tendon kopma giicii agisindan anlamli fark
bulundu (p<0,05). Calisma grubundaki sicanlarda tendon iyilesmesi anlamli derecede
ve makroskopik goriiniimleri ile de uyumlu olarak daha iyi idi (Tablo 6). Tendon
kopma yeri agisindan bakildiginda ise gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi

(p>0,05).

Kopma Giicii (N)
Denek Standart
Sayisi Minimum | Maksimum | Ortalama sapma
Calisma grubu |7 22.1 67.1 38.28 14.777
Kontrol grubu |7 15.3 40.5 23.68 9.07

Tablo 6: Gruplar arasi tendon kopma giicii farkliliklar
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5. TARTISMA

Tendon yaralanmalar1 gerek spor gerekse travmatik nedenler sonucu olsun
giinliik hayatta sik karsilasilan bir durumdur. Konservatif veya herhangi bir cerrahi
teknik ile tedavi edilen bu yaralanmalar, iyilesmenin ge¢ donemlerinde reriiptiirler ile
tekrar karsimiza ¢ikabilmektedir. Tendon tamirleri ilizerine yapilan calismalarda,
-0zellikle de asil tendon ile olanlarda- reriiptiirler insanlarda en ¢ok 4 — 12. haftalar
arasinda goriilmektedir (59,60,61,62,63). Bircok tendon calismasi, tendon
onarimindan sonra kontrollii erken hareketin tendon yapisikliklarini azalttigini,
gerilme giiciiniin olusumunu hizlandirdigini, fakat reriiptiir insidansini da arttirdigini

gostermektedir (64,65,66,67).

Tim yara iyilesmelerinde -tendon da dahil olmak iizere- ortak bir iyilesme
mekanizmasi vardir. Yaralanma bolgesinde dncelikle fibrin pihti olusumu meydana
gelmekte, bu piht1 icerisinde kan hiicreleri, fibronektin ve trombositler hapsedilip
yikima ugramaktadirlar. Yikilan hiicrelerden salinan kemotaktik faktorler ve ortama

gelen lokal biiyiime faktorlerinin etkisi ile iyilesme siireci baglamaktadir (68).

Tendon iyilesmesi erken sathalarinda inflamasyon, hiicre goc¢li ve hiicre
olgunlagmasini igerir. Matriks depolamak ve bu matriksi yeniden yapilandirmak i¢in
yara yerinde fibroblast sayis1 hizla artar. inflamasyon sirasinda biiyiime faktorleri ve
sitokinler, fibroblastlar1 olgunlagsmaya ve ekstraselliiler matriks salgilamaya uyarir.
Yeni kollajen fiberleri olusur ve hiicre/matriks orani yeniden saglanir. Tendon
iyilesmesinin ge¢ donemlerinde ise hiicre/matriks oranini saglamak i¢in hiicre sayisi
azalir. Bunun mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber, Lui (2007)
calismasinda bunun nedeninin apoptozis oldugunu gostermistir (17). Bu
caligmasinda, tendon tamirinde 6nemli rol oynayan fibroblast benzeri hiicrelerin
sayisiin 4. giinde arttig, ilerleyen giinlerde ise azaldig1 ve apoptozun 28. giinde en
yuksek degere ulastigini bildirmistir.Tendon iyilesmesinin ge¢ donemlerinde artmis
olan reriiptiir insidansina bu déonemlerde hiicre/matriks oranini saglamak i¢in artmis

olan apoptozis neden olabilir.
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Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik olarak istenmeyen, hasar gérmiis ya
da potansiyel olarak neoplastik hiicrelerin, uzaklastirilmasinda bagvurulan bir hiicre
6lim mekanizmasidir. Bu mekanizmanin temelinde genetik kontrol mevcuttur.
Hiicrelerde nekroza yol agabilen bir¢ok etken (1s1, radyasyon, travma, kemoterdpatik
ilaglar ve hipoksi gibi) ayn1 zamanda apoptoza da neden olmaktadir. Apoptozun geg
donemlerinde bu hiicrelerden salgilanan antiinflamatuar sitokinler (insiilin benzeri
bliylime faktorii B gibi) inflamatuar reaksiyonu engellemektedir (69,70). Tendon
fibroblast kiiltiirlerinde, tekrarlayan gerilmelerin uygulandigi hayvan modellerinde
ve kronik tendinopati biopsi materyallerinde apoptozis goriildiigii bilinmektedir

(71,72).

