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OZET

Ugur D. Klemp ile tendinopati olusturulan hayvanlarda PRGF uygulamasinin
iyilesmeye etkisi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Spor Hekimligi
Uzmanhk Tezi, Ankara, 2011. Bu ¢alismada PRGF uygulamasinin asil tendon
hasarinin iyilesmesindeki etkisi mikroskobik ve immunohistokimyasal olarak
arastirildi. Calismamizda deney hayavanlarinin tek tarafli (sol) asil tendonlar lizerine
klemp ile tendon hasar1 olusturuldu. Agirliklart 350-450 gr. arasinda degisen, 4-6
aylik, 34 adet disi SD tipi sigan kullanildi. Asilde tendinopati degisikliklerinin daha
belirgin ortaya ¢ikmasini saglamak amaciyla yapilan 6n calismada 2 denegin toplam
4 asil tendonuna klemp ile 2. seviyede (dislide) 1 dakika sikistirmayi takiben 3
dakika serbest birakma seklinde 4 sikistirma uygulandi. Otenazi sonrasi alinan asil
tendonu doku ornekleri elektron mikroskopi ile incelendi ve en optimal hasarin 4.
sikistirmada meydana geldigi belirlendi. Tiim deney hayvanlarina 2. seviyede,
ldakika siire ile 4 kez sikistirma uygulandi. Calisma planina gore deney hayvanlar1 5
gruba ayrildi (Tablo 3.1). Buna gore ilk grup herhangi bir sey uygulamaksizin
(Kontrol:CN), 2. grup klemp ile sikistirildiktan hemen sonra (K-0), 3. grup klemp ile
sikigtirildiktan 1 hafta sonra (K-7), 4. grup klemp ile sikistirildiktan hemen sonra
kontrol grubu deneklerden alinan kandan hazirlanan PRGF enjeksiyonu uygulamasi
sonrasi 1. haftada (PRGF), 5. grup ise klemp ile sikistirildiktan hemen sonra serum
fizyolojik enjeksiyonunu takiben 1. haftada (SF) feda edilerek dokular1 alindi. Bu
orneklerin transmisyon elektron mikroskop ile yapilan incelemesinde; klemp 0.giin
grubunda kollajen lifler arasinda yer yer Odemli sahalar ve fibrositlerin
sitoplazmalarinda vakuoller izlendi. K-7, SF gruplan ile karsilagtirildiginda; PRGF
uygulanan grupta fibroblastlarda ve kollajen lif sentezinde daha fazla artis oldugu
gozlendi. Bununla birlikte K-7 ve SF gruplarinda da fibroblast ve yeni kollajen
sentezi artmig olarak izleniyordu. PRGF grubu fibroblastlarinda organel diizeyinde
yogun bir artig vardi. Bu veriler ile PRGF’in iyilesmeye katkisinin hiicrelerdeki
sentezi(aktivasyonu) arttirarak gerceklestirdigi ve kisith iyilesme ve turnovera sahip
tendonlarda daha iyi bir iyilesme yanit1 saglayabilecegi sonucuna varildu.

Anahtar Kelimeler: PRGF, PRP, tenosit, kollajen,

Destekleyen Kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Birimi, Proje

No: 011 DO1 101 006



ABSTRACT

Ugur D. Effects of healing by PRGF on animals which have tendinopathy
caused by clemping, Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Sports
Medicine Residency, Ankara, 2011. In this study it was investigated the effect of
PRGF on healing Achilles tendon injury as microscopic as immunohistochemical. In
our study, a clamp is used to make an injury made on the test animal’s one-sided
(left) Achilles tendon. 34 female SD type rats were used, weighting between 350-
400g and 4 to 6 months old. To ensure more pronounced changes at Achilles
tendnopathy, 4 Achilles tendon of 2 experimental animals compressed at 2. level for
1 minutes 4 times following relaxation for 3 minutes in preliminary experiment.
Achilles tendon tissue samples taken after euthanasia were analysed by electron
microscopy and it was determined that the optimal damage occurred in fourth (4.)
compression. To all experimental animals was performed the 2nd grade compression
4 times by 1 minute. According to the study plan experimental animals was divided
into 5 groups(Table 3.1). First group (Control:CN) was sacrificed and their tissues
were taken without any application. The second group was sacrificed and their
tissues were taken immediately after compressed with the clamp(K-0), the third
group one week after being compressed with the clamp(K-7). The fourth group was
injected with PRGF derived from the control group right after their tendons were
compressed with clamps(PRGF), and sacrificed after 7 days, and the fifth group was
injected with isotonic saline solution right after their tendons were clamped and
sacrificed after 7 days(SF). The examination of these samples with transmission
electron microscope; there were edematous areas between collagen fibers and
vacuoles in fibrocyte's cytoplasms in K-O group. When PRGF group was compared
with the K-7 and SF groups; it was seen that in PRGF implemented group was
further increase of fibroblasts and synthesis of new collagen fiber. However, the
increase of fibroblasts and new collagen synthesis was seen in K-7 and SF groups.
These data has shown that PGRF contributes to recovery by triggering cell
division/activation, and a more pronounced recovery is observed in tendons with

limited recovery and turnover capability.
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GIRIS

Tendonlar ve baglar eklemleri stabilize eden, hareketi destekleyen ve yiik tagimaya
yardimci olan yumusak dokulardir [1]. Asil tendonu viicudun en kalin ve en giiclii
tendonudur. Asil tendon yaralanmalari; direkt (kontlizyon ve laserasyon), indirekt
(akut asin1 yiiklenim) veya asir1 kullanim yaralanmalar1 sonrasinda olabilir. Her ne
kadar patolojisi tam olarak agiklanamasa da, tendinopati sozcligii siklikla riiptiire
olmamig tendon yaralanmalarini tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir [2].
Giliniimiizde asil tendinopatisi ve diger asir1 kullanim yaralanmalar1 rekreasyonel ve
yarismali sporlara katilim ve dolayisi ile antrenman siklig1 ve siiresinin artmasi
nedeni ile giderek artis gostermektedir [2]. Diinyada her yil 100 milyondan fazla kas
iskelet sistemine (tendon/kas/kemik) ait yaralanma meydana gelmektedir [3].

Tiim spor yaralanmalariin yaklasik %30-50’sini tendon yaralanmalar1 olusturmakta
ve asil tendon yaralanmalar1 bunun % 6-18’ini meydana getirmektedir [3]. Asil
tendon patolojilerinin %55-65’1ni tendinopati olusturmaktadir [4]. Yas gruplar ile
kiyaslandiginda tendinopati insidansi orta ve uzun mesafe kosucularinda 31.2 kat
daha sik goriilmektedir [5]. Kosuculardaki en sik yaralanma sekli olan asil
tendinopatisi riski 1000 km basina 0.02 olarak bildirilmistir [6]. 70 kg agirli§inda bir
insanin orta mesafe kosusunda asil tendonuna binen yiik 5000 Newton olup tendonun
% 6 uzamasina neden olmaktadir. %8 oraninda bir zorlamanin riiptiire neden oldugu
diisiiniiliirse kosucularda asil tendinopati riskinin 6nemi daha iyi anlasilir [7].
Saglikli bir tendonun tensil kuvveti pik diizeyine 25-35 yaslarinda ulagsmakta ve bu
yastan sonra yavagea azalmaktadir [8].

Asil tendon yaralanmalarinda yalnizca spor degil diger birgok predispozan faktor rol
oynamaktadir. Oyle ki yapilan bir calismada agrili asil nedeni ile basvuran 58
hastanin 18’inde (%30) sportif aktivite veya yiiksek siddetli fiziksel aktivite oykiisii
bulunmamistir [9]. Yaslanma, diyabetes mellitus (DM), obezite, hipertansiyon,
florokinolon grubu antibiyotik kullanimi, hiperlipidemi, A ve O grubuna sahip
olmakta tendinopati gelisimi agisindan risk olusturmaktadir [10]. Sonug olarak asil
tendon patolojileri gerek sporcu gerekse sedanter popiilasyonda oldukca sik

goriilmektedir.



Asil tendonunda insersiyonel olmayan tip (orta kisim) yaralanmalara 2 kat daha fazla
rastlanmaktadir. Insersiyonel tip ve orta kisim tendinopatisi altta yatan biyomekanik
nedenler agisindan da farklilik gdstermektedir. Insersiyonel tip de sert zeminde
antrenman, bacak cevresi kaslar1 arasindaki dengesizlik nedeni ile diisme (landing)
sirasinda pronasyonun kontrol edilememesi gibi nedenler 6n plandadir. Diger yandan
orta kistm tendinopatilerinde asil tendonu liflerinin 90derece doniisii nedeni ile
olusan avaskiiler bolge, varus-valgus, hiperpronasyon gibi malalignmentlar, ayak
dorsifleksiyonunda iken kronik egzantrik yiiklenmeler, uygunsuz ayakkabi, artmis
sportif aktivite, tekrarlayan yiiklenmeler gbze ¢arpan nedenlerdir [11]. Viicudun en
gliclii ve en kalin tendonu olmasina ragmen asil tendonun beslenmesi kisithdir ve
yasla birlikte giderek bozulmaktadir [12]. Paratenon, kanlanmasi yiiksek bir doku
olarak kabul edilir. Tendonun proksimal kismi1 kastan endotenona devam eden zayif
bir damar ag ile, distal kismi ise fibular ve posterior tibial arterden ufak dallarin
endotenona girmesi ile kalkaneal yapisma yerine 2cm’lik mesafeyi beslemektedir
[13]. En sik yaralanmalarin goriildiigli yapisma yerinden 2-6 cm’lik proksimaldeki
kisim nispeten avaskuler olarak kabul edilmektedir.

Tendon ve baglar iskelet kasina oranla 7.5 kat daha az oranda oksijen
tilkketmektedirler [14]. Tendon iyi gelismis anaerobik enerji kapasitesi ve diisiik
metabolik hiz1 sayesinde yiik tasima ve gerginligi uzun siire koruyabilir ve iskemi,
nekroz riskini de azaltir [15]. Ancak asil tendonu nispeten az sayida hiicreye, diisiik
turnover oranina sahiptir ve onarim/yenilenme agisindan da kapasitesi yetersizdir
[16]. Tendinopatinin isareti, kollajen liflerde organizasyon bozuklugu, kalinlagma,
mikro yirtiklarin bulunmasidir [17]. Tendon dokusu iyilesme doneminde 3 farkl
donemden gecmektedir: proliferatif, maturasyon ve remodelling akut inflamatuvar
fazi olusturmaktadir. Son basamak olan remodeling fazi 1 yila kadar
uzamaktadir[18]. Onarim ve rejenarasyon bu 3 iyilesme donemi ile
tamamlanmaktadir. Inflamatuvar dénemde hematom olusumu, kan hiicrelerinin
yaralanan bolgeye hareketi, nekrotik materyallerin fagositozu, pro-inflamatuvar
sitokinlerin ve anjiogenetik faktorlerin salinimi ve fibroblast (tenosit) hiicrelerin
katilim1 s6z konusudur. Daha sonra fibroblast proliferasyonu ile tendonun diger

ekstraselliiler matriks komponentleri de dahil 6zellikle tip 3 kollajen ve proteoglikan



sentezi proliferasyon fazini baslatir. Yaralanmadan sonra yaklasik 6. haftada son
donem olan remodelling baglar. Bu doénemde tip 3 kollajen azalirken, tipl kollajen
artar ve mekanik olarak re-organize hale gelirler, diger ekstraselliiler matriks
komponentlerinde oldugu gibi glikozamin sentezi de azalir [19]. Onuncu hafta
civarinda baslayan konsolidasyon doneminde tamir dokusu daha fibr6z hale gelir.
Sonra da yavas yavas skar benzeri tendon dokusu halini alir ve matiir hale gelmesi 1
yil1 bulabilir. Tendonun normal fizyolojik kullanim1 sonrasinda remodelling uyarilir
ve tendon giicii ve stabilitesinde son noktaya ulasilir. Eger bir sporcuda asil
tendinopatisi gibi bir tendon patolojisi meydana gelmisse 6-12 aya varan bir
iyilesme/yenilenme(recovery) periyodu akla gelmelidir. Iyilesme siiresi yetersiz ise
kiimiilatif travma nedeni ile daha biiyiikk yaralanmalar meydana gelebilir [20].
Glinlimiizde artan antrenman siire ve yogunlugu mindr travmalari da giderek
arttirmakta ve kiimiilatif etkiye katkida bulunmaktadir. Bu nedenle asil yaralanmalari
sonrasinda sporcunun tam olarak saglikli bir sekilde spor yasamina geri donmesi her
zaman miimkiin olmayabilir. Yaralanmalar1 6nlemek amaci ile antrenman metodu,
antrenman yiizeyi, kas disfonksiyonu ve esnekligi, gozden gecirilmesi tavsiye
edilmektedir[21].  Asil tendinopatisi patogenezinde genetik, biyomekanik ve
rejeneratif bir takim hatalar bulunmaktadir. Sporcunun daha kisa siirede ve saglikli
bir tendonla sahaya donmesini saglamak amaci ile bu hatalar1 diizeltmek ig¢in
calismalar devam etmektedir. Biyomekanik kusurlarin iyilestirilmesinde alt
ekstremite dizilim bozuklugu, sert zemin, dogru ayakkabi tercihi gibi faktorler 6n
plana ¢ikarken, rejenaratif kusurlar1 diizeltmek adina giiniimiizde birtakim yeni
tedavi segenekleri gelistirilmeye baslamistir. Bir¢ok kok hiicre tipi tanimlanmustir:
embriojenik kok hiicre (ESC), kordon kani kok hiicresi (CBSC), erigkin kok
hiicreler(yag dokusu kokenli kok hiicre gibi), kemik iligi kokenli kok hiiceler (MSC)
vb... Bunlar hiyerarsik sistemde ploripotent ESC, potansiyel ploripotent CBSC ve
multipléripotent MSC seklindedir. Ilging bir sekilde in vitro olarak ne CBSC’nin ne
de ESC’nin tenosit ya da tendona farklandig1 gosterilememistir [16]. Tenositlerin ve
tendon Oncii hiicrelerinin davraniglari, molekiiler markerlar1 konusundaki bilgiler
yetersiz oldugundan bu konuda ¢alismak zordur. Bu nedenle tendon tamirinde kok
hiicre ile ilgili caligmalar devam ederken biiyiime faktorlerinin iyilesme stirecindeki

etkisinin incelenmesi daha kolay ve anlagilabilir bir yontem olarak tercih



edilmektedir. PRGF de iyilesmeye katkida bulunmak amaci ile giiniimiizde giderek
artan bir tedavi secenegi haline gelmistir.

Yumusak doku yaralanmalarinin kan iiriinleri ile iyilesecegi inanc1 1970’lerde otolog
kan enjeksiyonu ile baslamistir. Tam kanin kullanimi ile bir takim faydalar
saglandig1 gosterilmis ancak altta yatan nedenler o donemde agiklanamamustir.
Giliniimiizde ise basarili bir ¢ok sporcuda kullanimi ile populer hale gelen PRP’deki
(platelet rich plazma) mantik trombosit alfa graniillerinde bulunan bir¢ok biiyiime
faktoriiniin iyilesme siirecine 6nemli katkilar saglayacagi seklindedir. Trombositler
yara iyilegsmesini baslatan ve diizenleyen birgok protein, sitokin ve diger bir takim
faktorleri igerirler. PRP tipik olarak 3 ila 5 kat artmis trombosit igerir. Trombositte
en temel sitokinler: TGF-B1 (transforming growth factor-fl1), b-FGF (Basic
fibroblast growth factor), PDGF (platelet derived growth factor), IGF-1 (insulin like
growth factor type 1), VEGF (vascular endothelial growth factor), EGF (epidermal
growth factor), BMP-12 (Bone Morphogenetic Protein-12) ve CDMP (cartilage
derived morphogenetic protein)’dir [22]. Tendona kan yada PRP enjeksiyonu
sonrasinda 10 dk igerisinde depo edilen biiylime faktorlerin %70’inin salindig1 ve 1
saat icinde de bu faktorlerin ¢ogunun kayboldugu, klinik iyilesmenin ise 12 haftay1
bulabildigi bildirilmistir [23]. PRP hazirlanirken alinan kan santrifiij edilir. Buffy
coating denen orta konsantre- trombosit kismi tendinopati bdlgesine intratendindz

olarak enjekte edilir.

Bir¢ok kok hiicre tipi tanimlanmistir: embriojenik kok hiicre (ESC), kordon kan1 kdk
hiicresi (CBSC), eriskin kok hiicreler(yag dokusu kokenli kok hiicre gibi), kemik iligi
kokenli kok hiiceler (MSC) vb. Bunlar hiyerarsik sistemde ploripotent ESC,
potansiyel pléripotent CBSC ve multipléripotent MSC seklindedir. Ilging bir sekilde
in vitro olarak ne CBSC’nin ne de ESC’nin tenosit ya da tendona farklandig
gosterilememistir [16]. Tenositlerin ve tendon oOncii hiicrelerinin davraniglari,
molekiiler markerlar1 konusundaki bilgiler yetersiz oldugundan bu konuda ¢aligsmak
zordur. Bu nedenle tendon tamirinde kok hiicre ile ilgili calismalar devam ederken
bliylime faktorlerinin iyilesme siirecindeki etkisinin incelenmesi daha kolay ve

anlasilabilir bir yontem olarak tercih edilmektedir.



Konservatif tedavide uzun tedavi siireci, etkilenmis bdlgede zayiflik, rekiirren
yaralanma ve kismi1 fonksiyon kaybi, cerrahi tedavide ise fonksiyonun her zaman tam
olarak yerine konamamasi, rehabilitasyonun pahali ve yogun olmasi nedeni ile ilgili

sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir [16].

