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OZET

Normobarik aralikh hipoksinin kemik tendon bileskesi iyilesmesi iizerine etkisi:
Rat modeli

Amag¢: Bu calismanin amaci, kemik-tendon bileskesinin iyilesme siirecinde
normobarik aralikli hipoksi uygulamasinin biyomekanik ve histolojik etkilerini
incelemektir. Kemik-tendon bileskesinin dogal iyilesme siireglerinde karsilagilan
zorluklar goz Oniine alindiginda, normobarik aralikli hipoksinin bu siireci nasil
etkileyebilecegi arastirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada, 64 adet Wistar-Albino cinsi erigkin disi rat
kullanilmistir. Denekler, kontrol ve deney gruplar1 olmak iizere iki ana gruba ayrilmis ve
her grup kendi i¢inde biyomekanik ve histolojik analizler i¢in iki alt gruba bolinmiistiir.
Araliklt hipoksi uygulamasi, haftada 5 giin, giinde 5 saat, ortalama %10.5 oksijen
seviyesine maruz birakilarak gerceklestirilmistir. Denekler 8 haftalik bir takip siirecine
tabi tutulmusg ve bu siire zarfinda cerrahi olarak olusturulan asil tendonu yaralanmalarinin
tyilesme siirecleri degerlendirilmistir. 4. ve 8. haftalarda alinan 6rneklerle iki ayr1 gézlem
noktasi belirlenmistir. Biyomekanik analizler Testometric(M500-50CT, Ingiltere) cihazi
kullanilarak gergeklestirilmis, histolojik degerlendirmeler ise Safranin-o ve Picro-Sirius
boyalari ile ve mikroskopik incelemeler yardimiyla Bonar, Movin, Nourissat skorlama
sistemlerine gore yapilmistir.

Bulgular: Aralikli hipoksi uygulamasi yapilan deney grubunda, iyilesen kemik-
tendon bileskesinin biyomekanik dayanikliliginda ve histolojik yapisinda anlaml
iyilesmeler gozlemlenmistir. 8. hafta sonunda kontrol grubuna kiyasla, deney grubunda
kopma anindaki uzama, maksimum uzama, kopma anindaki gerilim ve maksimum
gerilim degerleri istatistiksel olarak anlamli sekilde daha ytliksek bulunmustur.(p degerleri
sirastyla; 0.016 , 0.031, 0.016, 0.033) Bonar,Movin ve Nourissat skorlama sistemlerine
gore yapilan degerlendirmelerde, deney grubunun Bonar ve Movin skorlarinin kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu, anlamli olarak daha iyi iyilestigi saptanmistir. (p
degerleri sirasiyla; 0.009, 0.004) Ayrica skorlamalarin parametreleri de incelendiginde
Bonar skorlama sistemi parametrelerinden kollojen artisi, Movin skorlama sisteminden
hyalinizasyon azalisi, Nourissat skorlama sistemi parametrelerinden kollojenin
organizasyonunun artis1 8. haftada kontrol grubuna goére anlamli bulunmustur. (p
degerleri sirasiyla; 0.009, 0.041, 0.015)

Sonug¢: Bu ¢alisma, aralikli hipoksi uygulamasimin kemik-tendon bileskesinin
iyilesme siirecinde olumlu etkileri oldugunu gdstermektedir. Biyomekanik ve histolojik
bulgular, aralikli hipoksinin skar dokusu olusumunu azaltarak entez yapisinin yeniden
olusumunu destekledigini ve tendonun elastikiyetini, kuvvet tasima kapasitesini, uzama
kapasitesini ve tasidigi gerilimi arttirdigin1 ortaya koymaktadir. Bu sonuglar, aralikli
hipoksinin ortopedik yaralanmalarin tedavisinde potansiyel bir terapdtik yaklasim olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: normobarik aralikli hipoksi,kemik-tendon bileskesi, iyilesme siireci

vii



ABSTRACT

Effect of normobaric intermittent hypoxia on bone tendon junction healing: A rat
model

Objective: The aim of this study is to investigate the biomechanical and
histological effects of normobaric intermittent hypoxia on the healing process of the bone-
tendon junction. Considering the challenges encountered in the natural healing processes
of the bone-tendon junction, the potential impact of normobaric intermittent hypoxia on
this process was explored.

Materials and Methods: In this study, 64 adult female Wistar-Albino rats were
used. The subjects were divided into two main groups: control and experimental, with
each main group further divided into two subgroups for biomechanical and histological
analyses. The intermittent hypoxia application involved exposing the subjects to an
average of 10.5% oxygen level for 5 hours a day, 5 days a week. The rats were subjected
to an 8-week follow-up period during which the healing processes of surgically induced
Achilles tendon injuries were evaluated. Two observation points were determined with
samples taken at the 4th and 8th weeks. Biomechanical analyses were conducted using a
Testometric (M500-50CT, UK) device, while histological evaluations were performed
using Safranin-O and Picro-Sirius stains, assessed microscopically according to Bonar,
Movin, and Nourissat scoring systems.

Results: Significant improvements were observed in the biomechanical strength
and histological structure of the healing bone-tendon junction in the experimental group
subjected to intermittent hypoxia. At the end of the 8th week, the experimental group
showed statistically significant higher values in extension at break, maximum extension,
stress at break, and maximum stress compared to the control group (p-values: 0.016,
0.031, 0.016, 0.033, respectively). Evaluations according to Bonar, Movin, and Nourissat
scoring systems indicated that the experimental group had significantly lower Bonar and
Movin scores than the control group, demonstrating better healing (p-values: 0.009,
0.004, respectively). Additionally, the parameter analyses of these scoring systems
revealed significant findings at the 8th week: increased collagen content in the Bonar
scoring system, decreased hyalinization in the Movin scoring system, and improved
collagen organization in the Nourissat scoring system compared to the control group (p-
values: 0.009, 0.041, 0.015, respectively).

Conclusion: This study demonstrates that intermittent hypoxia application has
beneficial effects on the healing process of the bone-tendon junction. Biomechanical and
histological findings indicate that intermittent hypoxia supports the reformation of the
enthesis structure by reducing scar tissue formation and enhancing the tendon’s elasticity,
load-bearing capacity, extension capacity, and stress tolerance. These results suggest that
intermittent hypoxia could be a potential therapeutic approach in the treatment of
orthopedic injuries.