Mae (2003) sican patellar tendon allogreftleri ile yaptig1 calismada allogreftin
4. haftada en zayif oldugunu (normal giicliniin %20’si kadar) gostermistir (73).
Steiner (1982) sican asil tendonlart ile yaptig1 biyomekanik calismasinda 3. haftada
tendon giiciiniin %350, 4. haftada ise %25 oldugunu gostermistir. Ugiincii haftadaki
bu degisikligin erken fibrodisplaziden, dordiincli haftadaki zayiflamanin ise
fibrodisplazinin yerini daha biiyiik fiberlerin almasi ve fiberler arasinda longitudinal
diizenin kurulmaya ¢alisilmasindan oldugu belirtilmistir (16). Steiner, Mae, Lui’'nin
apoptozis ile ilgili calismasi ve ge¢ donem reriiptiirlerin varligimi gosteren diger
caligmalardan yola ¢ikarak, calismamizda MKH uygulamasi, tendon tamiri sonrasi

tendonun en zayif oldugu varsayilan 4. haftada yapildi.

Allojenik hiicreler, daha 6nce doku miihendisligi uygulamalarinda basar ile
kullanilmistir (74,75). In vivo ve in vitro ¢alismalar MKH’lerin hipoimmujenite ve
normal T hiicre yanitini Onlemeleri sayesinde immun yanittan kactigini
gostermektedir (76,77). Calismamizda bu nedenlerle allojenik MKH kullanimini
tercih ettik. Histopatolojik inceleme sonucu immun yanit lehine herhangi bir bulgu

saptanmadi.

Awad (2003) calismasinda tavsan patellar tendon defektlerine farkli sayilarda
MKH (1x10° 4x10° 8x10°) vermis; 12 ve 26. haftalarda bakilan sonuglarda
histolojik agidan fark saptamamistir. Tendon giicii acisindan, MKH verilenlerin

kontrol grubuna gore daha iyi oldugu ancak farkli sayilarda MKH verilen gruplar
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arasinda fark olmadig1 goriilmiistiir. Verilen isaretlenmis MKH’lerin 6zellikle tamir
sahasina yerlestigi ve ¢evreye goc etmedigi saptanmistir. Verilen MKH sayisindan
bagimsiz olarak cerrahiden 6 hafta sonra tamir sahasindaki isaretli MKH oranm1 % 20-
28 olarak bulunmustur. Caligmanin sonunda 26. haftada bile tamir sahasinda yerlesik
MKH’ler saptanmistir (53). Calismamizda verilecek MKH sayist  tendon

calismalarinda en ¢ok kullanilan miktar olan 1x10° olarak belirlendi.

Dressler (2005) calismasinda 1 ve 4 yasindaki tavsanlardan alman MKH’leri
yine tavsanlarda olusturulan patellar tendon defektlerine kollajen igerisinde
uygulamig; 12. haftada biyomekanik 06zellikleri acisindan gruplar arasinda fark
olmadigin1 gostermistir. Bu nedenle farkli dondrlerden alinan MKH’ler allojenik

MKH olarak uygulandiginda dondriin yasinin énemi yoktur (56).