Tendona fizyolojik dozun {izerinde saglanan biliyiime faktorleri ile iyilesme yanitinin
artacagi daha once invitro olarak yapilan bir calismada gosterilmistir [24]. Ote
yandan PRGF enjeksiyonun tendon dokusu iizerindeki etkisi konusundaki
bilgilerimiz oldukc¢a yetersizdir. Bu ¢aligmada amacimiz PRGF uygulamasinin agil

tendon hasarinin iyilesmesindeki etksini histolojik olarak ortaya koymaktir.

Calismanin Amaglari;

1. PRGF uygulamasinin asil tendon hasarinin iyilesmesindeki etkisini mikroskobik
ve immunohistokimyasal olarak ortaya koymaktir.
2. PRGF’in erken spora doniis i¢in alternatif bir tedavi yontemi olabilecegini ortaya

koymaktir.
Calismanin Hipotezleri;

Hipotez 1: PRGF giinlimiizde bir¢ok klinik alanda 6zellikle spor yaralanmalarinda
Oonemli bir yer tutan tendon yaralanmalarinin kisa siirede tedavisini gerceklestirmek
icin yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. PRGF uygulamasinin histolojik a¢idan

etkinligi degerlendirilerek daha etkin tedavi protokolleri gelistirilebilir.



GENEL BiLGILER

2.1. Asil Tendon Anatomisi

Tendonlar kas kasilmasi sonrast olusan tensil kuvveti kemige aktarip eklem hareketi
meydana getiren yapilardir. Viicudun 6zellik kazanmis siki fibroz dokularidir. Kas
ile kemik arasinda mekanik gii¢ naklediciliginin yani sira, kas kontraksiyonunu da
diizenlemektedirler. Mekanik olarak esnek, dayanikli, kayabilen, fakat uzatilip
sikigtirilamayan Ozelliklere sahiptirler. Beklenmedik ani hareketlerde giicli absorbe
ederek azaltirlar. Kasin devamliligint saglayan tendonlar, kemik veya kikirdakta

sonlanirlar.

Asil tendonu ise insan viicudundaki en biiylik, en kalin ve en kuvvetli tendondur.
“Achilleus”, Homeros’un Iliada Destani’nda adi gecen kahramana ve insan
viicudunun en kalin ve saglam tendonu olan asil tendonuna isim kaynagi olmustur.
Efsaneye gore; Achilleus 6liimlii bir baba olan Peleus ile bir tanriga olan Thetis’in
ogludur. Thetis oglu Achilleus’un bir savasta 6lecegini 6grenir ve onu Oliimstizliik
nehri Styx suyunda yikayarak yaralanamaz hale getirir. Fakat sol topugundan
tutularak yikanan Achilleus Truva savaginda topugundan zehirli bir ok ile vurulur ve

oOliir [25]. Bu yiizden ayak topugunda yer alan tendona asil tendonu ad1 verilir.

Asil tendonu ile ilgili bilgilere Antik Yunan donemi eserlerinde rastlanmaktadir.
Ortacag doneminde sarap ve baharata batirilmis bandajlar kullanilarak asil tendon
tedavisi uygulandigi bilinmektedir. Asil tendonu ile ilgili ilk tibbi yayinlar; 1575
yilinda Ambroise Paré ve 1722 yilinda Jean Louis Petit tarafindan yapilmistir [26].

Asil tendonu bacagin arka yiizeyel kompartmani i¢inde bulunur, gastroknemius ve
soleus kaslarmmin tendindz kisimlarinin  distalde birlesmesiyle olusur [27].
Gastroknemius kasi caput laterale ve mediale olmak {izere iki bas seklinde femur
medial ve lateral kondilden baglar. Soleus kasi ise gastroknemiusun derininde yer

almaktadir ve tibianin arka yiiziindeki linea musculi soleiden ve tibia ile fibula



arasinda gerilen arcus tendineus soleiden baglar. Daha genis olmasindan dolayi
gastroknemiusun her iki yanindan tasar. Gastroknemius ve soleus komponentinin
distalde birlesmesi iki sekilde olur. En sik olan tipinde, tendonun kalkaneusa yapisma
yerinin yaklasik 12 cm proksimalinde iki kasin apondrozu birlesir ve tek tendon
olarak asagi inerler. Daha nadir goriilen tipte ise, gastroknemiusun apondrozu direkt
olarak soleus kasinin i¢ine karisir. Gastroknemius komponentinin uzunlugu 11 ila 26
cm arasinda degisirken, soleus komponentinin uzunlugu ise 3 ila 11 cm arasindadir.
Bu iki kas ve asil tendonu ayak bileginin en giiclii fleksoriinii olustururlar ve tibial
sinir tarafindan innerve edilirler. Asil tendonunun en dar yeri kalkaneusa yapigsma
yerinin 4 cm kadar proksimalindedir. Arka tarafi deri ve fasia ile ortiiliidiir. On

tarafinda ise derin kaslar, damar ve sinir ile aralarinda yag dokusu bulunur.

Asil tendonunun yiizey alani distale ilerledik¢e aksiyel planda yuvarlaklasir ve bu
seviyeden sonra, superior kalkaneal tuberositeye yapisana kadar yassilasir [28]. Asil
tendonunun distale dogru seyri sirasinda, tendon lifleri 90 derecelik bir doniis
yaparlar; tendonun proksimal ve medialdeki lifleri distale ilerledik¢e posteriora yer
degistirirler (Resim 2.1.1). Boylece ayak bilegi plantar fleksiyonu sirasinda kasin

uzamasi artar ve daha az enerji ile kas kontrakte olabilir [29].

Resim 2.1.1: Kadavra asil tendon diseksiyonu



Asil tendonunun kalkaneusa yapisma yeri oldukga 6zellesmis bir bolgedir. Bu bolge
tendonun distal ucuyla birlikte, bir hyalin kikirdak tabakasi ve periost ile kapl
olmayan bir kemik pargasini igerir. Tendon ile cilt arasinda yer alan subkutan bursa,
tendon ve cevre dokular arasindaki siirtlinmeyi azaltir. Tendon ile kalkaneus arasinda
ise retrokalkaneal bursa bulunur [30]. Asil tendonunun kalkaneal insersiyonu sebebi
ile subtalar eklemdeki hareketlerde tendon sekonder yiike maruz kalmaktadir. Asil
tendonu kalkaneusa yapisir ancak etki kuvveti aponorozis plantaris araciligi ile ayak
ucuna kadar iletilir. Ozellikle hiperpronasyon veya kavus ayakta asil tendonunun sok
emilim yetenegi kayboldugundan daha fazla riiptiir gelistigi diisiiniilmektedir [31].

Bu durum 6zellikle pronasyon yapan kosucularda énemlidir.

Asil tendonu ayak bilek plantar fleksorlerinin sefi gorevindedir. Lokomosyonda
primer itici-propulsif kuvveti saglayan tendondur. Gastroknemius kas1 primer olarak
ayak bilek plantar fleksorii olarak gorev yapmaktayken, soleus kasmin ayrica
postural rolii de mevcuttur ve kisi ayakta iken viicudun 6ne diigmesini soleus kasi
onler. Ayrica bu kas kompleksi dizde fleksiyon ve subtalar eklemde supinasyon da
olusturur [32]. Yani asil tendonu diz, ayak bilegi ve subtalar eklem olmak iizere ii¢

ekleme etki eder.

Gastroknemius ve soleus kas kompleksi yiirliyilis esnasinda basma fazinin ikinci ve
liciincii intervallerinde fonksiyon gériir. Ikinci interval yiiriimenin %15-40 arasinda
yer alir. Bu esnada bu kas kompleksinin esas fonksiyonu tibianin plantar fleksiyona
giden ayak ilizerinden One translasyonunu kontrol etmektir. Yiiriytlisiin %34 liik
kismina gelindiginde ise topuk kalkis1 baglar. Yiiriimenin %40-62’lik boliimiinde ise
iciincii interval yer alir. Bu zaman diliminde triseps surae kasinin konsantrik
kasilmas1 sonrasi ayak bileginde hizli plantar fleksiyon meydana gelir [33]. In-vivo
asil tendon kuvvetinin ambulasyon esnasindaki degerlendirmeleri sonucunda topuk
vurusundan hemen sonra asil tendonunda sessiz bir donem oldugu ve daha sonra
itme fazina kadar kuvvetin hizlica artarak pik yaptigi bulunmustur [34]. Bu pik
kuvvet miktari tiglincii interval boyunca korunur. Yiiriiyiisiin basma fazinin bitiminde

asil tendonunda viicut agirliginin %250°si kadar yiiklenme oldugu saptanmigtir [32].



Asil tendonu sural sinir ile yakin bir komsuluga sahiptir. Yapilan bir kadavra
calismasinda sural sinirin distalde asil tendonunun kalkaneusa yapisma bdlgesinin
ortalama 18 mm lateralinde yer aldigi gosterilmistir. Proksimalde ise sural sinir,
tendonu kalkaneusa yapisma bdlgesinden ortalama 9.8 cm uzaklikta ¢aprazlar ve
tendonun lateralinde seyreder [35]. Bu nedenle oOzellikle asil tendon kesileri,

yaralanmalar1 ve cerrahileri sirasinda sural sinir zedelenebilmektedir [26].

2.2. Tendon Histolojisi

Makroskopik olarak tendonlar uzun ve beyaz renkli yasst yapilardir. Cok sayida
kollajen lifi, az miktarda mukopolisakkaritlerden zengin amorf madde (sekilsiz ara
madde) icerisinde cok az miktarda hiicresel yap1 igeren bir siki bag dokusu

elemanidir [36].

Normal tendonun yapist seyrek ig seklinde tendon hiicreleri ve arada oldukga
organize olan hiicre dis1 matriksten olusur (Resim 2.2.1, Resim 2.2.2) [37, 38].
Matrikste tendona kendi giiciinii kazandiran uzun iplikler halinde siki tip I kollajen
demetleri vardir. Kollajen arasinda kiiciik proteoglikan ve glikozaminoglikan
zincirlerinden olusan ara madde bulunur. Normal tendonda 151k mikroskobunda fark
edilmeyen cok az ara madde vardir [36]. Ara madde ve kollajen tenoblastlar
tarafindan sentezlenmektedir. Tendonlarin %90-95 hiicresel elemani tenoblast ve
tenositlerden meydana gelir. Tenoblastlar tendonda histolojik olarak en sik izlenen
hiicrelerdir ve ayn1 zamanda tamirci hiicreler olarak gorev yaparlar. immatiir tendon
hiicreleridir ve olgunlasma gerceklestikce tenosit haline dontisiirler. Yara bolgesinde
toplanarak intraselliiler maddeler salgilarlar ve skar dokusunu olustururlar [36].
Tenositler ise inaktif hiicrelerdir. Aerobik Krebs siklusu, anaerobik glikoliz ve
pentoz fosfat sant yollarin1 kullanarak enerji gereksinimlerini karsilarlar. Kollajen lif
demetleri arasina paralel yerlesmis az sayidaki tenositler, enine kesitlerde demetler
arasina sokulan 1ginsal sitoplazmik uzantilara sahiptirler ve bulunduklar1 yerin seklini

alirlar. Tendonun kalan %35-10’luk hiicresel elemanlar1 ise kemik yapisma ve
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insersiyon bdlgelerinde bulunan kondrositler, tendon kilifinda bulunan sinovyal
hiicreler, kapiller endotel hiicre ve arteriollerin diiz kas hiicrelerini olusturan vaskiiler

hiicrelerdir [39].

Resim 2.2.1, Resim 2.2.2: Normal tendon dokusunun histolojik goriintiisii
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Tendonun yapis1 hiyerarsik bir diizen igerir; fasikiiller fibrillerden, fibriller
mikrofibrillerden ve mikrofibriller tropokollajenlerden olusmaktadir. Tendonun
yapisi incelendiginde birincil {inite kollajen fibrilleridir. Tendon genel olarak
paketlenmis tip I kollajen fibrillerinden olusur. Belli sayidaki kollajen fibrilleri
birleserek primer demetleri (fiberler) olustururlar ve ¢iplak gozle de goriilebilen bu
olusumlar tendon lifi olarak adlandirilirlar. Fiberler de birleserek kan, lenfatik

damarlar ve sinirleri de igceren fasikiilleri olustururlar.

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 yapilar1 kollajen lifleri arasinda seyreder [40].
Fasikiiller bir araya gelerek epitenon ile sarilir ve tendonun kaba yapisi ortaya cikar
(Sekil 2.2.1). Epitenon iki tabaka halindedir. Icteki 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 6nemli bir rol oynar [39].
Epitenon kas-tendon bileskesinden itibaren kas iizerinde epimisyum olarak devam
eder. En son tabaka da tendonu g¢evre dokulardan ayiran paratenondur. Paratenon,
tendonun dis yiizeyini saran ince, beyaz, parlak, sinovya benzeri gevsek bag dokusu
kilifidir, genel olarak kollajen tip I ve tip III kollajen fibrillerini, baz1 elastik fibrilleri
ve sinovyal hiicrelerin yerlestigi i¢ diizeyi barindirir. Epitenonun dis yiizeyini
destekler ve epitenondan siirtiinmeyi azaltarak tendon hareketine izin veren ince bir
sivi tabakastyla ayrilir. Paratenonun temel fonksiyonu her bir tendonun kendisine
yakin yapilarla baglantis1 olmaksizin serbest olarak hareket etmesini saglamaktir.
Epitenon ve paratenon i¢inde elastik lifler de bulunur ve kan damarlarindan oldukca
zengindirler. Oysa endotenonda ¢ok az sayida damarsal yapit mevcuttur. Primer
demetler icinde ise hi¢ damar yoktur. Dolayisiyla metabolizmalar1 oldukga yavastir

[36].
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Tendon
TENDON YAPISI  Tersiyer lif

Sekonder lif demeti
(Fasikiil)

Primer lif demeti
(Subfasikiil)

Kollajen
lif

Kollajen
fibril

Sekil 2.2.1: Tendonun histolojik yapisinin sematik goriiniimii

Paratenonun dis yiizeyi diizdiir ve ¢evre dokuyla ¢ok sayida baglanti icermektedir.
Boylece tendon hareketleri kisitlanmamis olur. Artmis mekanik strese maruz kalan
ve yeterli lubrikasyonun saglanmasit gereken el ve ayaklar gibi bolgelerde
tendonlarda sinovyal tendon kilifi bulunur. Sinovyal kilifin i¢ katman1 tendon cismini
kusatir ve sinovyal sivi iiretmek amaci ile ultrafiltrasyon membrani olarak davranir.
Kilif, sinovyal s1v1 igeriyorsa tenosinovyum, icermiyorsa tenovajinum adin alir [41].
Bu kilif mezenkimal kokenli yassi hiicrelerden olusan iki tabakadan meydana
gelmistir. I¢ tabaka paratenona siki sekilde tutunurken dis tabaka cevre dokulara
yapisiktir. Iki tabaka arasinda bir bosluk mevcuttur ve tabakalarin bosluga bakan
yiizleri devamliligi olmayan mezotel hiicreleri ile dosenmistir. Bu boslukta sinovya
benzeri protein, glikozaminoglikan, glikoprotein ve iyonlar igceren bir sivi bulunur.
Bu sayede tendon en dis kilif i¢cinde kayarak hareket edebilme 6zelligini kazanir [38,
42]. Asil tendonu ayak bilegi etrafindaki diger tendonlardan farkli olarak sinovyal
kilif icermez. Peritenon ince gevsek bag dokusu kilifidir. Tendonun hemen iizerinde
epitenon ve en digarida paratenonu olusturur. Peritenon ve tendonun bag dokusu
birbiriyle devamlilik gosterir. Asil tendonu paratenonu el ve bilek tendonlarinda olan
sinovya tabakasina sahip olmasa da arka tarafta mukopolisakkaritlerle kayganlagmis

birkag ince kayan membrana doniigiir [42].
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2.2.1. Kollajen Yapisi

Diger konnektif dokularla kiyaslandiginda tendon dokusu, rolatif olarak daha az
hiicre, daha fazla ekstraselliiler matriksten olusmaktadir [43]. Insan tendon toplam
agirhigmin %30’unu kuru tendon agirligr olustururken %70 agirlik ise icerdigi su
tarafindan meydana gelir [44]. Tendonun kuru agirliginin %75-90’ 11 ise kollajen
olusturur. Tendon yapisinda yer alan kollajenin yaklasik %95°1 tip I kollajen kalan
kismu ise tip III kollajendir [2].

Bag dokusunun ana bileseni olan kollajen, insan viicudunda en ¢ok bulunan
proteindir. Tendonda diger dokulara gore en yiiksek oranda bulunur [45]. Insan
viicudunda 30 kadar farkli polipeptid zincirinden meydana gelen bilinen 27 tip
kollajen vardir [46]. Tip I kollajen kemik, tendon, deri ve dis dahil olmak {izere bag

dokunun ¢ogunda bulunur [47].

Tendonda kollajen yapim ve yikim hizi oldukca yavastir. Kollajen molekiilii
tenoblastlar tarafindan prokollajen olarak sentezlenir. Prokollajen ekstraselliiler
alanda peptidaz enzimleri tarafindan parcalanir ve tropokollajen molekiilii meydana
gelir. Hidroksiprolin, polipeptid zincirleri arasinda hidrojen baglarint meydana
getirerek ticlli tropokollajen sarmalinin dayanikliligina yardimci olur. Tropokollajen
kiimelenerek kollajen fibrillerini olusturur. Fibriler yapi1 tropokollajen molekiilleri
arasindaki capraz baglarin olugmasi ile gli¢lenir. Capraz baglar ise bag dokusunun
gerilme kuvvetini saglar. Kollajen molekiiliindeki ¢capraz baglarin say1 ve kalitesinin
artmasi tendonun gerilme kuvvetinde artig ile sonuglanir [33]. Tendonlar gerilme
giiclerine karsi oldukca direngli olduklar1 halde esneme yetenekleri yok denecek
kadar azdir [48]. Oldukga siki araliklarla ve birbirine paralel seyreden kollajen lifleri
yer yer kalin demetler olustururlar. Bu yapisal 6zellik, tendonun gerilme ve ¢ekme

giiclerine kars1 direnebilmesini saglar.
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Kollajen basitten komplekse dogru giden hiyerarsik bir yapilanma gosterir. Ug adet
hidrofilik tropokollajen zinciri ¢apraz baglarla bir araya gelerek hidrofobik kollajen
molekiiliinii, bunlar da Orgiitlenerek mikrofibril ve fibrilleri olusturur.
Proteoglikanlar, glikoproteinler ve su matriks i¢inde fibriller ile birleserek fasikiilleri
olustururlar [39]. Kollajen lif, mekanik olarak test edilebilen ve 151k mikroskobu
altinda goriilebilen tendonun en kiictik {initesidir. Kollajen lifleri longitudinal olarak
yerlesmis olmalarina ragmen transvers ve horizontal olarak yerleserek spiraller

olustururlar [33].