Key words: normobaric intermittent hypoxia,bone-tendon junction,healing process
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1. GIRIS VE AMAC

Kemik-tendon bileskesi, biyomekanik islevleri ve histolojik karmasikligi ile
dikkat ceken, viicudun kritik yapilarindan biridir.! Bu bileske, tendonlarmn kemiklere
baglandigr noktada hem esnekligi hem de dayanikliligi saglamasi gereken, biyolojik
olarak &zgiin bir bolgedir.? Kemik-tendon bileskesinin anatomisi ve histolojisi, mekanik
streslerin etkisi altinda farklilagarak, kendi kendini yeniden diizenleyen bir sistem olarak

islev goriir.?

Bu ozellikler, kemik-tendon bileskesinin hasar gordiigiinde yeniden
yapilanma siirecini karmasik ve zorlu hale getirir.*

Literatiirde, kemik-tendon bileskesinin iyilesme siiregleri {izerine yapilan
calismalar, genellikle fibrovaskiiler skar dokusu olusumuna odaklanmistir.> Ancak bu
skar dokusu, dogal entez yapisinin biyomekanik ve histolojik 6zelliklerini tam anlamiyla
yeniden olusturamaz.® Bu nedenle, kemik-tendon bileskesinin en iyi sekilde iyilesmesini
saglayacak yeni terapétik yaklasimlarin gelistirilmesi onem tasimaktadir.’

Aralikli hipoksi uygulamasi, belirli araliklarla diisiik oksijen seviyelerine maruz
birakilarak hiicresel adaptasyonun ve iyilesmenin tesvik edildigi bir yontemdir.® Aralikli
hipoksinin, kalp, beyin ve iskelet kasi1 gibi c¢esitli dokularda iyilesme siireclerini
hizlandirdig1 ve hiicresel dayanikliligi artirdigma dair pek ¢ok kamit bulunmaktadir.®
Ancak, kemik-tendon bileskesinin iyilesmesi iizerindeki etkileri hakkinda sinirli bilgi

bulunmaktadir.°

Bu c¢alismada, aralikli hipoksinin kemik-tendon bileskesinin
biyomekanik ve histolojik iyilesmesi lizerindeki potansiyel etkileri arastirilacaktir.

Aragtirma hipotezimiz, normobarik aralikli hipoksi uygulamasinin kemik-tendon
bileskesinin iyilesme siirecini olumlu yonde etkileyerek, skar dokusu olusumunu
azaltacag1 ve dogal entez yapisinin yeniden olusumunu destekleyecegi yoniindedir. Bu
baglamda, ¢aligmanin amaci, kemik-tendon bileskesinin iyilesme siirecinde normobarik
aralikli hipoksinin biyomekanik ve histolojik etkilerini incelemektir.

Bu tez, ii¢c ana boliimden olusmaktadir. Ik bdliimde, kemik-tendon bileskesinin
morfolojik ve histolojik yapist ile ilgili literatiir taramas1 sunulacaktir. ikinci béliimde,
aragtirmanin metodolojisi, deneysel tasarimi ve analiz yontemleri detayli bir sekilde

aciklanacaktir. Son boliimde ise, elde edilen bulgularin analizleri yapilarak, bu bulgularin

literatiirdeki mevcut bilgilerle karsilagtirilmasi ve yorumlanmasi gerceklestirilecektir.



Bu calisma, kemik-tendon bileskesinin iyilesme siire¢leri ve aralikli hipoksinin

terapdtik potansiyeli hakkinda degerli bilgiler sunmay1 hedeflemektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik-tendon bileskesinin morfolojisi ve histolojisi

Tendonlarin kemiklere olan baglanmalar1 biyolojik dokular igerisinde en
karmasiklarindan biridir.! Bu baglanma bolgesi entez olarak adlandirilir. Bu bolgenin
morfolojik olarak farklilasmasi mekanik yiikiin etkileri ile belirlenir ve bdylece kendi
kendini tasarlayan bir sistem olusur.!? Entez bdlgesinin kendine 6zgii bu farklilasmasi
Thomopoulus ve arkadaslar1 tarafindan da farelerin supraspinatus entez boélgeleri
tizerinde gosterilmistir. Yeni dogmus farelerin omuzlar: intramiiskiiler botulinum toksini
yapilarak fel¢ edildiginde kontrol grubuna gore gelisiminin ¢arpict bir sekilde geciktigi
gosterilmistir. 3

Yumusak dokunun sert dokuya doniisiimii, sirasi ile kollajen liflerinin 6nce
mineralize olmayan fibrokartilaja, sonra mineralize olmus fibrokartilaja ve en sonunda
kemige doniismesini gerektirmektedir.!! Bu déniisim Gao ve arkadaslari tarafindan
immiinhistokimyasal bir ¢alisma ile desteklenmis ve gdsterilmistir.!* Gao ve ark. fetiis ve
yenidogan sicanlarin diz ekleminde MCL yapisma yerine yonelik incelemeler yapmius,
tendon veya bagin fibroblastlarla kemik olusumundan Once gelen hyalin kikirdaga
baglandig1 daha sonra kemiklesme basladik¢a hyalin kikirdagin agindigi, fibroblastlarinsa
metaplaziye ugrayarak fibrokartilaj yapit meydana getirdigi, en son olarak da
kemiklesmenin tamamlanmasi ile birlikte metaplazinin de artmasi ile fibrokartilaj yapinin
daha fazla arttigi gosterilmistir.* Bahsi gegen metaplazi sinyalininse muhtemelen
mekanik yiiklenme ve 6zellikle yliksek diizeyde kompresyon ve/veya kayma giicleri ile

iliskisi oldugu diisiiniilmektedir.'®
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Sekil 1. Fibroz kikirdagin gelisim diyagrami?

Gao ve arkadaslarmin calismasina ** dayali olarak, si¢an diz eklemi i¢ yan bagmin
femoral baglanma noktasinda fibroz kikirdagin gelisiminin diyagramsal bir temsili
verilmistir. (a) Baslangicta, tendon veya bag (F ile karakterize edilen farklilagsmis
fibroblastlar) kemik rudimentini takip eden hyalin kikirdak (HK) ile birlesir. (b)
Kemiklesme devam ettikge, hyalin kikirdak erozyona ugrar, ancak fibroblastlarin
metaplazisi nedeniyle tendon veya bagda fibroz kikirdak (FK) ortaya ¢ikar. (c) Metaplazi
muhtemelen tendonun veya bagm baglantt noktasindaki kemikle (K) olan hareketle
iligkili mekanik uyarilar tarafindan siirdiiriiliir. (d) Sonunda, tiim rudimenter kikirdak
¢Oziiniir, ancak devam eden metaplazi ile tendon veya bagda daha fazla fibroz kikirdak

olusur.