Tendon tamiri ve defektleri i¢in yapilan MKH ile ilgili ¢alismalarda ¢esitli
hiicre tasiyicilar kullanilmistir. Baz1 ¢alismalarda fibrinin iyilesme sirasinda rezorbe
olarak yok oldugu ve sonuglar1 etkilemedigi i¢in iyi bir hiicre tasiyici oldugu
belirtilmistir (55). Tip I kollajen icinde verilen otolog MKH’lerde tendon tamiri
calismalarinda kullanilmis, ancak vakalarin yaklagik %30’unda ektopik kemik
olusumu gozlenmistir (53). Juncosa-Melvin (2005) c¢alismasinda, hiicre-kollajen
oraninin 20 kat kadar azaltilmasi (0.8’den 0.004M hiicre/mg kollajen) ile kiiltiir
ortaminda hiicre canliligiin diizeldigi, tamir sahasinda ektopik kemik olusumunun
ortadan kalktif1 ve tedavi sonrasi 12. haftada histolojik goriinlimiin diizeldigini
gostermistir (54). Hiicre tasiyicilar calismalarin sonuglarimi etkileyebildigi igin
calismamizda herhangi bir hiicre tasiyici kullanilmadi ve MKH’leri sterii MEM

icinde si¢anlara uygulandi.

MKH ile yapilan ¢aligmalarda bu hiicreleri isaretleme ¢alisma sonunda MKH
kokenli farklilasmig veya farklilagmamis hiicreleri saptamak igin kullanilmaktadir.
Isaretleme icin cesitli teknikler kullanilmaktadir. Calismamizda MKH’ler BrdU
(bromodeoksiiiridin) ile isaretlendi. BrdU bir timidin analogudur ve ¢ekirdek i¢inde
hiicre DNA’sma baglanir. Hiicre dongiisiiniin S fazindaki hiicreler, verilen BrdU

spesifik antikorlar ile immunohistokimyasal yontemle tespit edilebilir (78). BrdU ile
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isaretleme [3H]- timidin isaretleme yontemine gére daha az zaman gerektirmesi ve

daha yiiksek ¢oziiniirliikte goriintii vermesi yoniinden daha avantajlidir (79,80).

Chong (2007) calismasinmi tavsanlarin asil tendonlar1 {izerinde yapmis ve tamir
hatt1 cevresindeki hiicre sayisi, 3. haftada en yiiksek iken bu saymin 12. haftada
azaldigin1 gostermistir. 3. haftada yapilan biyomekanik testlerde gruplar arasinda
anlaml fark cikarken, 6 ve 12. haftalarda yapilan ayni testlerde anlamli bir fark
ortaya konulamamistir. Makroskopik olarak gruplar (MKH verilen ve verilmeyen
grup) arasinda fark goriilmemistir. 3. haftada tamir sahasinda her iki grupta da
hipertrofi ve transliisensi goriilmiistiir. Tamir sahasinda kesit alanina bakildiginda
gruplar arasinda anlamli fark saptanmamigtir (55). Calismamizda da 12. haftada
makroskopik olarak her iki grupta tamir sahasinda hipertrofi goriiliirken, kontrol

grubunda daha belirgin transliisensi goriildii.

Bir¢ok c¢alismada MKH verilen gruplar ile kontrol gruplar1 arasinda
biyomekanik o6zellikler agisindan anlamli sonucglar alinmisken bu c¢alismalarin
cogunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli histolojik fark elde
edilememistir. Awad (2003) MKH ve tavsan patellar tendonlar1 ile yaptigi
caligmasinda hi¢bir grubunda kontrol grubuna gore histolojik olarak fark gérememis
(53); Chong ise tavsan asil tendonlar1 ile ilgili ¢aligmasinda MKH verilen grupta
sadece erken donemde (3. hafta), histolojik kriterlerden, ¢ekirdek sekli (nuclear
aspect ratio) ve cekirdegin oryantasyonunda (nuclear orientation angle) fark
oldugunu gostermistir. Ge¢ donemlerde ve diger histolojik kriterlerde ise fark ortaya
koyamamistir (55). Young ise kollajen jel icinde MKH verdigi grupta kontrol
grubuna gore daha biiyiik kesitsel alan ve daha iyi organize olmus kollajen fiberlerin
oldugunu belirtmistir. Incelemenin 6zellikle erken donemlerinde her grupta belirgin
fibrozis ve sutiir etrafinda yaygin inflamatuar hiicreler saptanmistir (81).
Calismamizda MKH verilen grupta daha az fibrozis ve damarlanma olmasina karsin
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Ozellikle sutiir materyali ¢evresinde
yaygin inflamatuar hiicre her iki grupta da mevcuttu. Tendon hiicrelerinin belirgin
sitoplazma icinde ¢ekirdeklerinin biiyliylip yuvarlaklagsmasi kikirdak metaplazi