Kollajen ve tenositlerin etrafin1 saran ekstraselliiler matriks Ortiisii proteoglikan,
glikozaminoglikan, glikoprotein ve diger birka¢ kiiclik molekiilden olusur.
Proteoglikanlar olduk¢a hidrofilik olup, suda ¢éziinen molekiillerin difiizyonunu ve
hiicrelerin migrasyonunu saglarlar. Fibronektin ve trombospondin gibi adeziv
glikoproteinler tendonda tamir ve rejenerasyon dongiisiinde gorevlidir. Tendon
cisminde, osteotendindz ve myotendindz bileskede olduk¢a bol miktarda bulunan ve
ekstraselliiler matriksin diger onemli bir komponenti olan Tenascin-C kollajen
dizilimi ve oryantasyonunda 6nemli rol oynar [39]. Tenascin-C salgilanma miktari

mekanik gerilmeler ile diizenlenir ve tendinopatide salinimi artar [33].

2.2.2. Kollajen Dongiisii ve Biyokimyasal Belirtecler

Tendonda kollajen yapim ve yikim dongiisii oldukca yavastir. Kollajen sentezinde
fibrillerin olusmadigi dénemde prokollajen peptidlerin C ve N terminalleri yeni
olusmakta olan molekiilden ayrilip dolasima ge¢mektedir. Bu peptidler; prokollajen
karboksiterminal propeptid (PICP) ve tip I kollajen aminoterminal propeptid (PINP)
olup, yeni kollajen sentezinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Kollajen
yikimint gostermek i¢in ise indirekt belirtecler olarak ise CTX-1 (Tip I kollajenin
karboksi terminal telopeptidi) ve ICTP (Tip I kollajen karboksi terminal telopeptid
bolgesi) kullanilmaktadir (Sekil 2.2.2.1) [49].
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N-Protease C-Protease

Non-helical telopeptides

Triple helix
N-Propeptide C-Propeptide

(PINP) (PICP)

Sekil 2.2.2.1: Tip I prokollajen molekiilii sematik goriintiisii

Serum PINP miktar1 tendon, kas, deri ve kemik gibi dokulardaki tip I kollajen
sentezini gosterir. CTX-1 ise tip I kollajen yikim belirteci olarak idrarda
incelenmistir [50]. Kollajen molekiilleri ¢esitli yolaklarla degrade olmakta ve 6l¢iilen
bu peptidler kollajen yikimi i¢in bir fikir verdirmektedir. Daha 6nceki insan
calismalar1 akut egzersiz ve uzun siireli antrenmanlar sonucu peritendinéz PINP

diizeyinin arttigini desteklemektedir [51-53].

Biitiin kollajen tiplerinde {i¢lii sarmal yapi1 vardir. Tendonlarda bulunan tip I
kollajenin her biri 1000 aminoasit i¢eren ii¢ polipeptid zincirinden olusmustur. Tip I
kollajende bu polipeptid zincirlerin ikisi birbirinin ayni (al), digeri farklidir (02).
Polipeptid zincirlerindeki her ii¢ pozisyondan birinde glisin bulunmaktadir. Zincir
glisin-X-Y olarak tekrarlar. X genellikle prolin, Y ise genellikle hidroksiprolin veya
hidroksilizindir [54]. Hidroksiprolin ve hidroksilizin; prolin ve lizinin, prolin ve lizin
hidroksilaz enzimleri ile hidroksilasyonu sonucu olusurlar. Bu enzimlerin
kofaktorleri askorbik asit, oksijen ve a-ketoglutarattir. Hidroksipirolin igeren
peptitler kemik ve diger dokulardan kollajenin prolitik yikimiyla idrara verilir.
Ayrica hidroksipirolin tip I kollajenin sentezinden de agiga ¢ikar. Hidroksiprolin

diizeyi kollajen metabolizmasinin gostergesi olarak kabul edildiginden, kollajen
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sentezinin artmasi veya azalmasi kan, idrar ve dokulardaki hidroksiprolin diizeyleri

ile takip edilebilir [55].

2.2.3. Tendon Matriks Proteinleri

Elastin: Sert ve esnemeye direngli kollajenin aksine elastin lastik benzeri 6zellikleri
olan bir bag dokusu proteinidir. Elastin ekstremite tendonlarinda ¢ok az bulunur.
Elastin lifleri normal uzunluklarinin birka¢ katina kadar uzayabilirler ve germe
kuvveti ortadan kalkinca tekrar eski sekillerine donerler. Tendon kuru agirliginin % 2

kadarini elastin olusturur [39].

Zemin maddesi: Zemin maddesi proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar, yapisal
proteinler ve plazma proteinlerinden olusan kompleks bir karisimdir. Bag dokusunun
hiicre ve lifleri arasindaki bosluklar1 doldurur. Tendonlarda ¢ok kiiciik
konsantrasyonlarda (% 12’den daha az) bulunsa da tendonun yapisina ve kollajen
dokunun fonksiyonuna Onemli katkilar saglayarak matriksin en O6nemli elemani
konumundadir. Doku zorlanmas1 ve stres uygulanmasi sirasinda siirtiinmeyi azaltan

viskoz bir jeldir [33, 47].

Ozellikle glikozaminoglikanlar negatif yiiklii olmalar1 sonucunda kollajen lifleri ve
proteoglikanlar ile etkileserek kollajen lif dizilimini, gerim sonrasi kollajen lif boyu
restorasyonunu ve lifler aras1 mesafeyi etkileyerek aralarindaki g¢apraz baglarin
miktarini belirlerler. Glikozaminoglikanlar ayrica kollajen lif capina da etki ederler.
Tendonlarin sikigtirilan kesimlerinde kondroitin siilfat major glikozaminoglikandir,
dermatan siilfat ise esas olarak tensil yiikk altinda olan tendon bdlgelerinde
yogunlagmstir. Kollajen lif ¢ap1 regiilasyonunda, tek tek lifleri ayirmada ve hareket
esnasinda makaslama kuvvetlerini azaltmada tendon i¢indeki proteoglikanlar 6nemli
rol oynar. Proteoglikanlardan en Onemlileri dekorin, biglikan, lumikan ve
fibromodulindir. Fibronektin ise hiicre-matriks adezyonunda 6nemlidir. Elastik lifler

tendonun sok absorbe edici kapasitesine etkir ve kollajen dizilim paterninin
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saglanmasinda onemlidir. Dejeneratif tendonlarda tip III kollajen miktarinin artisi,
proteoglikan depolanmasinin artigi, azalmis oksidatif enzim aktivitesi ve artmis

hidrolitik enzim aktivite artig1 goriiliir [33, 47].

2.3. Tendon Beslenmesi

Kolliker ve Sappey'in ¢aligsmalarina kadar tendonlar avaskiiler yapilar olarak kabul
edilmis ve beslenmelerinin sinovyal difiizyon yoluyla oldugu diisiiniilmiistiir [56].
Ancak son calismalar tendon iyilesmesinde vaskiilarizasyonun Onemini ortaya
koymaktadir. Tendonlar hem vaskiiler perfiizyon, hem de sinovyal difiizyon yoluyla
beslenirler. Beslenmelerinin ne kadarinin perfiizyonla ne kadarinin ise difiizyonla
saglandig1 bilinmemekle birlikte, yapilan c¢alismalar sinovyal difiizyonun vaskiiler
perfiizyondan daha etkili oldugunu gostermis ve difiizyonun vaskiiler yapidan
arindirilmis tendonun beslenmesi ic¢in yeterli oldugunu kanitlamistir [57, 58].
Lagergren intratendindz damarlarin tendonu olusturan kollajen demetler boyunca
kanallar seklinde bulunduklarint gostermistir. Her bir kanalda bir arter ve iki ven

bulunur ve venler kendi arasinda karsilikli anastamozla iliski halindedirler [59].

Asil tendonunun kan dolasimi {i¢ bolgeden saglanir; kas-tendon birlesim bdlgesi,
etraf yumusak dokular, paratenon ve kemik-tendon birlesim bolgesi. Siirtiinmeyi
azaltmak i¢in kiliflarla kapli olan tendonlarda ana damarlardan ¢ikan dallar sinovyal
kilifin viseral tabakasina ulasabilmek ic¢in vinkulalardan (mezotenon) gecer. Burada
bir pleksus olustururlar ve tendonun yiizeyel kismini beslerler. Baz1 damarlar ise
tendonun daha derinine ilerler ve endotenon icinde seyrederek peritendinéz ve

intratendinéz damar agin1 birbirine baglarlar.

Sinovyal kilif i¢inde tendonun vaskiiler yapisi intrensek ve ekstrensek vaskiiler
sistem olarak iki ana baslik altinda toplanir. Hangi sistemin baskin olarak dolagima
katkida bulundugu ise tendondan tendona degisir. Ekstrensek vaskiiler sistemi,

mezotenon i¢indeki damarlarin kilif i¢ine dogru sinovyal refleks uzanti, vinkulumlar,
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ossedz insersiyon noktalar1 olusturur. Intrensek vaskiiler yap1 ise endotenon iginde
seyreden vaskiiler yapilardir. Ekstensor tendonlarda intrensek ve ekstrensek vaskiiler
dolasim fleksor tendonlardakine benzer. Paratenonla c¢evrili ekstensor tendonlarda
kan damarlar1 paratenon tabakalari arasina transvers olarak girerler. Sinovyal kilifin
olmadig1 asil tendonu gibi tendonlarda paratenon kanlanmaya yardimci olur.
Paratenon ile ¢evrili olan tendonlarin zengin kapiller ag1 ve bunu besleyen bir ¢ok
damarlar1 vardir. Paratenondan ayrilan arteryel damarlar epitenona girerek endotenon
icinde intratendindz vaskiiler ag olustururlar (Sekil 2.3.1) [40]. Bu nedenle paratenon

tendon iyilesmesinde kilit bir rol oynar.

tendon

arter
mezotenon

parietal,visseral
tabaka kilifi

Sekil 2.3.1: Tendonun arteryel damarlanmasi

Bileske bolgelerinde veya torsiyon, siirtinme ya da kompresyona maruz kalan
bolgelerde tendon kanlanmasi azalir. Asil tendonunun kanlanmasini ortaya koyan
klinik ¢alismalarda tendon yapisma bolgesinin 2-7 cm proksimalinde hipovaskiiler
bir alan tespit edilmistir ve bu hipovaskiiler alan tendon yaralanmalarinin sikca
karsilasildigi bolgeyi olusturmaktadir [60, 61]. Ayni sekilde intratendindz damarlarin
da kalkaneusa yapisma yerinin 4 cm proksimalinde yogunlugunun azaldigi
saptanmustir [62]. Fakat bu ¢alismalara zit olarak, lazer doppler flovmetri yontemi ile
sadece insersiyon bolgesinde damarlanmanin azaldig1 ve kalan tiim tendon boyunca
kanlanmanin esit oldugu da gosterilmistir. Genel olarak ilerleyen yas ve artan
mekanik yiiklenme sonrast kanlanmanin azaldigir bilinmektedir. Sonug itibariyle
tendonlarin beslenmesi etraftaki dokuya ve bulundugu bolgeye gore Ozellikler

gosterir.
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2.4. Tendon innervasyonu

Tendonlarin innervasyonu esas olarak kutandz, muskiiler ve peritendindz sinir
govdelerinden saglanir. Sinir liflerinin bir kismi, tendonlarin kasa yakin bolgelerinde,
tendon mekigi adi verilen yapilar1 olustururlar. Tendon mekigi, sinir liflerinin bag
dokusu tarafindan sarmalanmis kollajen lifleri etrafinda dolanmasiyla olusur. Sinir
sonlanmalarinin myelinli lifleri 6zellesmis mekanoreseptdrler olarak (golgi tendon
organi) fonksiyon goriirler ve basing ve gerime duyarhidirlar. Afferent sinir lifleri,
tendonlar1 asir1 uzamalara karsi korur. Golgi tendon organlar1 en fazla myotendinéz
bileskede bulunur. Myelinsiz sinir sonlanmalar1 ise nosiseptorler olarak fonksiyon
goriir ve agriy1 algilama ve iletmekle gorevlidirler. Tendonlarda hem sempatik hem

de parasempatik sinir lifleri mevcuttur [39].

2.5. Tendon Biyomekanigi

Bilindigi iizere tendonlar kaslardaki giicii kemiklere ileten 6zellesmis yapilardir.
Gastroknemius ve soleus kaslarinin tendonlari, ayakta durma, postural kontrol,
yilirlime, kogsma ve sigrama aktiviteleri sirasinda aktiftir ve bu hareketler esnasinda
asil tendonu da gastroknemius ve soleus kaslar1 tarafindan yaratilan gerilmeyi
kalkaneusa iletir. Tendonlar sadece kasilmis kaslarin yarattigi giicii kemiklere
iletmekle kalmaz, aym1 zamanda deforme olup, daha sonra tekrar orjinal
uzunluklarina donebilme yetenegindedirler. Tenositlerde bulunan aktin ve miyozin

kastan kemige yiik aktariminda ideal bir mekanik yap1 olusturur.
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Kollajenin mekanik davranisi molekiiler yapisindaki baglarin sayis1 ve bigimiyle
degiskenlik gosterir. Tendonlarin etkili bir sekilde calisabilmesi icin yiliksek gerici
kuvvetlere sinirli uzama ile kars1 koyabilmeleri gerekmektedir. Istirahat halindeki
tendonlar, kollajen fibrillerinin kivrilmasina bagli olarak, dalgali bir bigime
sahiptirler. Bu dalgali bicim tendon %2 seviyesinde gerildigi zaman kaybolur.
Tendonun gerici kuvvetlere karsi ilk cevabi liflerinin diizlesmesidir. Bu durum temel
olarak kollajenin elastik 6zelliklerine baglidir ve kuvvet-deformasyon (stres-strain)
egrisinin baglangicini olusturur (Sekil 2.5.1). Gerilme egrisi tendonun yiik altindaki
davranigini agiklamada yardimci olur. Bu noktanin 6tesinde tendonlar kollajen ticlii
helikslerinin molekiilleri arasindaki baglarin kirilmasina bagli olarak c¢izgisel bir
sekilde deforme olurlar ve kollajen fibrilleri paralel hale gelir. Egrinin ikinci
kisminda, kollajen lifleri deforme olur ve yiike dogrusal olarak cevap verirler; eger
tendondaki gerilme %4’den fazla degilse tendon elastik ozellik gosterir ve lifler
orjinal durumlarina geri donerler. %4 ile %8 arasindaki gerilmelerde ise kollajen
lifleri birbirleri {lizerinde kayar ve capraz baglantilar arasinda kopmalar baslar,
kollajen yapisinda mikroskopik diizeyde bozulma baglar. Gerilme seviyesi %8’den
fazla oldugunda ise lifler gerici kuvvetlere kars1 koyamadigindan gozle goriilen bir
deformasyon vardir, intrafibriler hasar meydana gelir ve makroskopik kopmalar
olusur. Bu seviyeden sonra ani olarak komplet riiptiir gerceklesir ve lifler geri

cekilerek diigiimlenirler, tomurcuk haline gelirler [39].

Tendon kopmas:
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Sekil 2.5.1: Birim sekil degistirme - gerilme diyagram
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Tendon rotasyonu asil tendon patolojilerinde 6nemli bir rol oynar. Donmiis kollajen
lifleri tendon icinde yiiksek stres konsantrasyonlarinin olusumuna yol acar. Bu
durum asil tendonu iginde temel olarak tendonun kalkaneusa yapisma yerinin 2-5 cm

proksimalinde olusur ki; burasi asil tendon kopmalarinin en sik oldugu bolgedir [63].

Tendon hem sert hem de esnektir. Erkekteki kesitsel alan1 bayanlara oranla daha
genistir ve kopmast icin daha biiyiik kuvvet gerektirir. Genglerde ise sertligi daha az

esnekligi ise iist dlizeydedir [64].

Tendonun mekanik yiik altindaki davramisi yapisindaki kollajen miktarina,
kalinligina, icerigine, organizasyonuna, lif ¢apina ve birbirleri arasindaki stabil
capraz baglarin (piridinolin) yogunluguna baglidir. 1 cm?’lik bir tendon 500-1000 kg
tagiyabilir. Tendonlarin kirilma noktalar1 ¢eliginkine yakindir. Sigrama ve yiik
kaldirma gibi yorucu aktivitelerde ¢ok fazla yiik tendon iizerine biner [33, 65].
Tendon gerim kuvveti tip III kollajen yogunlugu ve proteoglikan/kollajen orani ile
ters orantilidir. Biyomekanik yiliklenme analizleri ve implante elektrodlar ile yapilmis
caligmalarda kosma esnasinda asil tendonu iizerinde 9 kN yani viicut agirliginin 8-12
kat fazlas1 ylik oldugu tespit edilmis ve bu degerin de asil tendonunun tastyabilecegi
en bliylik yiike ¢ok yakin oldugu bulunmustur [66]. Bu deger yiiriime sirasinda 2,6
kN, bisiklet kullanmada 1 kN civarindadir [62]. Tendona uygulanan gerim ne kadar
hizl1 ve oblik planda ise tendonun kopma riski de o kadar yiiksektir ve en yiiksek gii¢
eksantrik kas kontraksiyonu esnasinda goriiliir [67]. Bir kollajen fibrilinin mekanik
giicli, Uglii heliks yapisinda olusturdugu molekiil i¢i baglarla birlikte c¢apiyla
iliskilidir. Oyle ki fibril capr arttikga biyomekanik dayaniklilik da artmaktadir [68].
Dejenerasyona ugramis tendonlarda ve tendon iyilesmesi siirecinde yogunlugu artan

tip III kollajen fibril ¢apinin tip I’e gore daha kii¢iik oldugu bilinmektedir [69].