Sekil 2. insanda triceps brachi kasmin olekranin entezi, Masson's trikrom boyasi*?

Tendon, kemige (K) yaklastikca fibrokartilajindz hale gelir. Kalsifiye olmayan
fibrokartilajin daha genis bir bolgesi, bir tidemark (T) ile kalsifiye olan daha ince bir
bolgeden ayrilir. Bu, kalsifikasyonun dis sinirimi temsil eder ve bu nedenle baglanma
noktasinin mekanik sinirini olusturur. Kalsifiye olmayan fibrokartilaj (nFK) bolgesindeki
hiicrelerin (oklar) paralel kollajen lifler (KO) arasinda uzunlamasina siralandigina ve bu
patolojik olmayan Ornekte fibrokartilaj bolgelerinde kan damari bulunmadigr da
goriilmektedir.

Aragtirmacilar entezleri genel olarak dogrudan ve dolayli baglanmalar olmak
iizere ikiye aywrmistir.!! Dolayli ve dogrudan entezler literatiirde sirastyla "periostal-
diyafiziyel" ve "kondroapofizyal" ya da "fibroz" ve "fibrokartilajin6z" olarak da
adlandirilmistir. 1® Entezlerin karakteristik 6zellikleri Tablo-1" de &zetlenmistir. Ancak
bu terimler kafa karistirici olabilir. Fibroz entezler "dolayli" olarak tanimlandiginda, bazi
yerlesim noktalarinda tendonun dogrudan kemikle birlesemedigi ve bunun yerine
periosteum araciligiryla dolayli olarak baglandigi vurgulanmaktadir. Bu tiir "dolayli"
baglantilar genellikle metafiz yerlesimlerinde bulunur. Ancak bu tanim, fibrokartilajindz
entezlerin de baglantilarinin fibrokartilaj bolgeleri araciligiyla dolayli baglanti oldugu ve
dolayistyla fibroz dokudan "direkt" baglantilar olmadig1 seklinde anlasilabileceginden

karisikliga neden olabilir. 16



Tablo 1. Entezlerin karakteristik 6zellikleri®

Fibr6z Entezler Fibrokartilajin6z Entezler
Yapisma | Uzun kemiklerin metafiz ve Epifiz ve apofiz
yeri diyafiz bolgeleri
Icerik Perforan mineralize kollojen 4 esas bolge

lifler
Yapisma | Aci1 hareket boyunca hafifce Baglanma agis1 degisiklikleri daha
acist degisir. biiytlik oldugundan asir1 kullanim

yaralanmalarina daha yatkindir.

Ornekler | Deltoid kasin humerusa, Asil tendonun kalkaneusa, rotator
adduktor magnus kasin femura, | kafin humerusa yapisma bolgeleri

pronator teres kasin radiusa

yapisma bolgeleri

2.1.1. Dolayh Baglanmalar — Fibroz Entezler

Fibroz entezler uzun kemiklerin diyafizine baglanan tendonlarda daha yaygindir
ve baglanma bolgesinde yogun fibroz bag doku bulunmasi ile karakterizedir. Genellikle
biiyiik ylizey alanlarinda bulunurlar ve mineralize olmus kollojen liflerini delen bir yapiya
sahiptir.’® Dogrudan baglanmalardan farkli olarak, dolayli baglanmalarm yiizeyel
bilesenleri periosteum ile kaynasir, derin bilesenleri ise kemige fibrokartilajin gecis zonu
olmadan veya ¢ok az olarak baglanir. Burada kollajen lifleri kemikle dar bir ac1 yapar.1116

Fibroz entezler, fibrokartilajindz entezlere gore muhtelemen asiri kullanma iligkili

yaralanmalara daha az maruz kalmasi nedeni ile daha az ilgi gekmistir. 16

2.1.2. Dogrudan Baglanmalar — Fibrokartilajinoz Entezler

Fibrokartilajin6z entezler kemik-tendon bileskesinde fibrokartilaj olmasi ile
karakterizedir ve bu epifizler ve apofizler icin tipiktir. Bu entez tipi viicutta fibroz
entezlerden daha sik olarak bulunur ve asir1 kullanma iligkili yaralanmalar daha sik
goriiliir.!® Baglarm ve tendonlarin lifleri, dort farkli bolgeyle kemiklere tutunurlar. 1116
Bu bolgeler Tablo-2’ de 6zetlenmistir.

Bolge 1; saf yogun fibréz bag doku olarak adlandirilir.’® Fibroblastlar ve esas

olarak tip I kollajenden olusur.}! Ana yapinin lineer siralanmus tip 1 kollojen olmasinin



yan1 sira tip 3 kollojen, elastin ve hiicreleri cevreleyen proteoglikan yap1 da bulunur.®

Kollajen liflerine paralel uzanan arterioller ve veniiller vardir ancak bu boélgede sinir
uclar1 yoktur. !

Bolge 2; kalsifiye olmamus fibrokartilaj bolgesi olarak adlandirilir.’® Hiicreler bu
bolgede biiyiir, yuvarlaklasir ve kondrositlere benzerler. Bu bolgedeki hiicreler, paralel
kollajen lifleri arasina siralanmistir. Golgi organeli belirginlesir ve hiicre siireclerinin kisa
oldugu izlenir. Cogu hiicrenin, hiicrenin etrafinda 1-2 mm uzanan bir lakunar bolgede
kaldig1 goriliir. Mikroskobik olarak, bu bolge fibrokartilaj dokuya benzeyen bir
goriiniime sahiptir.'! Bu bolgede tip 1 kollojenin yan1 sira tip 2 ve tip 3 kollojen de
proteoglikanlarla birlikte bulunur. Fibrokartilajindz entezlerin epifiz ve apofizde
bulunmasi buna kars1 fibréz entezlerin metafiz ve diyafizde bulunmasi mekanik
fonksiyon tlizerinde insersiyon agisinin degismesi nedeni ile dnemli bir etkiye sahiptir. Bu
fark humerusa deltoidin yapismasi ve supraspinatusun yapismast Ornegi diisliniilerek
anlasilabilir. Omuz abdiiksiyonu ile supraspinatus insersiyosunun agisal degisimi deltoid
insersiyosundan daha fazla olmasi nedeni ile asinma ve yipranmaya daha agiktir. Bu
acisal degisimi kalsifiye olmamis 2. bolge tendonun icindeki kollojen liflerinin
biikiilmesinden kaynaklanan stresi dagitir ve amortisor olarak calisir. Insersiyon agismin
daha degisken oldugu bolgelerde 2. bolgenin miktarinn arttig1 gdsterilmistir.*6:17