olarak yorumlanmakta olup, bunun olus mekanizmasi tam olarak aciklanamamigtir
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(82). Biz de gruplardan bagimsiz olarak bazi kesitlerde kikirdak metaplazisi gordiik

ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadik.

Chong, tavsan asil tendonlar1 ile yaptigi MKH c¢alismasinda biyomekanik
ozellikler acisindan sadece erken donemde (3.hafta) anlamli fark oldugunu gec
donemde (6. ve 12. hafta) ise gruplar arasindaki bu farkin ortadan kalktigini
sOylemistir. Caligmasinda, MKH’lerin iyilesen tendonun ulastigi son giicii
arttirmadig1 sadece iyilesme hizini arttirdigi sonucuna varmistir (55). Awad, Young
gibi diger birgok arastirmaci, tendon iyilesmesinin ge¢ donemlerinde (12 ve 26.
hafta) bile MKH verilen gruplarda biyomekanik oOzellikler agisindan daha iyi
sonuglar aldiklarini bildirmistirler (53), Calismamizda ise, biyomekanik ozellikler
acisindan, MKH verilen grubun, MKH verilmeyen gruptan tendon iyilesmesinin geg

donemlerinde bile istatistiksel olarak anlamli bir iistiinliik gosterdigi goriildii.

Isaretlenmis MKH’lerin olusturulmus tendon defektleri modelinde aym anda
verildiginde, defekt sahasina yerlestigi ve burada canli olarak kalabildigi
gosterilmistir (55). Ancak daha Onceden olusturulmus bir tendon defektine geg
donemde MKH uygulamasi ile ilgili ¢alisma yoktur. Calismamizda tendon tamiri
sonras1 1iyilesmenin ikinci evresi olan fibroblast (tamir) evresinde BrdU ile
isaretlenmis MKH uygulandi. Transplante edilen MKH’lerin farklilasmis ve
farklilasmamis hallerde iyilesme bdlgesinde bulundugu saptandi. lyilesmenin ilk
evresinde (inflamasyon evresi) MKH’lerin iyilesme bdlgesine gogiinii saglayan
kemotaktik faktorler inflamatuar hiicrelerce salgilanir. Calismamizda ge¢ donemde
verildiginde dahi MKH’lerin bu boélgeye yerlesmesi, inflamatuar hiicrelerce
kemotaktik faktorlerin salimiminin iyilesmenin ilerleyen donemlerinde de devam

ettigini gosterir.

Tendon tamiri sonrasi ge¢c donemde MKH verdigimiz c¢alisma grubunda 12.
haftada ¢ok az miktarda apoptozis gordikk. Ancak MKH verilmeyen kontrol
grubunda yaygin apoptozis mevcuttu. lyilesmenin ge¢ dénemi olmasina karsin
verilen MKH’lerin tamir sahasina daha belirgin olarak yerlesmesinin bir nedeni de
bu bolgedeki artmig apoptatik aktivite olabilir. MKH’ler muhtemel olarak, eksprese

ettikleri anti-apoptatik genler sayesinde apoptozu azaltir ve tendon giiclinde artmaya
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neden olur. MKH’lerin etki yolu icin farkli diisiinceler vardir. Bunlardan biri
MKH’lerin farklilagarak tenosit haline doniismesi, iyilesme sahasinda ve remodeling
asamasinda gorev almasiyken; bir digeri ise MKH’lerin terminal farklilasmadan
ziyade “biliylime faktorii pompasi (growth factor pumps)” olarak rol oynamasidir
(83). Bizse, hasar bolgesine nakledilen MKH’lerin, parakrin etki mekanizmasiyla

anti-apoptatik islevi oldugunu 6ngérmekteyiz.