2.6. Tendon Yaralanmalarinda Etyopatogenez

Tendon yaralanmalar1 akut veya kronik olabilir, sadece intrensek ve ya sadece
ekstrensek nedenlerle olabildigi gibi bunlarin kombinasyonu seklinde de meydana

gelebilir[70]. Akut travmalarda ekstrensek faktorler 6n planda iken kronik vakalarda
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intrensek faktorler daha onemli rol oynamaktadir. Asil tendinopatisinde bu iki
faktoriin birlikteligi s6z konusudur. Intrensek faktorlerden biyomekanik hatalar ve
dizilim bozuklugu asil tendon rahatsizhi§i olan bireylerin {igte ikisini
olusturmaktadir.[71] Ozellikle ayagm hiperpronasyonu asil tendinopati insidansini

arttirmaktadir [70].

Dejenerasyonu baslatan asil patolojik uyaranin siddetli fiziksel aktivite boyunca asiri
yiiklenme olduguna inanilmaktadir [72]. Fizyolojik esigin tlizerinde tekrarlayan
yuklenmeler hem tendon kilifinda inflamasyon hemde tendon dejenerasyonu ile
sonuclanmaktadir [2]. Muhtemelen, tenositler ekstraselliiler matriks protein yapim ve
yikimint dengesini konrol ederek tamir siirecini diizenlemektedirler. Tendon yikimi
fizyolojik sinirdaki stresler, tendon onarimina izin vermeyecek olgiide sik kiimiilatif

mikrotravmalar nedeni ile de olabilmektedir.

Tendinopatiler;  histolojik olarak gelisigiizel ve bozulmus tamir cevabi ile
karakterizedir [70]. Inflamatuvar hiicreler yoktur ve intratendindz kollajen
dejenerasyonu goriiliir [70]. Ek olarak, liflerlerde incelme ve dezoryantasyon,
dagimik vaskiiler biiytime, lifler arasinda artmis glikozaminglikan birikimi s6z
konusudur[70]. Elektron mikroskopisinde bir¢ok tendon dejenerasyon tipi tek tek
veya birlikte goriilebilir, isim olarak da: hipoksik dejenerasyon, hyalin dejenerasyon,
miksoid dejenerasyon, fibrinoid dejenerasyon, lipoid dejenerasyon, lipoid
dejenerasyon, kalsifikasyon, fibrokartilaj veya kemik metaplazidir. Bununla birlikte
en sik goriileni miksoid ve lipoid dejenerasyonudur [70]. Normalde makroskopik
olarak parlak ve beyaz renkli olan tendon dokusu bu dejeneratif siiregte bigimsiz, gri-

kahverengi hal alir.

Tendinopatinin altinda yatan fizyopatolojik siire¢ hala tam olarak ortaya
konamamuistir. Bircok patolojik durum tendon dejenerasyonu ile sonlanabilir. Su
durumlarin hepsi tendinopatiyi baglatabilir: hipoksi, iskemik hasar, oksidatif stres,
hipertermi, bozulmus apopitoz, inflamatuvar medyatorler, florokinolonlar ve matriks

matelloproteniaz dengesizlikleri [70]
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Tendinopati etyolojisinde bir¢ok teori ortaya atilmistir ancak halen tam olarak
aciklanamamigtir. Tendon maksimal gerim yiikil altinda iken iskemi meydana gelir.
Dinlenimde ise reperfiizyon meydana gelir ve serbest oksijen radikalleri olusur bu da
tendon yikimina neden olur ve tendinopati ile sonuglanir [39]. Peroksiredoksin 5,
antioksidan bir enzimdir ve hiicreleri 6rnegin reaktif oksijen taneciklerinde oldugu
gibi hasara karsi korur [39]. Peroksiredoksin 5 insan tenositlerinde bulunmaktadir
[39]. Tendinopatide ekspresyonu artmistir, bu bulgu oksidatif stresin rolu oldugunu
desteklemektedir. Hipoksi de tek basina dejenerasyon ile sonuglanabilir ¢iinkii
tendonlarin hiicresel ATP seviyelerini korumasi oksidatif enerji metabolizmasina
dayanmaktadir. Siddetli egzersiz siiresince tendonda lokalize hipoksi ile birlikte olan

tenosit 6liimii meydana gelebilir [39].

Tendon histopatolojisinde 4 kose tasi vardir: 1- hiicre sayis1 ve hiicresel aktivitede
artis, 2- cevresel igerikte artig, 3- kollajende bozulma ve 4- neovaskiilarizasyon. Asil
tendon biyopsilerinin histopatolojik degerlendirilmesi, intratendindz mikrodiyaliz ve
uygun olarak hazirlanmis biyopsiler ile yeni molekiiler biyoloji teknikleri (cDNA-
arrays, real-time quantitative PCR) sonucunda prostglandin aracili inflamasyon
gosterilememistir [73]. Ancak ndrojenik inflamasyonun isaretleri bulunmustur [73].
Substans P ve CGRP (calcitonin gene-related peptide) gibi ndropeptidlerin
bulunmasi da tendonda hala inflamasyon olabilecegine isaret edebilir. Periferik lokal
agr1 uyaranmi IV. grup peptiderjik liflerin uglarindan peptid salinnmina yol agar ve

norojenik inflamasyona katki saglayan bir¢ok patofizyolojik olay1 baslatir.

Tendon asir1 kullanim yaralanmalari, geneli tendinopati diye isimlendirilir, meslek
sebepli veya sporcu olan milyonlarca kisiyi etkilemetedir. Tendinopati intrensek ve
ekstrensek foktorden veya her ikisinin de birlikte oldugu bir nedenden meydana
gelebilmesine ragmen asiri mekanik yiiklenmenin en biiylikk sebep oldugu

diisiiniilmektedir [73, 74]. Tendon kopma esiginin altinda tekrarlayan submaksimal
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gerilmeler (strainler) tendon mikroyaralanmalarina ve aralikli tendon inflamasyonuna
neden olmaktadir. Tekrarlayan mekanik yiiklenmelere cevap olarak PGE2 ve LTB4
iretimi ile meydana gelen tendon inflamasyonu, tendinopati gelisime nedeni olabilir
[74]. Buna ek olarak invitro insan tendon fibroblastlarinin tekrarlayan mekanik
yiiklenmeleri PGE2 VE LTB4’i arttirmaktadir. Tendon midsubstans’ina PGE2
enjeksiyonun tendon matriksinde dejeneratif degisikliklere yol agtig1r gosterilmistir.
Onceki bir calismada tendinopati semptomlari gdsteren bireylerin Asil tendonlarinda
mikrodializ teknigi ile dlciilen PGE2 seviyeleri saglikli bireylerden anlamli dl¢lide
yliksek bulunmusg [74].

Duyu siniri igeri biiylimesi (ingrowth): Kronik agrili tendonlarda, duyu sinir liflerinin
iceri dogru biiyiidiigii gosterilmistir ki normalde tendonlarda sinir bulunmaz [75].
Tendonda duyu sinir liflerinin igeri dogru biiyiimesi tekrarlayan yiiklenmeye ve
yaralanmaya bir cevap olarak meydana gelmektedir. Normal tendon onariminda
duyu sinir liflerinin igeri dogru biiylimesi artmis nosisepsiyon ile birliktedir,
sonrasinda bunu otonomik sinir liflerinin igeri dogru biiylimesi takip eder ki bu
nosisepsiyon azalmasi ile eszamanli olur ve bunu sinir geri ¢ekilmesi (retraksiyonu)
izler [74]. Bu nedenle, tendinopatideki noronal regiilasyon bozuklugu asir1 artmis
duyusal sinir dallanmasi ile karakterizedir ve otonomik modulasyon eksikligi
lyilesme yanitinin bozulmasini yansitabilir ki bu tendinopatide agr1 sinyalinde artisa

yol acar ve muhtemelen hiperproliferatif/dejeneratit degisiklikler ile birliktedir.

Asil tendonu, rotator manset ve On c¢apraz bag yaralanmalarmin altindaki temel
neden halen bilinmemektedir. Genetik komponent ile bag dokusu bozukluklari
arasinda Mendelyen kaliima sahip osteogenezis imperfekta, Ehlers—Danlos
sendromu, Marfan sendromu vb hastaliklarda oldugu gibi muhtemel bir spektrum
oldugunu vurgulamak gerekmektedir [76]. Diger yandan bu spektrum kompleks bir
yaptya sahip multifaktéryel bir durumdur, bir durumun gelisiminde bir¢ok gen
iirtiniin ve g¢evrenin kompleks etkilesimi s6z konusudur ve genler arasi veya gen
cevre etkilesimi diye de adlandirilir. Baz1 ¢alismalar ABO kan gruplar ile asil tendon

patolojileri arasindaki iliskiyi ABO geninin varyantlar1 i¢in biyokimyasal markerlar



25

kullanip 9. kromozomun bu boélgesinde bulunan potansiyel genlerin arastirilmasi ile

Asil tendon yaralanmalari i¢in aday oldugunu dogrulamistir [76].

TNC geni TNC kodlar. TNC ytiksek gerime ve kompresif strese maruz kalan tendon
gibi dokularda bol miktarda buluna bir glikoproteindir. TNC gen ekspresyonu
tendona uygulanan mekanik yiliklenmenin miktarina gére diizenlenir [76]. Bu protein
bircok hiicre ylizeyi reseptoriine, integrin gibi ekstraselliiler matriksin diger
komponentlerine baglanabilir ve bu sayede hiicre —matriks etkilesimine katilir. Buna
ek olarak, TNC ekspresyonunun asil tendinopatisinde arttig1 gdsterilmistir, bu bulgu
TNC’nin tendinopati ile iliskili oldugunu kanitlamaktadir [76]. Bu nedenle TNC
geninin, asil tendon yaralanmalar1 i¢in aday olabilecek genlerden biri gibi

tanimlamasi akla yatkindir.

COL5ALI geni az miktardaki heterotrimerik tip V fibriler kollajenin alfa 1 zincirini
(pro-al (V) zinciri) kodlar [76]. Pro-al (V) zinciri tip V kollajenin birgok
izoformunda bulunmaktadir [76]. Tip V kollajen, tendonlarda ve diger bag
dokularinda bulunmaktadir ve kollajen liflerin fibrilogenezisini diizenler [77].
COL5A1 geni de asil tendon yaralanmalar1 i¢in ideal genlerden biridir. Eger
COL5A1 ve/veya TNC geni Asil tendinopatisinin etyolojisine direkt olarak
katiliyorsa, bu genlerdeki gecici degisimlerin tanimlanmasi gerekmektedir. Matsuda
ve ark. TNC’nin ekzon 17’sinde lokalize olan SNP’yi tanimlamistir, bu 1677.
pozisyondaki 18sinin izoldsinle yer degistirmesine neden olur[78]. SNP bu genin
intron 16sindaki GT diniikleotidine komsudur. Amino asit degisiminin TNC
proteinin icinde bulunan fibronektin III’in yapisal stabilitesini degistirmesi
beklenmektedir ve Japon halkinda erigkin astim ile birlikteligi daha Once
gosterilmistir. SNP ile Asil tendon yaralanmasi arasindaki iligkisinin arastirilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Asil tendon yaralanmalarinin etyolojisi multifaktoriyeldir, bu nedenle bundan sonraki
calismalarda farkli intrensek ve ckstrensek faktorlerin etkilesiminin arastirilmasi
onem arz etmektedir. COL5A1 ve TNC’nin viicut agirhigr fiziksel aktivite gibi
cevresel faktorlerle etkilesimi Onceki c¢aligmalardan hari¢ tutulamaz ve ileri
arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Lomber disk dejenerasyonunda viicut agirliginda

artis ile COL9A3 arasindaki iliski daha 6nce gosterilmistir [79].

COL3A1 geninde mutasyonlarin gosterildigi, otozomal dominant gegisli Ehlers—
Danlos sendromu tip II’de spontan Asil veya patellar tendon riiptiirii meydana
geldigine dair birgok vaka ¢alismasi bulunmaktadir [80, 81]. COL3A1 geni spontan

Asil tendon riiptiirlerinde uygun bir gen adayi olabilir.

2.7. Tendon lyilesmesi

Tendonlar normal fizyolojik yiiklenme sirasinda dayanabilecekleri maksimum stresin
ancak ticte biriyle kars1 karsiya kalirlar. Daha fazla kuvvet uygulandiginda yaralanma
olur. Once kollajen bantlarinda mikro yetmezlik olur, ardindan tam kopma gerceklesir.
Cildin, subkutan6z dokularin, tendonlarin ve tendon kiliflarinin yaralanmasindan
sonra genelde ayni tip skar dokusu olusur. Tendon uclarindaki skar dokusu yakin

dokularda olusanlardan ayrilamaz.

Genel olarak tendonlar diger bag dokulari(kemik vb.) ile aymi 1iyilesme

basamaklarindan gecse de daha yavas iyilesme hizina sahiptir [82].

Devamlilig1 bir noktada bozulan bir tendonun rejenerasyonu tendon hiicreleri ile
kollajen demetleri arasindaki fibroblastlar tarafindan saglanir. Tendon biitiinliigiiniin
bozuldugu bdlgede bu hiicreler bir yandan hizla ¢ogalirken diger yandan kollajen
lifleri sentezleyerek araligi kapatirlar [83]. Bu sirada en Onemli rolii daha iyi

kanlanan ve bol fibroblast iceren paratenon tabakasi oynar [83]. Her iki ucta kilif
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hiicrelerindeki metabolizma hizlanir, kollajen yapim hiz1 artar ve kisa siire i¢inde
uclar arasinda koprii kurulur [83]. Akut bir hasarlanma sonrasi tendon iyilesmesi
inflamasyonla baslar. ikinci asama graniilasyon dokusunun olusumu (proliferasyon
veya tamir donemi), son evre ise matriksin yeniden sekillenmesi (remodeling)

evresidir (Sekil 2.7.1) [84].

Inflamasyon asamasi hasarlanmay takiben ilk birka¢ giinde olur ve ekstrensek
kaynaklardan gelen hiicreler bolgeyi istila ederek graniilasyon dokusunu olusturur ve
neovaskiilarizasyonu baslatirlar. Serbest damar uclarindan sizan kan pihtilagir.
Yaralanma boélgesinde lizise ugrayan doku artiklar1 ve kan pihtilar1 debris dokusunu
olustururlar. Birinci haftanin sonunda tam olarak bilinmeyen bir mekanizmayla
uyarilan ve bolgeye gelen fibroblastlar hizla cogalir ve kollajen sentezleyerek tamir
siirecini baglatirlar [83]. Bu esnada gelisen hiicreler ve kollajen komponentleri
rastgele dizilmiglerdir. Aynm1 zaman dilimi i¢inde sinovyal sivida bir hiicresel
yapistirici gorevi goren fibronektin maddesinin yogunlugu artar. Zamanla kollajen ve
glikozaminoglikan yogunlugu artarak hiicreler daha siki olarak baglanirlar [83].
Remodeling agsamasina gegildiginde bu komponentler daha organize olarak tendon

aslina paralel konuma gecerler. Bu son faz 6 ile 12 ay kadar devam eder [85].

lyilesme Giinler Histoloji Tensil Yorumlar
fazi Kuvvet
inflamatuar 0-5 Hicresel Yok Meoangiogenez
i proliferasyon
Fibroblastik | 5-28 ;,3,‘;22?;232‘; Artan fE?Sg&iﬂTl
organize olmamis akalar
kollajen y
Kontrolld Yiikl .
kil | cisiyle stres
. Lineer kollajen hareketi
Remodelizasyon| =28 organizasyonu tolare hatti boyunca

kollajen

edebilecek kdprilesmeleri
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Sekil 2.7.1: Tendon iyilesmesinin fazlari
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Normal bir sinoviyal sivi iginde belirli oranlarda bulunan hyaliironik asitin(HA)
yogunlugunun artmasi, fibroblast cogalmasi tizerinde negatif etki yaparak hiicrelerin
sayica artisini baskilamaktadir [83]. Romatoid artritli hastalarin eklemlerinde HA
yogunlugunun azaldigi, bu azalmanin pannus dokusunun olusumundan sorumlu
oldugu gosterilmistir [83]. Ancak in vitro doku kiiltlirii ¢alismalarinda, diisiik
miktarlardaki pirifiye HA’nin fibroblast g¢ogalmasini uyardigi, sinoviyal sivi
ortaminda fibroblastlarin en fazla oldugu gosterilmistir [83]. Bu bulgular klinik
caligmalarla heniiz desteklenmemistir. Sinoviyal sivi yogunlugu ve HA miktarinin
travmadan ne sekilde etkilendigi kesin olarak bilinmemekle beraber, bu

degisikliklerin onarim siirecini hizlandirma y6niinde oldugu sanilmaktadir [39]