Tidemark bazofilik ¢izgi halinde kalsifiye ve kalsifiye olmayan fibrokartilaj
bolgesini ayirir ve mineralizasyon siirecinde diiz bir bdlge olugsmasini saglar ve ayni
zamanda eklemin hareketi sirasinda yumusak dokunun hasarlanma riskini diisiriir.'®

Bolge 3; kalsifiye fibrokartilaj bolgesi olarak adlandirilir.'® Tidemark bdlgesinden
yaklagik 12 mm uzakta, mineral kristalleri kiitleler halinde toplanir ve sayisi1 artar, boylece
tek tek kristaller daha az goriiniir hale gelir. 3. Bolgenin derin kisimlari, kollajen lifleri
arasinda yogun mineral birikintileriyle karakterizedir. **

Bolge 4; igeri giren doku kemik matriks kollajen fibrilleri ile birleserek kemik
haline gelir. Bu bolgede osteoklastlar, osteoblastlar ve osteositlerle birlikte tip 1 kollojen
bulunur.’®* MCL'nin femura baglanmasi, dogrudan baglanmaya iyi bir rnektir. MCL, iyi
tanimlanmuis bir fibrokartilaj bolgesi boyunca kortekse akut bir sekilde gecerek ve iistteki

periosteuma minimum katk1 saglayarak femoral epifiz alanina eklenir. (Sekil 3)



Tablo 2. Fibrokartilajinéz Entezlerin Bolgeleri'®

Icerik Onemi
1. Bolge Fibroblastlar Lineer olarak diizenlenmis kollojen
Saf, yogun Tip 1-3 kollojen doku, mekanik 6zellikleri tendonun orta
fibroz bag doku kismina benzerdir.
2. Bolge Fibrokondrositler Tendon igindeki kollajen liflerinin
Kalsife olmamisg | Tip 1-3 kollojenle biikiilme kuvvetini dagitir.
fibrokartilaj birlikte proteoglikanlar
bolge
Tidemark Kalsifiye olmayan ve kalsifiye
fibrokartilaj arasindaki bazofilik ayrim,
yumusak ve sert dokular arasindaki
sinir1 temsil eder.
3. Bolge Fibrokondrositler Kemiklere baglanmalarin diizensizligi,
Kalsifiye Tip 1-2(baskin)-10 Entezin mekanik biitiinligiinii saglar.
fibrokartilaj kollojen
bolge
4. Bolge Osteoblastlar Tendon i¢in baglanma bdlgeleri saglar.
Kemik Osteoklastlar
Osteositler
Tip 1 kollojen
Derin
a T Kemik by LSSEERE A fibriller
. Y s \Mineralize
R N Kartilaj Yiizeyel
o T ‘.'\ fibriller
ot ¢ f Fibrokartilaj
Ligament | . . Periosta
. baglanma

Tavsanda medial yan baginin femoral yapisma yeri olan dogrudan-fibrokartilajin6z bir
baglanmanin (a) ve medial yan bagin tibial yapisma yeri olan dolayli-fibroz bir
baglanmanin (b) fotomikrograf goriintiisii
Sekil 3. Tavsanda dolayh ve dogrudan baglanmalarin fotomikrograf goriintiisii
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Sekil 4. Fare supraspinatus kasinin entezinin dort histolojik bolgesinin gosterimi. Tendon,
fibrokartilaj ve Kkalsifiye fibrokartilajdaki proteoglikanlar mor renkte goriilmektedir. Toluidin

mavisi ile boyanmustir.*6

2.2. Kemik-Tendon Bileskesinin Damar ve Sinir Yapilanmasi

Tendon ve ligamentlerin baglanma bdlgeleri avaskiilerdir, bu bdlgelerin
beslenmesi eklem kapsiiliinden gelen kan akimi ile saglanir. Genellikle, ligamentlerin
veya tendonun baglanma bolgelerinin u¢ kismindaki damarlar periosta baglanir. Bu
nedenle kemik yiizeyinde gergeklesen aviilsiyon yaralanmalarinda tendon-kemik
bileskesi dis yiizeyindeki kan damarlar1 bozulan baslica damarlardir.!!

Sinir yapilanmasi, kan akisina benzerdir, ¢iinkii fibrokartilaj bolgesinin her iki
tarafin1 da innerve etmek i¢in fibrokartilaj bolgesini gegen sinirler yoktur. Bunun aksine
kemikler, tendonlar ve baglar, eklemin hareketi, pozisyonu ve ivmesini analiz eden
onemli uyarilari iletebilecek yogun sinir yapilarina sahiptir. Sinir uglari, Pacini ve Ruffini
reseptdrlerinin bag dokusunda oldugu gosterilmistir.! Bu reseptorlerin, fizyolojik olarak
“limit tespiti fonksiyonu” islevine sahip gibi ¢alistig1 veya ivme algilamasi yaparak kiiciik

hareketlerin kontrolii gérevini yaptig1 gosterilmistir.'8

2.3. Tendon-Kemik Birlesim Yerinin Embriyonel Gelisimi
Hareket i¢in kas kasilmasinin kemiklere moment kazandirmasi gerekir ve bu siire¢

kaslarin kemiklere tutundugu bileske bolgesi sayesinde olur. Bu bileske bolgesi yapisal



olarak karmagiktir ¢linkii birbirinden farkli iki dokunun biitiinlestigi bir bolgedir. Kemik
sert ve kirilgan bir materyal olmasina ragmen tendon esnek ve dayanikli bir materyaldir.
Bu iki dokunun birlestirilmesi doku ara yiizlerinde stres odaklar1 yaratir ve birlestirme
sonrasinda basarisizliklara yol acar. Bu zorluk gelisimsel olarak kademeli farkli doku
ozelliklerine sahip olunmasi ve stresi azaltan yapisal ve kompozisyonel gegislere sahip
bir doku &zelliginin gelismesi ile asilmigtir.!®