Hayvan ¢alismalarinin avantajlar1 yaninda dezavantajlar1 da vardir. Ilk olarak,
bu calismalarda, genel olarak gruplardaki denek sayilar1 10’un altindadir ve yapilan
histolojik degerlendirme derecelendirme (kategorik veri) esasina dayandigi igin
sonuclarda istatistiksel olarak anlamlilik elde etmek zordur. Istatistiksel olarak
anlamhilik elde etmek i¢in gruplardaki denek sayilarim1i daha yiiksek tutmak
gerekmekte, ancak bu konuda da karsimiza etik sorunlar ¢ikmaktadir.Ikinci olarakta
tendon tamiri ve asirt kullanimu ile ilgili yapilan hayvan ¢aligmalar1 genelde sican,
tavsan ve tavukla yapilmaktadir. Siganlar kolay iiretilebilmeleri, bakim kolayligi,
filogenetik skalada diger tiirlere gore daha alt siralarda olmasi, diisiik enfeksiyon
riski ve kok hiicre ¢alismalarinda daha ¢ok verileri oldugu i¢in tarafimizdan tercih
edildi. Ancak tendon tamiri sonrasi, zaten kisa olan asil tendonlarmin daha da

kisalmas1 biyomekanik ¢alisma yapilmasi agisindan sicanlarin dezavantajidir.

Tendon iyilesmesi ile ilgili olan calismalarin bazilarinda tendonda sadece
defekt olusturulmus, bazilarinda ise tendon transvers olarak kesilip uygun teknik ve
sutiir ile tamir edilmistir. Calismamizin basinda asil tendonuna agik olarak total
tenotomi uyguladik ve 3/0 Ethibond sutiir kullanilarak Modifiye Kessler yontemi ile
u¢ uca primer tamir ettik. Bu yontem 4. haftada perkutan olarak MKH enjeksiyonu
yapacagimiz zaman, tendon tamiri yapilan bolgedeki sutiir renginin cilt altinda
goriilmesi nedeni ile bize kolaylik sagladi. Ancak histolojik sonuglara bakildiginda
bu sutiir materyali ¢evresinde yangi hiicreleri ve fibrozis daha yogun olarak goriildii.
Bu nedenle histolojik inceleme i¢in tendonda defekt olusturan modeller daha

uygundur.

MKH’ler deneysel veya klinik olsun yapilan bir¢ok uygulamada iyi sonuglar

vermekte ve gelecekte bircok hastaligin ¢oziimii olacagi diisiiniilmektedir. Ancak
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MKH’lerin bu uygulamalarda iyi sonuglar verdigi bilinmesine ragmen etki
mekanizmasi halen kesin olarak anlasilamamistir. Sonug olarak ¢alismamizda elde
edilen bulgular 15181nda, ge¢ donem reriiptlir insidansini azaltmak agisindan MKH
uygulamasinin, bu hiicrelerin muhtemel anti-apoptatik etkileri sayesinde, tendonun

kopma giicii esigini arttirdigini diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

e Tendon tamiri sonrasi ge¢ donem de bile MKH uygulamas1 sonras1t MKH’ler

tamir sahasina yerleserek tendon yapisina katildi.

e Tendon tamiri sonrasi, iyilesmenin ge¢ donemlerinde tamir sahasina MKH

uygulamasi tendonun reriiptiirii i¢in kopma giicii esigini arttirdi.

e MKH uygulamasi anti-apotatik etkisi sayesinde ge¢ donem tendon iyilesmesi

sirasinda artmis olan apoptozisi azaltt.
¢ Allojenik MKH kullanim1 herhangi bir immun yanita yol agmadi.

e MKH uygulamasi tendon tamiri yapilan alanda makroskopik olarak daha 1yi

bir goriiniim sagladi.

e MKH uygulamasinin histolojik kriterler agisindan tendon iyilesmesi iizerine

etkisi olmadi.