Fernando ve Movat tavsanlarda tenotomi sonrasi 151k ve elektron mikroskopisi ile
yaptiklar1  ¢aligmada, tendonun kollajen fibriller gelistirerek iyilestigini
gostermislerdir [83]. Riiptiir sonrasi 3-5. giinlerde tendon uglarinda az veya ¢ok olan
rastgele dizilmis prolifere fibroblastlar 7 giin sonra c¢esitli derecelerde uyum
gostermektedir. Onbir gilin sonra ise tendonun uzun aksi boyunca fibroblastlarin
¢ogunlugunun uyum gostermekte olduklar1 gosterilmistir [83]. Rejenerasyonun erken
fazinda bol miktarda mukopolisakkarit yaninda hiicreler ve fibriller rastgele
dizilmektedir. Daha sonra tendonun uzun aksi boyunca bu fibroblastlar uyum
gostererek kollajen fibril demetlerini yaparlar [83]. Yapilan deneysel bir ¢calismada
kopek, kedi, tavsan, rat ve Gine domuzlarinda tendondaki iyilesmenin, tensil giicte
iki evreli artis seklinde oldugunu bildirilmistir. Ik artis besinci giinde fibroplazi ile
baslar ve 12-14. giinlerde maksimuma ulasir [83]. ikinci artis ise 18-22. giinlerde
baslar. Bu artis ile olusan degisim, dokunun organizasyon basamagi i¢in gereklidir.
Kollajen fibrilleri daha biiyiik, kan damarlar1 daha az olup benzer bir doku olmasina
karsin, tam olarak normal doku degildirler. Bu ikinci degisim organizasyon fazi
normal gilice ulasincaya kadar (ratlarda 60 giin, tavsanlarda 180 giin) devam eder
[83]. Kopeklerde ise 358 giin gectigi halde normal giice ulasmaz [83]. Tendonun
iyilesme evrelerine gore kazandigi tensil kuvveti sekil 4’te gosterilmistir. Tendon
lyilesmesi biiyiik oranda intrensek iyilesme ile olurlar. Tendon onarimi 7-10 giinlerde

en zayiftir, cogu orijinal giiciine 21-28 giinlerde ve maksimum giicline 6. ayda
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ulagirlar  [86]. .Fleksor tendonlarda ideal 1iyilesme, kollajen fibrillerinin
devamliliginin yeniden saglanmasi ve diizgiin kayma yiizeyinin restorasyonu ile
gergeklesir [87]. Tavsanlarda yapilan bir ¢alismada, vaskiiler yapidan arindirilmis
tendonlarin sinovyal agidan difiizyon yolu ile iyilestikleri ve bu nedenle iyilesme

islevinde intrensek kapasitenin oldugu sonucuna ulasilmistir [83]

Tendon iyilesmesi birbiri {izerine binmis 3 basamaktan olusur. ilk olarak yaralanma
bolgesine eritrosit ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ile karakterize inflamatuvar
faz baslar. Ik 24 saatte monosit, makrofaj ve fagosite edilmis nekrotik materyaller
on planda iken inflamatuvar fazin baskin hiicresi nétrofillerdir [70]. Yaralanmis
bolgeye vazoaktif ve kemotaktik faktdrler salinir. Bunun sonucunda vaskiiler
gecirgenlik artar, anjiogenez baslar, tenosit proliferasyonu uyarilir ve yaralanmis
bolgede daha fazla inflamatuvar hiicre toplanir [88]. Tenositlerde bu bolgede giderek
artarak tip III kollajen sentezini baglatirlar [89].

Asil tendonu, rotator manset ve On c¢apraz bag yaralanmalarinin altindaki temel
neden halen bilinmemektedir. Genetik komponent ile bag dokusu bozukluklari
arasinda Mendelyen kalittma sahip osteogenezis imperfekta, Ehlers—Danlos
sendromu, Marfan sendromu vb hastaliklarda oldugu gibi muhtemel bir spektrum
oldugunu vurgulamak gerekmektedir [76]. Diger yandan bu spektrum kompleks bir
yapiya sahip multifaktoryel bir durumdur, bir durumun gelisiminde bir¢cok gen
liriiniin ve ¢evrenin kompleks etkilesimi s6z konusudur ve genler arasi veya gen
cevre etkilesimi diye de adlandirilir. Baz1 ¢alismalar ABO kan gruplari ile asil tendon
patolojileri arasindaki iliskiyi ABO geninin varyantlar1 i¢in biyokimyasal markerlar
kullanip 9.kromozomun bu bolgesinde bulunan potansiyel genlerin arastirilmasi ile

Asil tendon yaralanmalari i¢in aday oldugunu dogrulamistir [76].

Daha 6nce September ve ark. tarafindan yazilan bir makalede kollajen ¢esitleri,
proteoglikan ve glikoproteinler gibi yapisal proteinleri kodlayan genlerin Asil tendon
yaralanmalar1 i¢in aday olabilecek ideal genler oldugu belirtilmisti. Asil tendon
patolojilerinde bu genlerin ekpresyonun artmast veya azalmasi da bunu

desteklemektedir. Bu genlerden tenascin C (TNC) ve COL5A1, bununla birlikte
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COL27A1, ABO geni ile ayn1 kromozomal bdlgede yani 9.kromozomun uzun

kolunun telomerik ucunda lokalizedir [76].

Birkag giin sonra rejeneratif faz baslar ve birka¢ hafta devam eder. Tip III kollajen
sentezi bu donemde pik yapar. Ek olarak, su igerigi ve glukozaminglikan

konsantrasyonu bu donemde hala yiiksektir [89].

Yaklasitk 6 hafta sonra remodelling fazi baglar. Selliilarite azalir, kollajen ve
glukozaminglikan sentezi devam eder ve iyilesme dokusu yeniden sekillenir.
Remodelling fazi konsolidasyon ve maturasyon evresi olarak 2ye ayrilabilir[90].
Konsolidasyon evresi yaklasik olarak 6 ila 10 hafta arasinda stirmektedir. Bu evrede
tenosit metobolizmasi hala yiiksek seyretmektedir ve tamir dokusu selliilerden fibroz
hale degisir. Tip I kollajen sentezi 6n plandadir, tenositler ve kollajen lifleri stresin
oldugu dogrultuda dizilirler [70]. 10 hafta sonra maturasyon evresi baglar ve lyil
kadar devam edebilir [70]. Bu evrede, fibroz yara dokusu giderek skar benzeri
tendon dokusu halini alir [70]. Bu evrenin ikinci yarisinda tenosit metabolizmasi ve

tendon vaskiilaritesi azalir.

Yaralanma oldugunda graniillerini bosaltan trombositlerden biiyiik miktarda PDGF
salimir ve bu yaralanmadan sonra erken donemde yaralanma sivisinda da bulunur.
Ayrica in situ hibridizasyon ve immiinhistokimya kullanilarak PDGF ekpresyonu ve
reseptorleri sicangiller, domuz ve insan yara dokusu gibi bir¢ok hiicrede
gosterilmigtir. PDGF ve PDGF reseptor ekspresyonu parakrin mekanizma ile etki

gosterir.

Tendon iyilesme basamaklarinin diizenleyicisi gibi, bliylime faktorlerinin 6nemi ¢ok
iyi  ispatlanmigtir. Deneysel calismalar, yaralanmada ve inflamasyonda
trombositlerden, polimorfoniikleer 16kositlerden ve makrofajlardan PDGF, TGF-
beta, EGF, IGF gibi bir¢ok biiylime faktoriiniin salindigin1 gostermistir [91]. Bu
bliylime faktorleri neovaskiilarizasyon ve fibroblast kemotaksisini uyarmadan
sorumludur ve fibroblast proliferasyonu ile kollajen sentezi i¢in uyarandirlar [91].
Hayvan modellerinde bazi biiyiime faktorlerinin disaridan verilmesi tendon

iyilesmesini gelistirmistir.
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Bu calismadaki sonuclar bir¢ok biiyiime faktorii ve sitokinlerin yaralanma dokusunda
bulundugunu gostermistir [92]. Ekspresyon dinamikleri karakteristik olarak temporal
ve spasiyal olarak diizenlenir ve biiyiime faktorlerinin ekspresyon paternindeki
degisim yara iyilesmesinde bozulma ile birliktedir [92]. En 6nemlisi bir faktoriin
diizeyindeki degisim diger biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin iiretimini de
etkileyebilmektedir. Bunu da proinflamatuvar sitokinleri ve serum biiylime
faktorlerini yara iyilesmesinin erken dénemi siiresince salinmasi ve diger biliyiime

faktorlerinin kuvvetli bir uyarani olmasi ile gérmekteyiz [92].

2.8. Tendinopati Modellemeleri

Son yiizyillda elde edilen tibbi gelismelerin ¢ogu direk veya indirek yollarla
hayvanlar iizerinde yapilan g¢aligmalara dayanir. Hayvan modelleri hem klinik
calismanin kendisi hem de tamamlayicisi olabilir. Hayvan modellemeleri klinik
gbzlemlere ve bosluklar1 agiklamaya yonelik hipotez kurmaniza izin verir, buradan
elde ettiginiz yeni bulgular klinik uygulamalara aktarilabilir. Hayvan calismalari
klinik ¢aligmalar ile birlikte ilerler, hastaliklar ve rahatsizliklar konusunda birinden
elde edilen bulgularin digerine aktarilmasi ile bilgiler giincellenir, yenilenir.
Tendonlar konusunda yapilan hayvan caligmalar1 yeni degildir, tendinopati klinigine
artan ilgi ile eszamanl olarak popiiler hale gelmistir. Tendinozis modellemesinde
insan yerine hayvan modellemesi ¢alismanin bircoik yarari vardir. {1k olarak hayvan
caligmalar1 organ, doku ve molekiiler seviyede derin invazif analiz saglayabilir. Ayni
sekilde insan tendonunun incelenmesi i¢in biopsi, cerrahi veya post mortem olarak
ornekler alinmasin1 gerektirir ancak bu uygulamanin invazif dogas1 geregi patolojik
ve normal tendon yapisina sahip biiyiikk gruplardan canli doku O6rnegi alinmasi
gerektiginden pek olast degildir. Buna ek olarak insandan invazif yontemle alinan
tendon dokusu oOrneklerinin kronik patolojisi oturmustur ve tendinopati patogenezi

caligmalari i¢in uygun degildir [93].
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Hayvan modelleri sayesinde invazif analiz yapma arastirmacilara tendinozisi bir¢ok
yonden ileri diizeyde inceleme olanagi saglar. Hayvan tendonlarinda tendinozisin
erken doneminde meydana gelen degisiklikler agiklanabilir, patojenik yolaklar
kesfedilebilir, tendinozis gelisimini Onleyici stratejiler gelistirilebilir. Bu yolaklari
insanda agiklamak neredeyse olanasiksizdir ¢iinkii tendinopati semptomlarin ortaya
citkmasindan daha once baglamaktadir ve asemptomatik insanda tendon dokusu
Oornegi almay1 hakli gosterecek bir dayanak yoktur [93]. Hayvan calismalarinda
tendinozis ile birlikte meydana gelen degisiklikler derinlemesine incelenebilir ve
yeni degerlendirmeler yapilarak olayr agiklamaya yonelik olasiliklar belirlenerek
hedefe yonelik ¢alismalar yapilabilir. Ayrica Amerika’da FDA (Food and Drug
Administration) yeni bilesiklerin klinik c¢alismalarda kullanima ge¢meden once
giivenliginin ve etkinliginin degerlendirilmesi amaci ile hayvan modellerinde
calismay1 sart kosmustur [93]. Tendinopatide bu gereksinimler nedeni ile ¢aligmalar

hayvan tendinozis modellerinde yiiriitiilmektedir.

Hayvan modelleri aragtirmacilarin degiskenleri kontrol altina alarak yeni patolojik
yolaklar1 kesfetmesine yardimei olmaktadir. Ornegin hayvan modelinde diger olasi
sebepler kontrol altinda tutulup tek bir genetik veya cevresel faktoriin etkisi izole
edilebilir. Bunu klinikte uygulamak zordur, genetik ve c¢evresel Ozgecmisler
bireylerde farliliklar gostermektedir bu da ¢ok fazla gesitlilige neden olmakta ve

biiylik 6rnek gruplarina ihtiyag dogurmaktadir [93].

Tendinopati meydana getirmek icin bir¢ok yontem gelistirilmistir ancak genel olarak.
mekanik ve kimyasal uyarim ile gergeklestirilen tendinopatiler diye 2 baslik altinda

toplanmaktadir.

1- Mekanik uyarim ile

a- Aktif katihmh modeller



33

Mekanik uyar1 yolu ile tendinopati olusturmak i¢in en sik olarak kullanilan yontem
tekrarli treadmill kosusudur [94]. Ornegin bu ydntem supraspinatus tendon
yaralanmasin1 incelemek i¢in kullanilmaktadir. Cesitli egzersiz protokolleri
uygulanan hayvanlarda birkag¢ hafta sonra supraspinatus tendonunda kontrol grubuna

oranla belirgin ve dramatik degisiklikler goriilmektedir [95].

Materyal Ozelliklerdeki degisikliklerin yani sira, asir1 kullanima cevap olarak tim
parametrelerde histolojik degisiklikler de gdzlenmektedir [94]. Insanda da aym
sekilde oldugu diisliniilen bu degisiklikler, tendonun tekrarlayan yiiklenmeler ile
akromiyal arkin altinda kompresyona maruz kalmasia bagli olarak siddetlenmesi

sonucunda meydana gelmektedir.

Mekanik uyar1 ile tendinopatiyi de iceren dejeneratif degisiklik olusturmada
treadmill kosusu disinda, tekrarlayan uzanma ve yakalama yontemi de alternatif bir
modeldir [96]. Bu modelde, hayvanlar baslangi¢ yakalama hizina ulasamamakta ve
zamanla motor beceri ve kontrol bozulmaktadir. Tekrarlayici hareketlerden olusan bu
model nedeni ile aktiviteden birka¢ hafta sonra tendonda hem fonksiyonel

degisiklikler hemde inflamatuvar cevap olugmaktadir.

b- Pasif katihhmh modeller

Tekmeleme makinasi ile genel anestezi altindaki tavsanlarin ayak bilegine pasif
fleksiyon ve ekstansiyon uygulanir ayni zamanda elektrik stimulasyonu kullanilarak
simiiltane aktif kas kontaksiyonu tetiklenir [97]. Simiiltane kas uyarimi ve pasif
hareket ile uygulamadan birka¢ hafta sonra tendon ve paratenonda histoplatolojik

degisiklikler elde edilebilmektedir [97].
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Tekmeleme makinasiin degisik bir formundaki ¢alismada kas stimulasyonu tibiyal
sinire implante edilen elektrodlar ile yapilmistir ancak sonuglar tamamen farklh
ctkmustir [98]. Onceki ¢alismadan farkli olarak bu calismada da yiiklenme frekansi
fizyolojik degerlere daha yakindir, iskelet sistemleri olgun tavsanlar kullanilmistir ve
test sirasinda yiliklenme seviyeleri 6l¢iilmiistiir. Asil tendonuna yapilan yiiklenmeden
11 hafta sonra herhangi bir mikroskopik veya bliyiik degisiklik goriilmemistir dyleki
matriks organizasyonu, selliilarite, vaskiilarite, su icerigi ve DNA konsantrasyonu
kontrol tendonlarindan farkli bulunmamistir. Onceki calismanin tersine yiiklenme
yapilan asil tendonunda inflamasyon veya dejenerasyona ait herhangi bir histolojik

bulgu saptanmamaigtir [99]

Eski bir ¢alismada tavsanlarda fleksor digitorum profundus (FDP) tendonuna medial
epikondilde siklik yiiklenme olusturacak sekilde sadece uyari verilerek mikro yapisi
ve molekiiler degisiklikleri incelenmistir [100]. Anestezi altinda FDP kas1 toplamda
80 saatlik yiiklenme olusturacak sekilde uyarilmistir. Tendonlar mikroyirtiklar(3 —
300 mm2 alan) ve bir¢ok biiylime faktoriiniin miktar1 ve lokalizasyonu agisindan
degerlendirilmistir. Sonuc¢lar daha Once tanimlanan treadmill kosusu modeli ile
uyumlu bulunmustur ve asir1 kullanima bagh olarak VEGF seviyesi de artmis olarak
saptanmigtir [101]. Bu kas stimulasyon modelinde mikroyirtiklarin m1 biiyiime
faktorleri ekspresyonlarint arttirdifi  yoksa biiylime faktorleri seviyesindeki
degisikliklerin mi tendon yapisint bozarak mikroyirtiklara neden oldugu

bilinmemektedir [94].

Bir c¢alismada, genel anestezi altinda siganlarin cerrahi olarak agilmis asil
tendonlarina yiik baglanip sarkitilarak yaralanma modeli olusturulmustur [102]. Bu
calisma ile yaralanma sonrasi iyilesme cevabinin 2. saatte basladig1 ve 4 hafta kadar

stirdligli gosterilmistir.

Sican patellar tendonlarina in vivo yorgunluk diizeyine kadar yiiklenilerek yeni bir
teknik gelistirildi [94]. Anestezi altinda, patella ve tibiya diizeyinde klemp yardimi
ile dize kii¢iik insizyonlar yapilarak patellar tendona yiiklenmeye izin verildi. Bu

modelde tek bir siklik yiiklenme uygulandi ve yiiklenme sonrasinda 1 ile 2.hafta da
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sakrifiye edildi. 1.haftada histolojik bulgular degiskendi, bazi bolgelerde azalmis
selliilarite ve matriks organizasyon bozuklugu, baz1 bolgelerde artmis selliilarite ve
onarim gozlendi. 2.haftada enine kesit alani artti ve yiiklenilen tendonda ultimate
stres ve modulus (nihai gerilme ve zorlanim) azalmis olarak bulundu. Histolojik ve
mekanik  sonuglar, MMP  regiilasyonu  yiiklenilen  tendonda  insan
tendinopatisindekine benzer olarak bulunmasi ile bu modelin ileri arastirmalar igin

kullanigh bir 6rnek oldugu diistiniildii.

c- Ekstrensek alternatif modeller

Rotator mansette dejenerasyon ve tendinopatinin ekstrensek faktorler tarafindan
ozellikle korakoakromiyal ark (“impingement”) tarafindan sikistirilmasi ile meydana

geldigi veyahut siddetlendigi diisiiniilmektedir [94].