Tendon-kemik baglant1 biriminin gelisimi ve modiilerligi konusunda yapilan
aragtirmalar, tendonlarin yerlestirildigi kemik ¢ikintilarinin olusum mekanizmalarina
odaklanmugtir. Iskeletin gelisimi, kondrojenitérlerin koken aldigi lateral plak
mezoderminin belirlenmesiyle baslar. Farelerde, kondrojenitor farklilasmasit 12.5
embriyonel glinde tamamlanir ve gelecekteki kemiklerin kikirdak sablonlari olusur.
Bununla birlikte, kemik ¢ikintilarinin, bu sablon olusumundan sadece 2 giin sonra ortaya
ciktig1 belirlenmistir. Genetik soy deneyleri, kemik e¢ikintisinin hiicresel kdkenini
sorgulamistir. Son aragtirmalar, kemik ¢ikintis1 hiicrelerinin, ana kikirdak sablonunu
olusturan kondrositlerin soyundan gelmedigini, ancak dnceden var olan sablona eklenen
dis bir modiil oldugunu gostermistir. Farelerdeki embriyonel ilk kikirdak sablonunun
yaninda, ongoriilen kemik ¢ikintis1 yerlerinde farklilasmamis hiicre alanlarinin oldugu
gostermistir.

Kemik ¢ikintisinin ayr1 bir modiil olarak gelisimi, molekiiler diizeyde de kendini
gostermektedir. Gen ifadesi analizleri, kemik baglanti noktalarinda ¢ikinti bolgesi
progenitorlerinin iskeletle birlikte Sox9 ve skleraksis (Scx) ifade ettigini gostermistir.
Kemik ¢ikintis1 kok hiicreleri, Sox9 ve Scx genlerini birlikte ifade eder. Bu ifadenin
gosterimi Sox9 i¢in antisens komplementer RNA probu (yesil) ve Scx i¢in antisens
komplementer RNA probu (kirmizi) kullanilarak Sekil-5’ te yapilmistir. Mavi oklar,
deltoid ve biiyiik tiiberkiiliin gelistigi bir alana isaret eder; kutu, hem Sox9 hem de Scx'i
ifade eden kemik ¢ikintis1 kok hiicrelerinin biiyiitiilmiis goriintiisiinii gosterir.?® (Sekil-5)
Bu analizler, tendon yerlesim bolgelerindeki hiicrelerin Sox9(+) bir soydan geldigini ve
cikinti kondrositlerinin Scx(+) bir soydan geldigini gostermistir. Sox9, mezodermin
hiicrelerinin kondrositlere farklilasmasinda temel bir molekiildiir. Bu gen, kondrojenesis
sirasinda tiim kondrojenitorlerde ve kondrositlerde stirekli olarak ifade edilir. Scx, tiim
tendon dokularinin progenitorleri ve hiicreleri tarafindan ifade edilen bir bHLH (Basic

Helix-Loop-Helix) transkripsiyon faktoriidiir ve bunlarin farklilasmasim diizenler.®
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E11.5

E12.5

Sekil 5. E11.5 ile E12.5 arasindaki farelerin sagittal humerus Kesitlerinde ¢ift floresanl in situ

hibridizasyon kullanilarak yapilan entez yapisinin gésterimi?

Tendon baglant1 biriminin ayr1 bir modiil olarak geligsmesi, birkag avantaj sunar.
Mekanik acidan, modiilerlik, kas-iskelet sisteminin olusumunu kontrol etmek i¢in bir
kontrol noktas1 saglar. Bu kontrol noktasi, modiiler bir bilesen olarak kemik ve baglanan
tendon arasinda koordinasyon saglayabilir ve tiim kemik yapisinin olusumuna miidahale
etmeden islemi saglamlastirabilir. Kemik morfogenezinin modiiler stratejisi, tiim yapinin
yeniden sekillendirilmesi yerine modiillerin kolayca eklenip ¢ikarilmasinin evrimsel bir
avantajini da igerir.!°

Modiilerlik, kemiklerin ve tendonlarin nasil bir araya geldigi sorusuna farkli bir
bakis ac¢is1 sunar. Gelisim siirecinde, kikirdak ve tendonun baglantis1 6nce farklilasir ve
daha sonra birleserek olusturulabilir. Bu siireg, tendonun belirli bir noktaya yerlestirilmesi
icin karmagik sinyal iletim mekanizmalarin1 gerektirir. Bir diger olasilik da her iki
dokunun da ayni kok hiicre havuzundan geldigi ve sonra tendon veya kikirdak olarak

farklilagarak ayrildigidir. Baslangigta (1), kemik taslag: farklilasmis kondrositlerden (gri)

olusur ve birlesme birimi bolgesi Sox9/Scx pozitif progenitdrleri igerir (yesil). Sonrasinda
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(IT ve III), progenitdr hiicreleri bir taraftan (mor) tenositlere, diger taraftan (gri) ise
kondrositlere yavasca farklilasir ve entezi olusturur (IV). Entez yapist olusumu TGF-f
sinyallesmesi tarafindan diizenlenmesine ragmen (I), kondrositlere doniisiim tendon

progenitdr hiicrelerinden BMP4 sinyallesmesi tarafindan diizenlenir.?° (Sekil-6)

O ---Kondrositler ~ @ --- Tenositler @ ----Sox9/Sck + hiicreler & --Kas

Sekil 6. Entez yapisinin in situ sematik modeli?’

Bu ayrim modeli, fonksiyon kayb1 calismalar1 ile de desteklenmistir. Kosullu
knock-out deneyleri tendon-kemik baglant iinitesinin kurulabilmesi i¢in Scx(+) hiicreler
tarafindan Sox-9 ifadesi olmasi1 gerektigini gostermistir. Bagka bir 6ngorii de Scx(+) ve
Sox-9(+) onciil hiicrelerinin ortak bir havuz olusturdugu ve hiicrelerin tenosit yani tendon
oncii hiicreleri veya kondrosit yani kikirdak 6ncii hiicreleri yoniinde farklilasarak havuzun
azaldig1 Ongoériistidiir. Bu 6ngorii embriyonel 11,5. giinde Scx(+) ve Sox-9(+) olan
havuzda 13,5. giinde tenosit ve kondrositlere farklilasma sonrasinda ¢ift pozitif olan
hiicrelerin tespit edilememesi ile gosterilmistir.®

Bu yeni kesfedilen modiilerlik teorisi ile iligkili entez biriminin gelisimi hakkinda
hala bir¢ok acik soru bulunmaktadir. Bu kemik ¢ikint1 bdlgelerinin hiicre soyu icin ek
genetik isaretleyicilerin tanimlanmasi, tendon-kemik arayiiziiniin hiicresel kdkeni ve

gelisimini daha iyi anlamamiz1 saglayacaktir.'®
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2.3.1. Entez olusumu ve yeniden sekillendirilmesini diizenleyen sinyal
yolaklari