e Sican tendon iyilesmesinin 12. haftada halen tamamlanmamis oldugu

goriildil.

o Ogzellikle histolojik veriler gibi kategorik verilerin istatistiksel

degerlendirilmesi i¢in ¢alismadaki denek sayisini yliksek tutmak gerekir.

e Tendon iyilesmesi ile ilgili ¢alisma modellerinde defekt olusturan modeller,

sutiir ile tamir edilenlere gore histolojik acidan daha net sonugclar verebilir.

e Tendon ile ilgili hayvan ¢alismalarinda sicanlar kolay bakim sartlari, diisiik
enfeksiyon riskleri, hizli iyilesme kapasiteleri sayesinde tercih edilebilir.
Tendon ¢aligmasinda, eger sican ile calisiliyorsa biiylik boy sican veya

tavsan, tavuk gibi daha biiylik boyuttaki hayvanlar tercih edilmelidir.
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7. OZET

Calisma Bic¢imi: Deneysel calisma

Amag: Tendon tamirleri sonrast olusabilecek en 6nemli komplikasyonlardan
biri reriiptiirlerdir. Bu c¢alismada tendon tamiri sonrasinda, iyilesmenin geg
doneminde (4.hafta) mezenkimal kok hiicre uygulamasinin tendon reriiptiirleri

lizerine etkisi arastirildi

Gere¢ ve Yontem: Calismamizdaki 40 adet Wistar-Albino siganin 6’sinin
femur ve tibialar1 MKH elde etmek i¢in kullanildi. Kalan 34 sicanda agik olarak asil
tendon kesilip tamir edildi. 4. haftada ¢aligma grubuna (n=17) perkutan MKH
uygulamasi yapildi ve kontrol grubuna (n=17) sadece medyum verildi. Siganlardan,
12. haftada eter anestezisi altinda servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek alinan

ornekler, histolojik, immunohistokimyasal ve biyomekanik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Histolojik olarak gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
Yapilan immunohistokimyasal c¢aligmalarda ise verilen MKH’lerin daha yogun
olarak tamir sahasina yerlestigi ve kontrol grubunda belirgin olarak artmis
apoptozisin ¢aligma grubunda c¢ok diisiik oldugu goriildii. Tendon giicii agisindan ise
12. haftada, MKH verilen ¢aligma grubunun, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli daha iistiin oldugu bulundu (p<0,05).

Cikarimlar: Ge¢ donem reriiptiirleri azaltmak agisindan MKH uygulamasinin,
bu hiicrelerin muhtemel anti-apoptatik etkileri sayesinde, tendonun kopma giicii

esigini arttirdig1 sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Kok hiicre, tendon reriiptiirii, apoptozis

52



8. ABSTRACT

Study Design: Experimental study

Objectives: Rerupture is one of the most common complications seen after
tendon repair. In this study; the effect of MSC application on tendon rerupture at late

stage of healing (fourth week), after tendon repair, was studied.

Methods: Femurs and tibias of 6 rats, out of 40 Wistar-Albino rats in the study,
were used to get MSCs. Achilles tendons of the remaining 34 rats were cut and
repaired with open surgical procedures. At the fourth week, percutenous MSCs were
applied to the study group (n=17) and only, medium was applied to the control group
(n=17). The materials, which were taken from rats that were sacrificed by cervical
dislocation method under ether anesthesia at the twelfth week of study, were

analyzed by histological, immunohistochemical and biomechanical methods.

Results: Histologically there was no significant difference between groups
(p>0,05). In immunohistochemical studies it was seen that MSCs were found more
intensively at the repair zone and apoptosis, which was clearly increased in the
control group, was minimally present in the study group. At the twelfth week, the
increase in tendon strength in the study group was significantly higher than the

control group.

Conclusion: Application of MSCs for decreasing reruptures increases the

tendon strength, probably due to their anti-apoptotic effects.

Keyword: Stem cells, tendon rerupture, apoptosis
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