Sicanlarda asil tendonunun akromiyon etrafina sarilmasi ile akromiyal ark ve
supraspinatus tendonu arasindaki mesafe daraltilarak “ impingement” modeli
gelistirilmistir [94]. Bu model asir1 kullanim yaralanmasinin tek basina yol actig
biyolojik ve mekanik degisikliklerin daha biiyiigiine yol agmas1 6nemli bir ayrintidir.
Bu caligsmalar gostermistir ki, tendon 6zelliklerinde dnemli degisiklikler elde etmek
icin ekstrensek sikistirma tek basina yeterli degildir, tendinopatinin daha ¢ok
multifaktoriyel nedenler ile meydana gelmesi gercegi de diisiiniilerek supraspinatus
tendonunda tendon Ozelliklerine daha fazla zararli olabilecek durumlarin bir arada

oldugu bir konsept ile daha iyi bir model olusturulabilir [94].

Subakromiyal “impingement” icin farkli bir modelde sicanlarin omuzlarina,
akromiyon altina kemik plaklar transplante edilerek gelistirilmistir[94]. Akromiyon
ve infraspinatus arasindaki boslugu daraltmak amaci ile bir veya iki plak
kullanilmigtir. Tiim deney sicanlarinda ameliyat sonrasi infraspinatus tendonunda,

cogunda da bursal ylizde olmak iizere yirtik meydana gelmistir. Bu model tutarli bir
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sekilde infraspinatus tendonunda yirtik olusturabildigini gdstermistir, bu da
subakromiyal impingement’in rotator manset yirtiklarinda, 6zellikle de bursal yiiz

tarafindakilerde rol oynayabilecegini isaret etmektedir [94].

2- Kimyasal uyarim ile

a- Kollejenaz Modeli

Hayvan modellemelerinde tendinopati ¢alismak amaci ile cogu kez intrensek yontem
olan degradasyon ve inflamasyona basvurulmustur. Bunlar icinde de en sik
kullanilani kollejnazdir[94]. Kolejenaz giliniimiizde baz1 arastirma gruplari tarafindan
hem akut yaralanma hemde tendinopati ¢aligmak amaci ile kullanilmaktadir. Celiskili
sonuclar bulunmustur ancak bunlar ¢alisma protokoliindeki farkliliklardan
kaynaklanabilmektedir. Ornegin, tendonda lezyonun biiyiikliigii veya yaralanmanin
derecesi kullanilan kollajenazin miktar1 ile orantihidir. Kollejenaz enjeksiyonu
sonrasinda, beklendigi gibi, tendonlar da matriks yikimi, yogun hemoraji ve
eksudasyon goriiliir [94]. Bu bulgular ultrasound ile ekojenite yogunlugunda azalma
seklinde goriilebilir [94]. Semptomlar giderek azalir ve yara bolgesi graniilasyon
dokusu ile dolar. Doku kalitesindeki iyilesme tendon krimp paternindeki kismi geri
donts ile gosterildi [94]. Ancak krimp paterni asla tam olarak normale donmedi,
lifler paralel dizilimini kayebetti ve caplar1 azaldi [94]. Tendonlarin enine kesit alan1

genelinde artt1 ve normale donmedi [94].

Biiylime faktorlerinin tendon iyilesmesinde dnemli etkileri oldugu diisiilmektedir ve

kollajenaz uyarisi ile olusturulan tendinopati modelinde bu konu da ¢alisilmistir.

Tendinopatideki en dnemli sorunlardan biri de fonksiyon kaybidir ve bu nedenle

tendinopati modellerinde fonksiyon iyi bir gostergedir [94].



37

Ozet olarak, kolejenaz ile olusturulan tendinopati modeli, matriks yikimi, artmis
hiicre sayis1 ve vaskiilarite artig1 gibi klinikte goriilen tendinopati ile bir¢ok benzer
ozellik gosterir. Ek olarak, yaralanmanin ciddiyeti tendona uygulanan kollajenazin
hacim ve konsantrasyonu ile kolayca kontrol edilebilir [94]. Kollejenaz injeksiyonu
treadmill kosusuna gore inavif bir yontem olsa da tendinopati takip ve tedavisi igin

kullanigh bir hayvan modelidir [94].
b- Alternatif kimyasal modeller

Kollejenaz modeli ¢ok yaygin olarak kullanilsada, tendinopatinin nedeni
inflamatuvar bir reaksiyon mu yoksa mekanik bir yaralanmadan mi kaynaklaniyor
tartismas1 devam etmektedir. Kollejenaz injeksiyonu hizlica inflamatuvar yanit
olusturur ve es zamanli olarak mekanik degradasyon gergeklesir [94]. Bir¢ok grup bu
nedenle sadece inflamatuvar cevabi uyarmak ve normal tendonda etkisini

tanimlamak i¢in ¢alismaktadir.

Tendinopati olusturmak i¢in kullanilan ilk non-kollejenaz ajan sitokinler ve
bilinmeyen ajanlarm karisimi idi [103]. Inflamatuvar hiicreler bulunamad: ama
sonradan ¢oziinen fokal veya diffiiz hiicre artis1 vardi. Bu g¢alismalarda sitokin
kullanilmasiin kisitlmalarindan biri de ¢ok iyi tanimlanmamis olmalaridir. Bu

nedenle yaralanmanin asil mekanizmasini ortaya ¢ikarmak zordur.

Yosun (carrageenan), endojen proteolitik aktivitesi olmayan bitkisel bir
polisakkarid, injeksiyonu ile 16kosit invazyonu saglanarak tendon hasar1 olusturmada
kullanilmigstir [104]. Yogun miktarda nétrofilin goriildiigii kollajenaz ¢alismalarindan
farkli olarak bu modelde noétrofillerden daha fazla sayida makrofaj birikimi
olmaktadir. Bu model inflamatuvar hiicrelerin nonspesifik yikimi1 uyarmadaki

intrensek rollerini ¢alismak i¢in ¢ok uygundur.
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Korktikosteroidler yaralanmis tendonun tedavisinde rutin olarak kullanilmaktadir;
ancak kortikosteroidlerin kendilerinin de yaralanma oluturabilecegine dair kanitlar
bulunmaktadir [94]. Injekte edilen hayvanlarin sadece yiizde 20’sinde hem
paratenonda hemde tendon midsubstance’inda semptomlar gorilmiistiir [94].
Matriksde herhangi bir yikim olmamistir ama inflamatuvar reaksiyon tetiklenmistir
[94]. Bu gozlemler sonucunda kortikosteroidlerin inflame tendon ve paratenon da

iyilesme basamaklarini ¢alismak icin iyi bir model oldugu kanisina varilmistir.

Son olarak, prostoglandinler in vivo olarak mekanik yiiklenme yapilan fibroblastlarda
ve egzersiz sirasinda artmis olmast nedeni ile tendinopatiyi olusturmada
kullanilmistir[ 105]. Deney hayvanlarinda prostoglandinler tendinopati olusumunu
uyarmis iken, aslinda onlarin kolajenazin up-regiilasyonuna yol actig1 diislincesi de
varsayimlar arasindadir [94]. Heniiz prostoglandin injeksiyonu sonrasinda
kollejanazin regiilasyonu inceleyen bir c¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica
tendinopatisi olan bireylerde yapilan ¢alismalarda, asil tendonu PGE2 miktarinda

onemli degisiklikler saptanmamistir [105].

Mekanik uyarim ile tendinopati olusturulmaya calisilan modellerde genellikle sub-
travmatik diizeyde tekrarlayan uygulamalar kullanilmaktadir[94]. Bu mekanik
yaralanmalar yogun emek ve zaman gerektirir[94]. Tekrarlayan uygulamalar ile
meydana gelen bu yaralanmanin insan tendinopatisinin dogal gelisimine benzer
sekilde olduguna inanilmaktadir. Tersine kimyasal veya biyolojik bir ajan
kullanilarak tendinopati meydana getirilen kimsayal uyarim yaralanmalar1 nispeten
non-invazif, kolay uygulanir, tekrarlanabilir ve gegerlidir. En ¢ok kullanilan model
olan kollejenazin uyardigi yaralanma modelinde tendon dokusu hasar1 mekanik
yikimdan ¢ok kollajen liflerin sindirimi seklindedir ve burdaki tendinopati olusumu

insandaki tendinopatinin dogal gelisiminden farklidir [94].
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2.9. PRGF Tanimi ve Hazirlanmasi

2.9.1. PRGF Tanimi

PRGEF belirli hacimdeki PRP’den hazirlanan, otolog plazma proteinleri ile karigik ve
l16kositleri uzaklastirilmis trombositten zengin plazma olarak tanimlanir (Dental
dialogue, Volume 3/2004 sf 1-15, Eduardo Anitua et.al ). PRP ise hematologlar
tarafindan trombositten zenginlestirilmis plazmay1 tanimlamak ic¢in kullanilan bir
sozciiktiir [106]. PRGF trombosit ve yara iyilesmesi ile ilgili biiylime faktorlerini
igerir (Tablo 2.9.1.1) ayrica fibrin, fibronektin ve vitronektin gibi yapismay1 saglayan
plazma proteinlerinide i¢cinde bulundurur. PRGF az miktarda kandan elde edilir.
Klinikte kullanim amacima gore miktar1 ayarlanabilir. PRGF hazirlanirken bir¢ok
farkl santrifiij hiz1 tanimlanmaktadir, trombosit ¢okeltide 16kosit bulundurulmamasi
esastir. Yavag santrifiij sonrasinda en alta kirmizi kan hiicreleri, hemen {istiinde
“buffy coat” boliimiine kadar da l6kositler bulunur bu boliimiin yukarist ise PRGF

elde edilen kisimdir [106].

Biiylime faktorleri ilk olarak 1990’11 yillarda maksillofasiyal cerrahi ve plastik
cerrahide kullanimi ile popiiler hale gelmistir [107]. Ortopedide kullanimi ise i¢inde
bulundugumuz on yilin erken dénemlerinde kemik greftleri ile birlikte spinal fiizyon
ve kirik iyilesmesini augmente etmek amaciyla baglamigtir [ 108]. Kemik iyilesmesini
artirma konusundaki potansiyel faydalar iizerine tartismalar halen devam etse de
[109], kas ve tendon yaralanmalar1 ve dejenerasyonlarinin tedavilerinde PRP
enjeksiyonu kullanimi giin gectikge artan klinik ve laboratuvar kanitlart ile
desteklenmektedir (Tablo 2.9.1.2) [108]. Eriskin bireylerin tendon onariminda bir¢ok
bliylime faktorii yer almaktadir. Bu faktorler yaralanma, biiyiime veya onarim
bolgesindeki hiicreler tarafindan lokal olarak sentezleniyor veya kanlanma ile ulastigi

diistiniilmektedir [16] Direngli tendinopatilerde oldugu gibi bozulmus iyilesme
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cevabinin oldugu durumlarda disaridan bu faktorlerin verilmesi ile iyilesme yaniti
gelistirilebilmektedir [16]. Az sayida klinik kanit bulunmasina ragmen hem
poliklinik hem de ameliyathanede hazirlanmasint miimkiin kilan cihazlarda son
donemde meydana gelen gelismeler hem Avrupa’da hem de Kuzey Amerika’da spor

hekimliginde PRP kullanimda artis olmasina yol agmistir [110].

Kas ve tendon iyilesmesi i¢in gerekli olan trombosit ve biiylime faktoriiniin optimal
miktar1 {izerine tartisma devam etmektedir. Klinik olarak etkin olan PRP, normal
trombosit konsantrasyonunun en az dort katimi igerecek sekilde tanimlanmaktadir
[107] ancak PRP etkinligi daha diisiik konsantrasyonlu preparasyonlarda da
gdsterilmistir [108]. PRP icinde bulunan 15kositlerin etkisi tartismalidir. In vitro
kanitlar iskelelet kast miyotiiplerinde notrofil aracilikli dogrudan yaralanma
gostermistir [108]. Bu durum matriks metalloproteinazlar1 ve nétrofiller tarafindan
salinan reaktif oksijen tiirlerinin var olan doku hasarin1 siddetlendirebilecegine isaret

etmektedir[111].

PRP, trombosit konsantrasyonun taban degerden daha yiiksekte bulundugu
hacimdeki otolog plazmaya denir [23]. Normal trombosit sayis1 150,000/ul ve
350,000/ul arasindadir, ortalama da 200,000/ pl’dir. Kemik ve yumusak doku
tyilesmesinde 1,000,000 trombosit/ ul’yi igeren Sml voliimiindeki plazmadan olusan
PRP kullanildiginda gelisme bilimsel olarak kanitlanmistir [23]. PRP’nin ige yarayan
tanim1 budur. Doku iyilesmesinde daha diisii doz uygulanmasina giivnilemez ve daha
yiiksek konsantrasyonlarin doku iyilesmesinde daha fazla yarar sagladigi heniiz

gosterilememistir [23].

Otolog kandan dogru konsantre de trombosit elde etmek icin mutlaka ¢ift santrifiij
teknigi kullamlmalidir [23]. 11k ¢evirim (sert ¢evirim olarak adlandirilir) plazmadan
kirmizi kan hiicrelerini ayirir ve bu kisim trombositleri, beyaz kiireleri ve pihtilasma
faktorlerini igerir [23]. ikinci ¢evirim (yumusak ¢evirim olarak adlandirilir) hassas
bir bicimde plazmadaki trombositler ve birka¢ kirmizi kan hiicresi ile beraber beyaz
kiireleri birbirinden ayirir [23]. Bu yumusak ¢evrim ile PRP elde edilir ve

trombositten fakir plazma ayrilmis olur [23]. Tek bir ¢evirim ile PRP girisimi sonucu
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gercek bir PRP eldilemez. Bu ancak PRP ve trombositten fakir plazma karisimi olur
onunda trombosit sayist diisiiktiir[23]. Santriflij hizindan veya siiresinden bagimsiz
olarak, tek bir ¢cevrim ile trombositler yeterince konsantre edilemez, ¢linkii kirmizi

kan hiicreleri trombositlerin hassas ayiriminda karigacaklardir [23].

PRP otolog kandan elde edildigi i¢in giivenlidir ve HIV ve hepatit gibi bulasici
hastaliklar yoniinden risk tasimaz. PRP i¢indeki artmis trombosit sayisi ile cerrahi

bolgeye ulasan biliylime faktorlerinin sayisi da artmaktadir.

PRP’nin otolog dogas1 géz oOniine alindiginda giivenlik bakimindan endiseler en
azdir. Herhangi bir enjeksiyon tekniginde olacagi iizere potansiyel enfeksiyonu
engellemek amaciyla aseptik teknik kullanilmalidir. Cesitli laboratuvar calismalar
PRP’nin antimikrobiyal etkisi olabilecegini o6ne siirmektedir [112]. Goreceli
kontraendikasyonlar1 trombositopeni Oykiisii olan hastalar, antikoagiilan tedavisi
goren hastalar, aktif enfeksiyon varligi, timor, metastatik hastaligi ya da hamile olan
hastalar1 icermektedir [108]. PRP kulanimi ile iligkili olarak herhangi bir

karsinogenez, hiperplazi ya da tiimor biiylimesi vakasi bildirilmemistir [110].

Saglik hizmetlerinin mevcut ekonomik sistemi goz oniine alindiginda yeni bir tedavi
yonteminin maliyeti 6nemli bir noktadir. PRP hazirlama sisteminin maliyeti dagitim
yapan sirkete ve kurumsal iligkilere bagli olarak degismekle birlikte,
deneyimlerimize gore tek seferlik preparasyonda enjektor basina 150 $’lik bir
ortalama maliyet olusmaktadir [108]. PRP uygulamalar1 halen deneysel olarak
nitelendirilmekte ve {i¢iincii taraf ddeyiciler yani sigorta sirketleri tarafindan tazmin

edilmemektedir.

Hiicre kiiltiir ¢alismalari, tendon iyilesmesi ile iliskili olan olaylar1 PRP’nin stimiile
edebilecegine dair kanitlar saglamistir. Baz1 arastirmalar PRP ile muamele edilmis
insan tenositlerinde artmig kollajen gen ekspresyonu ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii ve hepatosit biiyiime faktorii iiretiminde artis oldugunu bulmustur[108].

Oysaki bir ¢calismada trombositten fakir plazma ile de benzer artiglar rapor edilmistir.
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PRP ile muamele edilmis insan tenositlerinde ayni zamanda MMP (matriks
metalloproteinaz) gen ekspresyonunda artis oldugu bulunmustur ama tendon
iyilesmesinde matriks metaloproteinazlarin 6nemi halen bilinmemektedir [113]. Ek
olarak, Kajikawa ve ark. yakin zamanda PRP’nin dolagimdan saglanan hiicrelerin
enjeksiyon sahasina mobilize olmasimi uyardigini ve tip I kollajen diiretimini

uyardigini bildirmistir.

Bazi arastiricilar PRP ile muamele edilmis hayvan modellerinde daha fazla hiicre
proliferasyonu ve anjiogenez oldugunu gostermistir[108]. Virchenko ve Aspenberg
2006 da yaptiklar1 bir ¢alismada PRP ile muamele edilmis sican Asil tendon
defektlerinde baslangicta biiyiik rejenerasyon oldugunu gdstermistir ve kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda 14’lincii giinde tendon dayanikliliginda daha fazla artis
bulmustur. Mekanik yiikleme elimine edildiginde iki grup arasinda dayaniklilik
bakimindan herhangi bir farklilik yoktur, bu durum nihai tendon sekillenmesinde
PRP’nin 6nemini vurgulamaktadir. Yazarlar PRP’nin tendon tamirinde baslangic
enflamatuar fazini hizlandirabilecegini ve erken mekanik yiikleme i¢in hiicreleri daha

hazir duruma getirilecegi sonucuna varmustir.