Entez progenitorlerinin incelenmesinde, sinirli sayida hiicrenin yogun bir dokuda
bulunmasindan kaynakli izolasyon zorluklariyla karsilasilir. Ozel bir isaretleyici
bulunmamasi, farelerdeki entez progenitorlerinin belirlenmesini ve hedeflenmesini
zorlastirir. Yeni yontemler, floresanla aktive edilen hiicre siralamasi ve mikrodiseksiyon
gibi tek hiicreli analizlerde ilerleme saglamaktadir. Bu alandaki ilerlemeler, sadece entezi
hedefleyen spesifik isaretleyicilerin gelistirilmesini ve rekombinasyon stratejilerinin
giiclendirilmesini saglayabilir. Bu stratejiler, hedeflenen hiicreleri tanimlamay1 ve diger
dokular1 diglayarak daha kesin sonuglar elde etmeyi amaglamaktadir.

Molekiiler mekanizmalarin incelenmesi tendonun baglanacagi kemik ¢ikintinin

bozuldugu zaman ifade edilen mutant genlerin tespiti ile miimkiin olmustur.?:

2.3.1.1. TGF-p ve BMP Sinyal Yolag:

TGF-p siiper ailesi, TGF-p ve BMP gibi proteinleri igerir ve eklem ile tendon
gelisimi tlizerinde kritik bir etkiye sahiptir. (Sekil-6) Bu sinyallerin Smadlar araciligiyla
iletimi, 6zellikle TGFBR'lerin tendon rejenerasyonunu etkileyebilecegini gostermektedir.
Smad-4 kaybinin tendon incelmesine ve eklem sertligine yol agabilecegi belirtilmistir, bu
da BMP sinyalinin tendon biilyiimesinde énemli oldugunu diisiindiirmektedir. 2 TGFP ve
BMP alt aileleri Smadlar araciligiyla sinyal gonderirken, Smad olmayan yollar da bu
siirecte rol oynar.?!

TGF-p siiper ailesinin, Smad olmayan yollar araciligiyla sinyal iletimine drnek
olarak NF-xB (Niikleer Faktor Kappa B) yolaklar1 verilebilir. IKKp (Inhibitor Kappa B
Kinase Beta) hedeflenerek yapilan calismalar entez olgunlasmasi ve yaralanma sonrasi
iyilesmeyi etkileyebilir. Bu bulgular, immiinomodiilasyon ile entez gelisimi arasindaki
iliskinin daha ayrintili olarak incelenmesi gerektigini gostermektedir.?32*

TefPr-1I' nin devre dis1 birakildigi ¢alismalar, TGF-$ yolaginin entezde birlesim
yeri embriyonel kemik ¢ikinti olusumunda etkili oldugunu gostermistir. Hiicre kiiltiirti
modellerinde TGF-B kondrojenezi tetiklerken in vivo uyluk mezodermi ¢aligmalarinda
kondrosit farklilagmasi ve parmaklardaki eklemlerin olusmasinda hafif bir etki

gostermistir. Bu etki sadece kemik cikinti olusumunda etkisi oldugu diisiiniilen bu
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molekiil disinda baglant1 yerinin modiilerligini kanitlayan baska hiicre havuzlart oldugu
fikrini de giiclendirmistir.

Fare embriyolarinda ekstremite mezoderminden TgfBrll reseptoriiniin genetik
olarak eksikligi veya TgfB1 ve TgfB2'nin eksikligi, tlim tendon dokusunun kaybina neden
olmustur.”® Bu sebeple, TGFB sinyalinin, hem tendon hem de kemik ¢ikint1 6nciil
hiicrelerini diizenleyerek, tendon-kemik baglanti biriminin olusumundaki 6nemli bir
diizenleyici oldugu diisiiniilebilir.

Kemik yiikseltisi olusumunda etkili olan diger bir molekiiler mekanizma, BMP-4
sinyal yoludur. Ekstremite mezoderminde BMP-4' iin kosullu olarak devre disi
birakilmasi, kemik yiikseltisi 6nciil hiicrelerinin kikirdaklasmasini engellemistir.?® Ayri
bir arastirma, BMP-4 ifadesinin Scx tarafindan diizenlenen tendon-kikirdak birlesiminde,
kemik yiikseltisi olusumunu tetikledigini gostermistir.?® Her iki ¢alisma da SCX/BMP4
yolunun, kemik ytikseltisi ile tendon-kemik baglant1 birimi gelisimi arasinda 6nemli bir
rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Tendon baglant1 birimi olusumunda rol oynayan molekiiler mekanizmalarla ilgili
birgok ucu agik soru bulunmaktadir. BMP-4 eksikligi olan ekstremite bolgelerinde tiim
kemik yiikseltilerinin kaybolmamasi, diger BMP tiirlerinin farkli agamalarda baglanti
birimi olusumunu diizenleyebilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir. Bu kapsamda etkili
olabilecek adaylar arasinda BMP-2 ve BMP-7 bulunmaktadir. Ekstremite
mezoderminden bu reseptdrlerin, drnegin deltoid tiiberosit gibi ylikseltilerden yoksun
humerus olusumuna yol a¢t1§1 gézlemlenmistir. 2’

Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, izometrik 6l¢eklendirmenin kemikler boyunca
kiimiilatif {ist yap1 ilerlemesini en aza indiren genel bir mekanizmay1 tanimlad1.?® Bu
6l¢eklendirme bir nesnenin boyutlarinin degistirilmesiyle birlikte orantilarinin korundugu
bir 6lgekleme tiiriidiir. Ust yapilar, Scx ve Sox-9 ifade eden farkli bir hiicre havuzundan
modiiler sekilde olusur ve bu iist yapilar omurgalilarin uzuvlarinda embriyonik ve
postnatal biiyiime sirasinda entez ve kas gelisimini giivenilir fenotipik gostergeler olarak
sunar. 2% Ust yapilarin genel diizenlenmesi, Gli3 (GLI-Kriippel ailesinin iiyesi 3) , TGF-
B, BMP-4 ve pre-B hiicre 16semi transkripsiyon faktorii gibi birgok faktor tarafindan
diizenlenir?®?°. Ust yap1 onciil hiicreleri, ya kondrositlere ya da fibroblastlara farklilasirlar
20.29.30 ye bu iki hiicre karisimi Kriippel benzeri (KLF) transkripsiyon faktdrleri tarafindan