Iskelet kasinda, PRP’deki biiyiime faktdrlerinin laboratuvar ¢alismalarinda
enflamatuar fazi diizenledigi ve iyilesmeyi artirdigi gosterilmistir[108]. Bir fare
modelinde insulin benzeri biiyiime faktorii-1 (Insulin-like Growth Factor/IGF-1) ve
basit fibroblast biiyiime faktoriinlin kas iyilesmesini artirdig1 ve 1’inci ayda kontrol
grubu ile karsilastirlldiginda hizli kasilan kas kuvvetinde artis oldugu
bulunmustur[114]. Shen ve ark. tarafindan 2008’de yapilan ¢alismada, transforme
edici biiylime faktorii-B1 ve prostaglandin E;’nin iskelet kasinin iyilesmesi
sirasindaki fibrozis seviyesinin diizenlenmesinde sinerjistik olduklar1t bulunmustur,
bu durum tam kas fonksiyonunun tekrar saglanmasinda Onemli bir faktordiir.
Hammond ve ark.’nin 2009 da yaptig1 ¢alismada ise siganlarda trombositten fakir
plazma ile PRP’yi karsilastirarak etkilerini bildirmislerdir. Iyilesme siiresinde
meydana gelen iyilesmeler sadece yiiksek tekrarli kas yaralanma modelinde meydana
gelmistir. Bu durum PRP’nin sakrolemmal tamirdeki etkisine oranla miyogenez

tizerinde daha biiyiik bir etkisi oldugunu diistindiirmektedir.
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On capraz bag rekonstriiksiyonlarinda, artikiiler kikirdak yaralanmalarinda, meniskal
yaralanmalarda ve diz osteoartritinde PRP kullanimi heniiz yeni arastirilmaya

baslanmaktadir.

Su an igin ¢esitli PRP hazirlama sistemleri mevcuttur ve ortopedistler ile spor
hekimligi doktorlarinin bunlarin arasindaki farkliliklar1  bilmesi  gereklidir.
Miikemmel giivenirlilik profili ve kolay hazirlanmasi g6z Oniine alindiginda spor

hekimliginde PRP kullanimi giin gegtikce artacak gibi goriinmektedir.

Izolasyon sonras1 PRP, aktive edici bir ajan ile birlikte ya da yalmz basina
kullanilabilir. Kalsiyum kloriir ve/veya trombin ile enjeksiyondan hemen Once
kombine edilmesi trombosit aktivasyonunu, piht1 olugsmasini ve enjeksiyon sahasinda
bliylime faktorii salinimini bagslatir. Ekzojen bir aktivator kullanmadan PRP
uygulanmasi siklikla yapilmaktadir ve bu sekilde uygulandiginda tendon tiirevli
kollajende aktivasyonunun yavas oldugu yakin tarihli ¢alismalarda gosterilmistir
[108]. Cerrahi uygulamalarda, uygulama oncesi PRP yaygin olarak kalsiyum klortir
ya da trombinle muamele edilmektedir. Bu durum, cerrahi bolgeye veya dikise direk
uygulanabilecek macun ya da jel kivaminda bir piht1 elde edilmesini saglamaktadir

[115].

Ayaktan hasta icin etkili preparasyon yapilabilmesini saglayan birkag PRP hazirlama
sistemi mevcuttur. Otolog kan hacmi, santrifuj hizi/siiresi, uygulama yontemi, aktive
edici ajan, 16kosit konsantrasyonu, son PRP hacmi ve son trombosit ve biiyiime
faktorii konsantrasyonlar1 gibi faktorler mevcut sistemleri birbirinden ayirmaktadir.
Kalitatif ve kantitatif farkliliklar g6z oniine alindiginda PRP’nin klinik etkinligi i¢in
bildirilmis kanitlar hazirlama sistemlerinin tiimii i¢in genellenemez. Hastalar
arasindaki hematolojik farkliliklar da (6rn; lokosit ve trombosit sayilari)) PRP

preparasyonunu etkileyebilir.
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Ancak, PRP de pihtilasma sadece kullanilacagi zaman yapilmali. Pihtilisma
trombositleri aktive ederek biiylime faktorlerinin hizlica salgilamasini baslatir. Depo
edilen biiyiime faktorlerinin %70°1 10 dakika i¢inde, tamamina yakini da ilk 1saatte
salimir[23]. Trombositler dliinceye veya bosalana kadar yaklasik olarak da 8 giin, bir
miktar daha biiylime faktorlerini sentezlemeye devam ederler [23]. PRP antikoagiile
halde 8saat boyunca steril ve stabil kalabilir [23]. Bu nedenle klinisyenler ancak
kullanim zamani geldiginde PRP’yi aktive edip kullanmalidirlar. Tam bir PRP taze

bir pitht1 ve siipernatandan olusmalidir [23].

Trombositlerin in vivo omrili yaklasik 9 — 10 giindiir. Forsberg ve ark. 2005°te
yayinladigi makalede trombositlerin 20-24° C’de (oda sicakliginda) siirekli olarak bir
trombosit ¢alkalayici ile karistirilarak 5 giin saklanabildigini belirtmislerdir. Derin
dondurma islevi, intraselliiler trombosit biiyiime faktorlerinin salinmasi igin
kullanilan yaygin bir metottur. Dondurulmus Orneklerde biyolojik olarak aktif

biiyiime faktorlerinin vitroetkilerinin degigsmedigi gosterilmistir [116].

Biilyiime faktorii Kaynak Fonksiyon
Trombosit-kaynakli Trombo Hiicre replikasyonunu ve anjiogenezi stimiile eder,
biiylime faktorii sitler fibroblastlar i¢in mitojen

Vaskiiler endotelyal Trombo

biliylime faktorii sitler Anjiogenez

Transforme edici Trombo Fibrozis ve miyosit rejenerasyonu arasindaki
biiyiime faktorii -B1 sitler dengede anahtar regiilator

Fibroblast biiyiime Trombo Miyoblastlar i¢in proliferasyonu stimiile eder,
faktori sitler anjiogenez

Epidermal biiyiime Trombo Mezensimal ve epitelyal hiicrelerin proliferasyonu,
faktori sitler diger biiyiime faktorlerinin gii¢clendirilmesi
Hepatosit biiylime Plazma Anjiogenez, endotelyal hiicreler i¢in mitojen,
faktori antifibrotik

Insulin-benzeri Miyoblastlar1 ve fibroblastlar1 stimiile eder,

bliylime faktorii-1 v biiylimeyi ve iskelet kasin tamirinde aracilik eder.
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Tablo 2.9.1.1: Trombositten zengin plazmadaki biiyiime faktorleri

Uygulama Calisma Tipi Hasta . .
Calisma alam (kamit seviyesi) ~ Sayis  PRP Sistemi Sonuclar
Cerrahi dis1
Mishra ve Lateral ve Prospektif 20 GPS III (Biomet, 8 haftada %60’a kars1 %16 VAS
Pavelko'’ mediyal kohort (II; Warsaw, IN) iyilesmesi ; ortalama 25.6 ayda
epikondilit randomize 10 %093 ilerleme
hasta)
Gosens ve Lateral Randomize 100 GPS III (Biomet)  Kortikosteroid enjeksiyonu ile
ark. epikondlitis kontrollii karsilastirinca, 6. ayda iyilesmis
(bastlmamig calisma (I) VAS ve DASH
on veriler,
Mishra ve
ark” atifta
bulunulmus)
Kon ve ark24 Patellar Prospektif 20 Bildirilmemis % 70 tam veya belirgin diizelme;
tendinopati kohort (IT) %80 memnuniyet
Barrett ve Plantar fasiyitis Retrospektif 9 Bildirilmemis 1. yilda dokuz hastanin yedisinde
Erredgezs kohort (IV) tam agr1 diizelmesi
Sang? czve Kas Prospektif 2t hRes S.1sten.l Tiim hastalarda beklenenin yarisi
e RN kohort (IT) (BTL, Victoria, kadar zamanda tam iyilesme
Ispanya)
Sanchez ve Diz osteoartriti  Retrospektif 30 PRGF Sistem 5. haftada HA enjeksiyonlari ile
ark 1% kohort (IV) (BTI) karsilastirildiginda iyilesmis agr1
ve WOMAC skorlar1
Cerrahi
Sanchez ve Asil tendon Vaka- kontrol 12 PRGF Sistem Kontrollerle karsilastirildiginda
ark.?° tamiri (TI0) (BTI) daha hizli eklem ROM’una,
ziplama ve jogginge doniis. Yara
komplikasyonu yok
Randelli ve Rotator kilif Prospektif 14 GPS II (Biomet)  Tiim hastalarda 2. yilda iyilesmis
ark %8 tamiri kohort (IT) VAS, Constant ve UCLA
skorlar1. Yan etki yok.
Everts ve Acik Randomize 40 GPS III (Biomet)  Daha hizli iyilesme, giinliik
ark® subakromiyal kontrolli aktivitelere daha erken doniis,
dekompresyon  calisma (I) agri icin daha az medikal tedavi
Orrego ve On ¢aprazbag  Randomize 108 GPS II (Biomet) 6. ayda greftte azalmis MRG
ark.3° rekonstriiksiyo  kontrolli intensitesi. Tiinel geniglemesi
nu ¢alisma (II) veya kemik tendon arayiiziinde
farklilik yok.
Silva ve On capraz bag  Prospektif 40 Mini GPS III 3. ayda MRG sinyal intensitesi
Sampaio31 rekonstriiksiyo  kohort (IT) (Biomet) farklilig1 yok
nu
Sanchez ve Artikiiler Vaka raporu 1 PRGF Sistem
ark’2 kikirdak V) (BTD) Azalmis agr1 ve aktiviteye erken
defekti doniis

DASH = Kol Omuz, ve Elin Maluliyet anketi; HA = hyaluronik asit; PRP =
Trombositten zengin plazma; ROM = Hareket Araligi; UCLA = Kaliforniya
Universitesi, Los Angeles; VAS = gorsel analog skala; WOMAC = Western Ontario

ve McMaster Universiteleri Osteoartrit Indeksi
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Tablo 2.9.1.2: Trombositten zengin plazmanin Spor Hekimliginde kullanim i¢in

klinik kanit

2.9.2. PRGF Hazirlanmasi

Otolog kan 6rnegi alinir ve antikoagiile edilir. Kirmiz1 kan hiicrelerini 16kositler ve
trombositlerden ayirmak icin santrifiij ya da filtre kullanilir. Plazmanin yogunlugu
daha da artirilarak trombositten zengin ve trombositten fakir olmak tizere iki kisma
ayrilir (Sekil 2.9.2.1) [106]. Kirmizi kan hiicrelerinin ayrilmasinin etkinligi ve
trombosit konsantrasyonu hazirlama sistemine baghdir. Ancak biitin PRP
preparasyonlarinda pihtilasma faktorlerini de igeren plazmanin hiicresel olmayan

bilesenleri mevcuttur.

=f

- -
Platelet-poor
plasma
Buffy coat
(platelets and

white blood cells)
Red blood cells

Dr. E Antu

Sekil 2.9.2.1: Trombositten zengin ve fakir plazma

PRP hazirlarken farkli yontemler kullanilmastir.

PRP’nin daha 6nce nasil hazirlandigr 2007°de Nagae tarafindan tariflenmistir. 12

haftalik SD sigcanlar (3 adet) PRP hazirlanmak {iizere sakrifiye edildi. Her bir
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sigandan 2.0 ml koagiilasyonu engelleyici asit sitrat dekstroz igeren enjektorlere
yirmi mililitre taze kan alindi. Toplam 60 mL tam kan 1500rpm(250g)’de 10 dk
santrifiij edildi. Akabinde plazma kismi toplandi ve 3000 rpm(1000g)’de 10dk daha
santrifiij edilerek trombositler presipite edildi. Santrifiij tiipiiniin dibinde presipite
edilen trombositler 300 mikrolitre supernatani(trombositten fakir plazma) ile PRP
elde etmek i¢in toplandi. Trombosit sayis1 tam kanda, PRP’de ve trombositten fakir
plazma(PPP)da olciildii(tiim dl¢timler FALCO’da yapildi, Japon). Elde edilen PRP,
tendondaki yarali bolgede kullanilacagi zamana kadar -80 santigrat derecede
sakland1i. PRP’deki biiyiime faktorlerinin konsantrasyonunu dogrulamak i¢in ayrica
TGF-bl ve PDGF-BB konsantrasyonlari periferik kan, PRP ve PPP’de ELISA

yontemi ile ol¢iildii.

Bir bagka yontemde Per Aspenberg ve Olena Virchenko’nun 2004 yilinda siganlar
lizerinde yaptig1 c¢alismada tanimlanmistir. Tiim kanlar disi Sprague-Dawley
siganlardan (200gr) toplandi. Normalde 3 sicanin kani1 deneyde kullanilacak 10 sican
icin yeterli. Kanlar kalpten alinarak toplandi. Alinan kanlar hizlica antikoagiilana
eklendi, sitrat fosfat dekstroz (0.15 mg CPD/mL) tamponun ImL’si SmL kam
tamponlar. Daha sonra kan 220g de 20dk. santrifiij edilir. Siipernatan, trombositten
zengin plazmanin oldugu kisim, 480g’de 20dk. daha santrifiij edildi. Bu
2.santrifiijiin ¢coken kismi toplandi ve trombosit konsantrasyonu Biirkner ¢cemberinde
litrede 1.5x10" olana kadar silipernatan kisim ile diliie edildi. Trombosit
konsantrasyonu 20 U /L (200 {inite /mL) trombin eklenerek aktive edildi. Graft
versus host reaksiyonunu engellemek i¢in, trombosit konsantrasyonuna uluslar arasi
kan toplama standartlarina gére beyaz kiireleri inaktive edici 25 Gy ile irradyasyon
uygulandi.  Cerrrahi uygulanana kadar maksimum 24saat +4 °C’de saklandi.

Cerrahiden 6saat sonra 50 pL trombosit konsantrasyonu enjekte edildi.

2007°de Nisper H. O.niin makalesinde de PRP hazirlanmasma deginilmistir.
Koagiilasyonu 6nlemek icin antikoagiilan citrate dextrose phosphate (ACDA) veya
Na sitrat ihtiva eden enjektore hastanin kani ilave edilerek diisiik devirde 10-15

dakika santriifiije edilir. Boylece trombosit igeren plazma alyuvarlardan ayrilir. Elde
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edilen plazmaya antikoagiilan (ACDA veya Na sitrat) eklenir ve yiiksek devirde 10-
15 dakika santriifiije edilerek trombositler ayrilir, iistte kalan plazma uzaklastirilir,

bdylece PRP hazir hale gelir.

Trombositten fakir plazma (PPP) nispeten daha fazla fibrinojen konsantrasyonuna
sahip oldugundan otolog fibrin yapistirici hazirlanmasinda kullanilabilir. Bu {iriin
miilkemmel bir hemostatik maddedir, ancak operasyon oncesi hastadan kan almak
gerektiginden ve fiyat1 yiiksek oldugundan kullanimi sinirlidir. Son donemlerde
Tisseel (Baxter Healthcare Corp.) gibi ticari olarak hazirlanan fibrin yapistirici

tiriinler kullanima sunulmustur

Hangi antikoagiilan kullanilacagini ise sdyle agiklanabilmektedir: klinikte kullanilan
bircok antikoagiilan mevcut. Buna ragmen sadece 2’si trombositlerin metabolik
ihtiyaglarini karsiliyor ve hasar gérmeden yasamini devam ettirmesini destekliyor.
Trombositlerin yagamasin1 destekleyici en iyi antikoagiilan sitrat dekstroz-A[23].
Sitrat kalsiyumu baglayarak antikoagiilasyon saglar. Dekstroz, tamponlar ve diger
i¢eriklerde trombosit metabolizmasini destekler. Sitrat dekstroz-A, kan bankalarinda
trombosit transfiizyonlarinda trombositi canli tutmak adma tercih edilen
antikoagiilandir. Sitrat Fosfat Dekstroz da PRP elde etmede oldukca kullanislidir
[23]. Sitrat dekstroz-A’ya benzer ancak destekleyici igerik daha azdir bu nedenle
trombosit yasamini korumada %10 daha az etkilidir [23].

Trombositten fakir plazma nispeten daha fazla fibrinojen konsantrasyonuna sahip
oldugundan otolog fibrin yapistirici hazirlanmasinda kullanilabilir. Bu iiriin
miikemmel bir hemostatik maddedir, ancak operasyon Oncesi hastadan kan almak
gerektiginden ve fiyat1 yiiksek oldugundan kullanimi sinirhidir. Son dénemlerde
Tisseel (Baxter Healthcare Corp.) gibi ticari olarak hazirlanan fibrin yapistirici

tirtinler kullanima sunulmustur.
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma icin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
2010-41 sayili raporu ile etik kurul onay1r alindiktan sonra agirliklart 350-450 gr.
arasinda degisen, 4-6 aylik, 34 adet disi Sprague Downey tipi sican Hacettepe

Universitesi Bilimsel Arastirmalar Biriminden temin edildi.

Denekler, ortama aligmalart i¢in ¢alismaya baslamadan oOnce, bir hafta boyunca
standart laboratuar kosullarinda (12 saat giindiiz - 12 saat gece olacak sekilde
1siklandirma, 20-22°C oda 1s1s1, % 50-60 nem) tutularak ortama aligmalar1 saglandi

ve ihtiyaclar1 kadar su ile yiyecek verildi.

Calisma planina gore deney hayvanlar1 5 gruba ayrildi (Tablo 3.1). Buna gore ilk
grup herhangi bir sey uygulamaksizin (Kontrol:CN), 2. grup  klemp ile
sikigtirildiktan hemen sonra (K-0), 3. grup klemp ile sikistirildiktan 1 hafta sonra (K-
7), 4. grup klemp ile sikistirildiktan hemen sonra kontrol grubu deneklerden alinan
kandan hazirlanan PRGF enjeksiyonu uygulamasi sonrasi 1. haftada (PRGF), 5. grup
ise klemp ile sikistirildiktan hemen sonra serum fizyolojik enjeksiyonunu takiben 1.

haftada (SF) feda edilerek dokularinin alinmasi planlandi.

Gruplar Giin
1 2 3 4 5 6 7
Kontrol (CN) S
K-0 K+S
K-7 K S
PRGF K- PRGF S
SF K-SF S

Tablo 3.1: Calisma plani (S: Sakrifiye, K: Klemp uygulamasi , PRGF-
Trombositten zengin biiyiime faktorii uygulamasi, SF-Serum fizyolojik

uygulamasi)
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Calisma gruplari olusturulurken PRGF’in tendinopatiye etkisi, SF’nin tendinopatiye
etkisi ve klemp uygulamasi sonrasi tendonun kendi kendine iyilesme yanitinin

incelenmesi planlandi.

3.1. Klemp ile Tendinopati Meydana Getirilmesi

Klemp islemi hayvanlar kisa siireli anestezi (90 mg/kg Ketamin + 10 mg/kg ksilazin
ip) (Ketalar 50mg/ml ketamin hidrokloriir+benzetonyum kloriir Pfizer Ilaglari Ltd Sti
10 ml) (Rompun %2 - 1 ml’si 23.32 mg ksilazin hidrokloriir Bayer Tiirk Kimya San
Ltd Sti 50 ml) ile uyutulduktan sonra uygulandi.

Asilde tendinopati degisikliklerinin daha belirgin ortaya ¢ikmasini saglamak
amaciyla yapilan 6n ¢aligmada 2 denegin toplam 4 asil tendonuna klemp ile 2.
seviyede (dislide) 1 dakika sikigtirmay1 takiben 3 dakika serbest birakma seklinde 4
sikistirma uygulandi (Resim 3.1.1, Resim 3.1.2, Resim 3.1.3). Birant Makine
Laboratuvarinda yapilan mekanik inceleme ile 2. seviye klemp ile ortalama 115,65
N’luk kuvvet uygulandig: saptand (Tablo 3.1.1). Otenazi sonrasi alman asil tendonu
doku oOrnekleri elektron mikroskopi ile incelendi ve en optimal hasarin 4.
sikistirmada meydana geldigi belirlendi. Bu sonucglar asil c¢alismamiza temel
olusturarak, calisma protokoliiniin belirlenmesini sagladi. Tiim deney hayvanlarina 2.

seviyede, 1dakika siire ile 4 kez sikistirma uygulandi.

Rotasyon
T/ Merkezi

- Yiik Hiicresi

Resim 3.1.1.: Klempin Mekanik Ozellikleri



1. Kilit (N) 2. Kilit (N) 3. Kilit (N)
1. okuma 90.15 116.94 142.96
2. okuma 89.81 116.52 144.01
3. okuma 90.01 115.59 142.79
4. okuma 89.08 115.38 142.59
5. okuma 88.84 115.62 142.9
6. okuma 88.21 115.48 142.62
7. okuma 88.7 115.14 142.21
8. okuma 87.59 114.51 141.57
ortalama 89.05 115.65 142.71
Kuvvet kolu mesafesi : 39.5 mm = 0.0395m
Moment 3.52 4.57 5.64
(N/m)

Tablo 3.1.1.: Klemp ile sikistirma sonuclari

Resim 3.1.2.: Klemp uygulamasi
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Resim 3.1.3.: Klemp uygulamasi sonrasi asil tendon goriintiisii

3.2. PRGF Uygulamasi

Kontrol grubundan intrakardiyak olarak elde edilen 10 ml kan, i¢inde 0.5 ml sitrat
dekstroz bulunan 5 ml’lik tiiplere aktarildi. Tam kan 1470 rpm (250g)’de, 10 dk
stireyle santrifiij edildi. Sonrasinda plazma kismu (slipernatan) toplandi ve 2930 rpm
(1000g)’de, 10 dk bir kez daha santrifiij edilerek trombositler presipite edildi (Resim
3.2.1). Ust kisim yani trombositten fakir plazma uzaklastirildi (Resim 3.2.2). Bu
sekilde elde edilen PRGF intratendindz olarak PRGF grubunun sol asil tendonlarina

klemp ile sikistirilma uygulandiktan sonra 0.2 ml enjekte edildi.
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Resim 3.2.1: Santrifiij islemi (hizl cevirim basamag)

Resim 3.2.2: PRGF

3.3. Cerrahi Teknik

Tendon dokusu ve serum Ornegi alim dncesi hayvanlar yiiksek doz anestezik madde
ile uyutuldu. Kornea refleksi kontrol edildikten sonra gogiis kafesi sol lateral
duvarindan yapilan kiigiik bir insizyonla sol ventrikiilden en az 2 cc kan alindi.

Alman kanlar sar1 kapakli jelli tiip (BD Microtainer® plastik SST™) iginde 5-6 kez
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yavasca alt-iist edildikten sonra 30 dk - 1saat bekletildi. Ardindan sogutmali
santrifiijde 3500 x g hizda 10 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen serum -
80°C’de saklandi. Daha sonra asil tendon insersiyosundan yaklastk 2 cm
proksimaline kadar cilt ciltalti dokular gecilerek ve paratenon agilarak tendon agiga
cikarildi (Resim 3.3.1). Elektron mikroskobik ve histolojik inceleme igin asil
tendonlar1 kalkaneus ve kas-tendon bileskesi arasindaki uzunlukta cikarildi. Alt

ekstremite kaslarinda meydana gelen degisiklikleri gdstermek tizere deneklerin her

iki bacagindan alinan soleus, plantaris ve gastroknemius kaslar1 proksimal ve distal

kas-tendon bilegkelerinden kesilerek elde edildi (Resim 3.4.2).

Resim 3.3.1: Asil tendon diseksiyonu

3.4. Makroskopik Ol¢iim

Sigcanlardan elde edilen soleus kaslarinin agirlik 6l¢timleri Sartorius CP225D (d=0.01
mg, max=220 gr) tartisinda kas dokusu alimi (Resim 3.4.1) islemini takiben

gergeklestirildi.
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Resim 3.4.1: Soleus kasi izolasyonu

3.5. Elektron Mikroskobik inceleme

Alinan doku 6rnekleri % 2,5’lik gluteraldehit ¢ozeltisi i¢inde 24 saat stire ile fikse
edildi. Primer fiksasyon islemini takiben, ornekler pH’1 7,4 olan SPB (Sorenson’s
Phosphate Buffer) tampon c¢ozeltisi ile yikandi ve daha sonra %1’lik osmium
tetroksit ¢ozeltisi ile post-fiksasyon iglemi uygulandi. 12 saat sliren post-fiksasyon
islemini takiben ornekler tekrar SPB tampon ¢ozeltisi ile yikandi ve tiglincii fiksatif
olarak %10’luk formalin ile 2 saat siireyle fikse edildi. Triple fiksasyon bittikten
sonra SPB tampon c¢ozeltisi ile yikanan ornekler dehidratasyon agsamasina kadar
getirildi. Dehidratasyon islemi digiikten yiiksege dogru degisen alkol
konsantrasyonlarinda (% 25, % 50, % 75 ve saf alkol) gerceklestirildi ve daha sonra
ornekler iki kez propilen oksit ile yikanarak gomme islemi hazirlik asamalarina
baslandi. Gomme islemine hazirlik igleminin ilk agamasinda 1/1 oraninda propilen
oksit ve epoksi rezin gdmme materyali karistirilarak 6rnekler bu karigimin igerisinde
1 saat siireyle bekletildi ve 1 saatin sonunda bu karisimin iizerine ayni miktarda
epoksi rezin gdbmme materyali ilave edilerek karisimin orani 1/3’e ¢ikarildi. Bu
islemi takiben Ornekler 1 gece boyunca rotatorda bekletildi ve gdmme islemine
hazirlik asamasi1 bu sekilde sonlandi. Bunu takiben epoksi rezin gdomme materyaline
plastik kapsiiller kullanilarak gomiilen 6rnekler 48 saat siire ile 60 derece sicakliktaki

etiivde bekletildi. 48 saatin sonunda 6rnekler etiivden alindi ve LKB Nova (Isveg)
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marka ultramikrotom cihazi ile 6rneklerin yar1 ince kesitleri alindi. 2 Mikrometre
kalinlikta olan bu kesitler metilen mavisi ile boyandi ve 1sik mikroskop altinda
incelenerek ince kesit almacak sahalarin tespit edilmesi saglandi. ince kesit alinacak
sahalar doku ylizeyinin trimlenmesi ile transmisyon elektron mikroskobik kesit
almabilecek doku yiizeyi buyikliigii elde edildi. Bunu takiben, drneklerin yaklasik
60 nanometre kalinlikta olan ince kesitleri ayni ultramikrotom ile alindi. Alinan ince
kesitler iiranil asetat ve kursun sitrat boyalar1 ile cift kontrastlama yontemiyle
boyandiktan sonra Jeol JEM 1200 EX (Japonya) marka transmisyon elektron

mikroskop ile incelendi ve fotograflari alindu.
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BULGULAR

4.1. Elektron Mikroskobi Sonuclar:

Bu orneklerin transmisyon elektron mikroskop ile yapilan incelemesinde; klemp
0.glin grubunda kollajen lifler arasinda yer yer 6demli sahalar mevcut idi (Resim
4.1.1). Ayrica fibrositlerin sitoplazmalarinda vakuoller izlendi. K-7, SF gruplan ile
karsilagtirildiginda; PRGF uygulanan grupta fibroblastlarda daha fazla artis oldugu
ve kollajen lif sentezinin daha artmis oldugu gozlendi(Resim 4.1.2, Resim 4.1.3. ve
Resim 4.1.4). Bununla birlikte K-7 ve SF gruplarinda da fibroblast ve yeni kollajen

sentezi artmig olarak izleniyordu. PRGF grubu fibroblastlarinda organel diizeyinde

yogun bir artig vardi(Resim 4.1.4).

Resim 4.1.1. Klemp ile sikistirma sonrasi 0.giin

C: kollajen lifler

O: 6demli sahalar(kollajen lifler arasinda yer yer 6demli sahalar)
V: fibrosit igerisinde vakuol

F: fibrosit

*: fibroblast



Resim 4.1.3. Klemp ile sikistirma sonras1 SF 7.giin
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Resim 4.1.4. Klemp ile sikistirma sonrasi PRGF 7.giin
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TARTISMA

PRGEF ile kas ve tendon iyilesmesindeki ivmelenme umut verici gibi goériinmektedir.
PRGF’in giivenilir ve kolay hazirlanabilir olmasi nedeni ile de ortopedik cerrahi ve
spor yaralanmalarinda kullanimini giderek artmaya devam etmektedir. Ancak
giiniimiizde kullanimin1 destekleyecek ¢ok az klinik kamt bulunmaktadir. Iyi bir
sekilde tasarlanmus, kontrollii klinik ¢alismalar yapilmaktadir ve PRGF’in tedavi
edici degerinin ortaya konulabilmesi icin gereklidirler. Su an i¢in ¢esitli PRGF
hazirlama sistemleri mevcuttur bununla beraber, tedavi ediciligini destekleyen
yiiksek seviye ¢ok az klinik kanit bulunmasi sebebiyle klinik kullanimi dikkatli bir
sekilde gergeklestirilmelidir.

Saglik hizmetlerinin mevcut ekonomik sistemi géz oniine alindiginda yeni bir tedavi
yonteminin maliyeti onemli bir noktadir [108]. Tek seferlik preparasyonda enjektor
basma 150 $’lik bir ortalama maliyet olusmaktadir ve sigorta sirketleri tarafindan
tazmin edilmemektedir. Kas ve tendon iyilesmesi i¢in gerekli olan trombosit ve
biiylime faktoriiniin optimal miktar1 {izerine tartisma devam etmektedir. Klinik olarak
etkin olan PRP, normal trombosit konsantrasyonunun en az dort katini igerecek
sekilde tanimlanmaktadir [108]. Biz ¢alismamizda ticari kitlerden kullanmadik ve
PRGF’1 daha 6nce Yoshiteru Kajikawa ve ark. 2008 de yaptig1 calismada biiyiime
faktorlerinin mikatarmi ELISA yontemi ile dogruladigi calismasindaki yontemi baz

alarak hazirladik. Ancak ¢alismanin dizayni nedeni ile otolog kan kullanamadik.

Daha onceki ¢alismalarda mekanik veya kimyasal yol ile birgok tendinopati modeli
kullanilmigtir.  Klemp ile olusturulmus tendinopati modeli bulunmamaktadir ve
bizim g¢aligmamizda ilk defa bdyle bir model denendi. Calismamizin tendinopati
olusturmak i¢in yeterli oldugu da Orneklerin transmisyon elektron mikroskopik
incelemesi ile dogrulandi. Ancak ¢alismamizda elde ettigimiz yaralanmanin, akut

yaralanma modeli oldugu da akilda tutulmalidir.
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Tendinopati hem geng¢ hem de yasl popiilasyonu etkileyen yaygin bir durumdur[94].
Bir¢ok calisma bu durumun etyolojisi, patogenezi ve tedavisi lizerinde calismistir
ancak halen ileri ¢caligmalara ihtiyag¢ vardir. Lake ve ark.’nin 2008 rapor ettigi {izere,
hayvan c¢aligmalar1 hastaligin seviyesini ve dokunun farkli organizasyonel
durumlarim1 degerlendirmede 6nemli bir gosterge olabilmektedir. Farkli hayvan
modelleri ile tendinopatinin insandaki durumuna benzer modellemeler gelistirilmeye
calisilmaktadir ve hayvan modellerinde bazi biiylime faktorlerinin disaridan
verilmesi tendon iyilesmesini gelistirmisticr [94]. Trombositlerin aktivasyonu
stiresince agiga ¢ikan biiylime faktorlerinin iyilesmeye katkist da bunu destekler

niteliktedir.

PRGF’in tendon onarimmin gelistirilmesi i¢in etkin bir yontem olabilecegi ve
tendonun optimal biyokimyasal ve biyomekanik 0Ozelliklerine ulasabilmesi i¢in
gerekli protokollerin olugturulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yaralanma sonrasi
sporcu rehabilitasyonunda saglikli bir sekilde erken zamanda spora doniis ¢ok

Onemlidir.

Yazarlar PRP’nin tendon tamirinde baslangi¢ enflamatuar fazin1 hizlandirabilecegini
ve erken mekanik yiikleme ig¢in hiicreleri daha hazir duruma getirilecegi sonucuna
varmistir [108]. Bizim c¢alismamizda ise rat asil tendonun tek bir PRGF
enjeksiyonunu takiben 1.haftanin sonundaki iyilesme yanit1 degerlendirildi. PRGF’in
iyilesmeye olumlu katkisinin  hiicrelerdeki  sentezi(aktivasyonu) arttirarak
gerceklestirdigi, kisith iyilesme ve turnovera sahip, biiyiik oranda intrensek iyilesme

gosteren tendonlarin PRGF ile iyilesme yanitinin agreve edildigi gosterildi.

Ratlar tizerinde yapilan bir calismada, transeksiyon sonrasi tek bir postoperatif
trombosit enjeksiyonunun tendonun fiziksel 6zellikleri ve histolojik maturitesini en
gec 3hafta iginde, yani iyilesmenin remodelling evresinde, belirgin bir bigimde
gelistirdigi gosterilmistir[117]. Bu ¢ok 6nemli biri etkidir, trombositlerden hematom
icine salinan kisa yagam siiresi olan biiyiime faktorleri tendon rejenerasyonunda
remodelling 6zelliklerini uzun bir siirenin sonunda etkileyebilir [118]. Yapilan

deneysel bir calismada kopek, kedi, tavsan, rat ve Gine domuzlarinda tendondaki
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iyilesmenin, tensil giigte iki evreli artis seklinde oldugunu bildirilmistir [83]. ilk artis
besinci giinde fibroplazi ile baslar ve 12-14. giinlerde maksimuma ulasir [83]. ikinci
artis ise 18-22. giinlerde baslar. Bu artis ile olusan degisim, dokunun organizasyon
basamagi icin gereklidir [83]. Bu ikinci degisim organizasyon fazi normal giice
ulasincaya kadar (ratlarda 60 giin, tavsanlarda 180 giin) devam eder [83]. Bizim
calismamizin limitasyonlarindan biri PRGF’in uzun dénem etkileri ve biyomekanik

sonuglarinin degerlendirilememis olmasidir.
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SONUC VE ONERILER

Klemp ile Asil de tendinopati meydana getirdigimiz ratlarda PRGF, serum fizyolojik
ve kendi iyilesme cevaplarini 1 haftalik siirecin sonunda karsilastirdik. Tendonda
meydana gelen hasarin tamir siiresi 4 basamaktan olusmaktadir. PRGF ile tamir
basamaklarindan 6zellikle inflamatuvar fazin gelistirildigi diistintilmiiktedir. Biz de
calismamizda PRGF uygulayarak iyilesme siirecine katkisin1 degerlendirmek istedik.
Heniiz tendon iyilesmesinin gelistirilmesi tizerine PRGF kullaniminin zamanlamasi,
uygulama sikligi, toplam tedavi siiresi ve takibi hakkinda fikir birligi
bulunmamaktadir. Biz ¢alismamizda tendinopatiyi taklit amaci ile klemp kullandik
ve gercek tendinopati gelisiminde suglanan asir1 kullanim yaralanmasindan farklilik
gostermekteydi. Ancak elde edilen veriler klemp ile sikistirmanin tendon dokusunda

hasar yaratmaya yeterli oldugunu gostermektedir.

Calismamizda istatiksel bir sonu¢ olmamasina ragmen, tendona ait elektron
mikroskopik incelemede histopatolojik parametrelerde gelisme goriilmistiir. Bu
sonug ile klinikte iyi bir rehabilitasyon programina eklenen PRGF desteginin asil

tendon yaralanmalar1 tedavisindeki basariy arttiracagi inancindayiz.

PRGF’in etkileri agisindan, ileride yapilacak g¢aligmalarda, tendinopatinin farkli
donemlerinde gerek klinik, gerek histopatolojik gerekse biyomekanik etkilerini
gosteren protokoller gelistirilip karsilagtirllmalidir.  Uzun doénem  etkilerinin

kiyaslanmasi da yine ihtiya¢ duyulan bir ¢aligmadir.

PRGF’in farkli tendonlarda etkisinin karsilagtirilmasi, farkli tedavi modelleri ile

kiyaslanmasi da alternatif ¢aligma modelleri olarak degerlendirilebilir.
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