diizenlenir 3. Sox9+/Scx+ hiicreleri, entezde bulunan ve hem kondrositler hem de
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tenositler arasinda sikismus olarak tanimlanmistir. Bu hiicreler, 'iki kaderli' olarak
adlandirlmisgtir ¢linkii kondrojenik ve tenojenik genlerin karigik bir transkriptomunu
ifade ederler. 3! Bu ortak transkriptomin varlig1, entez énciilerinin hem kondrositlerle hem
de tenositlerle ortak diizenleyici unsurlara sahip olabilecegini gosterir. (Sekil-7) Bu ortak
diizenleyici unsurlar, 6rnegin KLF gibi belirli proteinler, entez hiicrelerinde ifadeyi

tetikleyen artiric1 unsurlar olarak hareket edebilir.?*

Tenosit

Scx

Entez progenitor
' > hiicreleri

Kemik

" Gl
Sox9

Kondrosit

Sekil 7. Entezin “iki-kaderli” progenitor hiicrelerden olusan yapisi*!

2.3.1.2. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) Sinyal Yolag

FGF ligandlari, yiiksek afiniteye sahip protein tirozin kinaz reseptorlerini
(FGFR'ler) aktive eden ve onlarla etkilesen salgi sinyal proteinleridir. Kemik biiyiimesi
endokondral ossifikasyon siireciyle gerceklesir ve bu siiregte FGF ligandlar ile
FGFR'lerin aktivasyonu biiyiik 6nem tasir. FGFR aktivasyonu, uzun kemiklerin biiytime
plaginda farkl1 hiicre gruplar1 arasinda degisen seviyelerde ifade edilir. Ozellikle FGFR-
3 sinyali, kemik biiyiimesinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. ** Bununla birlikte,
entez birimi gelisiminde etkili olabilecek diger molekiiller arasinda bulunan hem FGF-1
hem de FGF-2’nin inaktivasyonu ile yapilan calismalar iskelet anormalliklerine yol
agmustir.®3 Kemik gelisiminde FGF ligandlar1 ve reseptérlerinin deseni belirgindir ancak

entezdeki sinyal desenleri daha yeni anlasilmaktadir.?! Fareler i{izerinde yapilan
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calismalar, olgun entez fibrokartilajinda belirli reseptor ifadelerinin varligini ortaya
koymakta ve bu durumun entezopatiye yatkinlig1 temsil edebilecegini gostermektedir.

Entez, postnatal doneme kadar degismeyen bir progenitdr havuzuna sahiptir ve
dinamik bir yap1 gosterir. Burada fibroblastlar, kondrositler ve fibrokondrositler matriks
sentezi tizerinde etkilidir. Bu hiicresel kader, biiyiime plagindan farklilik gosterir ve
belirgin bir sekilde ayrilir. Gelismekte olan entezde, FGF sinyalinin kemik olusumunun
farkliliklarinda 6nemli bir rol oynadigi one siirlilmektedir. Kraniofasiyal ve eklem
kemiklerinin olusumu, farkli hiicre kaynaklarindan gelir ve bu siirecte FGF sinyalinin
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu bulgular, entez gelisiminde 6zellikle FGF sinyalinin

belirleyici bir faktdr olabilecegini vurgular.?

2.3.1.2. Hedgehog Sinyal Yolag:

Endokondral kemik olusumu sirasinda mineralizasyon siiregleri, hedgehog (Hh)
sinyali tarafindan diizenlenir ve biiyiime plagindaki kondrosit olgunlagmasini1 Paratiroid
Hormonla iliskili Protein (PTHrP) ile negatif bir geri bildirim déngiisii araciligiyla
kontrol eder. Benzer siiregler postnatal entezde de tekrarlanir. %

Sonich Hedge Hog (SHH) sinyal yolunda Hh ligandi, reseptorlerinden biri olan
PTCH-1 reseptoriine baglanir ve bir takim hiicre i¢i proteinlerle sinyal yolagi devam eder.
Hiicre i¢inde Gli-1, Gli-2, Gli-3 proteinlerinin sentezi ile birlikte yolagin aktivasyon ve
deaktivasyonu diizenlenir. Hem Sox-9 (+) hem Scx (+) olan progenitdr hiicrelerin
anatomik lokalizasyona bagli olarak, yani kikirdak tarafta kalan progenitorlerin sadece
Sox-9 (+) progenitorlere doniismesi sonrasinda SHH sinyal yolag: aktive edilerek Sox-9
(+) hiicreler Gli-1 proteini ile isaretlenirler ve Gli-1 (+) hiicrelere déniisiirler. 2 Gli-1(+)
hiicreler entez gelisimi siirecinde sayilar1 artar ve mineralize olmus fibrokartilaj
bolgelerinden mineralize olmamus fibrokartilaj bolgelerine dogru goc ederler.® Bu
hiicreler postnatal gelisim sirasinda korunur ancak iskelet olusumu tamamlandiktan sonra
kaybolurlar. Gli-1 (+) hiicrelerin deaktive edilerek entez gelisimi yapilan ¢alismalarda
mineralize fibrokartilaj bolgesinin kayboldugu gosterilmistir.®®> SHH sinyal yolaginin
durdurulmas: da ayni sekilde, mineralize fibrokartilaj bolgesinin neredeyse tamamen

kaybina yol agar.?!
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Sekil 8. Gli-1 (+) hiicrelerin sayisinin artis1 ve mineralizasyon bolgesinde birikimi®*

2.4. Tendon-Kemik Birlesim Yeri Iyilesmesinin Biyolojisi

Tendon-kemik iyilesmesi, kikirdakli entezin diizenli gelisiminden farkli olarak
fibrovaskiiler skar dokusu olusumu ile gerceklesir. Arastirmalar, entezin gelisiminin
anlasilmasinin, iyilesme siirecini anlamak i¢in 6nemli oldugunu ve biyolojik ve mekanik
faktorlerin entezin uygun gelisimi igin kritik oldugunu vurgular.'® Entez bolgesinde
tyilesmede onemli bir rolii olan kollojen liflerinin varhig1 tespit edilmis ancak bunun
normal entez dokusundan ne kadar farkli oldugu heniiz aydinlatilamamistir.® Dogal
yerlesim yerinin yeniden olusturulmasinin zorlugu, mekanik yiik, mineral birikimi ve
kolajen liflerinin olusumu gibi faktorlerin etkisiyle tendon-kemik entezin dogal
gelisiminin iyilesme siirecinde eksik kaldigmi gostermektedir.’® Fibrovaskiiler skar
dokusu, dogal tendon-kemik entezden daha zayif ve basarisiz olma egilimindedir. Su
anda, tendon-kemik entezin dogal iyilesme siireci hakkinda yeterli bilgiye sahip
olunmamis olmasi, etkili tedavi segeneklerinin gelistirilmesini zorlastirmaktadir.
Thomopoulos'un yaptig1r bir calisma, iyilesme sitelerinde fazla skar olusumu ve
fibrokartilaj eksikligi rapor etmistir.*®

Fibrovaskiiler skar dokusunun olusumu, belirli asamalardan gecer: inflamasyon
(0-7 giin), tamir (5-14 giin) ve yeniden sekillenme (>14 giin). ilk asama, trombositlerin
fibrin ve fibronektini biriktirmesiyle baslar; bunun sonucunda ise insiilin benzeri biiyiime
faktorii 1 (IGF-1), trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) ve doniistiiriicii biiytime
faktorii B (TGF-B) gibi unsurlarin etkisiyle makrofajlar bir araya gelir.

TGF-B'nin ti¢ farkli formu bulunur; TGF-B1 ve TGF-B3 ise tendon-kemik eklem

yerlerindeki iyilesme siirecinde kritik rol oynar. TGF-B1, yetiskin yara iyilesmesinin her
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evresinde bulunur ve hiicre gociiyle anjiyogenez ile iliskilendirilir. Diger yandan, TGF-
B3 yetiskin eklem kikirdaginda ve skarsiz fetal yara iyilesmesinde ortaya ¢ikar.

Tamir asamasina gecis, makrofajlarin TGF-B1 salgilamasiyla baslar. Bu durum
fibroblastik cogalma ve skar dokusunun olusumuyla sonuglanir. Olusan skar dokusu
genellikle tip III kollajenle sekillenir ve ekstraseliiler matriksin doniistimii, matriks
metalloproteinazlar aracihigiyla gergeklesir. 8

Fibroblast cogalmasi, yedinci giinden itibaren artmaya baslar ve onuncu giin zirve
yapar, ayn1 donemde kapiller proliferasyon iigiincii giinden itibaren baslar ve yedinci
giinde doruga ulasir. Bu siiregte, yedinci ile onuncu giin arasinda osteoblast ve osteoklast
iiretimi artisg gosterir. Tip 1 ve Tip 3 kollajen iiretimi onuncu giin zirve yapar ve dordiincii
haftada istikrarl bir seviyeye ulasir. Onuncu giin, tendon-kemik iyilesmesinde kritik bir
donem olarak kabul edilir. Olgun tendon ve entez bolgesinde yogunluklu olarak Tip 1
kollajen bulunur. Tip 3 kollajen genellikle ciltle iligkilendirilir ve ligaman iyilesmesinde,
hasarli veya dejeneratif tendonlarda bulunabilir. Erken iyilesme siirecinde Tip 3
kollajenin varligi, sonraki iyilesme ve olgun kollajen birikimi i¢in énemli bir belirteg
olarak kabul edilir.3"*

Tendon ile kemik birleskesinde, ilk iki hafta i¢inde hipertrofik kondroid hiicreler
belirgin hale gelir, erken fibroblastik biiyiime goriiliir ve iyilesme dokusu olusur. Bu
dokular, tendon ile lamellar kemik arasinda erken zamanda gdriilen bir koprii olusturur.
Zamanla, icerdikleri kollajen liflerinin sayis1 ve diizeni artar. Kemikteki osteoblast say1s1
artar ve iyilesme dokusu yakinlarinda kemigin yeniden olustugu goriiliir. Tkinci hafta,
iyilesme dokusundan kemik dokusuna dogru uzanan kollajen lifleri gozlemlenebilir.
Dordiincii haftada, kondrositlerin toplandigi ve yogunlastigi goriiliir ve mineralizasyon
stireciyle bir "tidemark" c¢izgisi belirir. Altinci haftada, iyilesme dokusu ile kemik
arasinda koprii benzeri gorevi olan lifler tam manasiyla gelisir ve entez bolgesinde yogun
bir sekilde bulunur. Kondrosit hiicrelerinin diizenli hizalanmasi 24. haftada son bulur,
fakat bu asamada proteoglikan igerigi hala normal entez dokusundan daha disiiktiir ve
kollajen diizenlemesinin yaklasik %701 tamamlanir. Yumusak doku ile kemik arasindaki
yeniden yapilanmanin olmasi amactyla yeni bir kemik dokusunun olusumu anahtar bir
rol oynar, ¢iinkii bu yeni olusan doku tendon kokenli kollajen liflerini birbirine tutturur.
Bu amagla, entezin iyilesmesi endokondral iyilesme ile i¢ icedir. On ¢apraz bag ile ilgili

yapilan c¢aligmalarda, greftin iyilesmesinin entez iyilesme arayiiziindeki olusacak yeni
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kemik bolgeye bagli oldugu ve bu siirecin endokondral ossifikasyonla benzerlik
gosterdigi bulunmustur.

Cesitli arastirmalar, tendon-kemik birlesim yerinin karmasik yapisini1 géstermistir.
Iyilesme siirecinde, kemikle iliskili sharpey benzeri liflerle birlikte fibrovaskiiler yara
dokusu olusur. Ancak, bu dokunun yap1 ve biyomekanik 6zellikleri dogal entez yerindeki

kadar giiclii degildir.%

2.5. Hipoksi

Entez fizyolojik olarak hipoksik bir ortamla cevrelenmistir. Ayak bilegi
tendonunun kan akis1 lizerine yapilan calismalar, bu belirli bolgede ¢ok az arteriol
oldugunu ve dolayisiyla entezin dogal olarak hipoksik bir ortamla c¢evrili oldugunu
gostermektedir.*’ Posterior tibial tendon ve tibialis anterior tendon iizerinde yapilan
arastirmalar da benzer sonuglar ortaya koymustur.**? Bu nedenle, entez kompleksi,
kanlanmas1 az olan ve fizyolojik olarak hipoksik kosullara adapte olmus bir bélgedir.*?

Entezin fibrokartilaj bolgesindeki temel hiicre tipi kondrositlerdir. Bu nedenle, bu
0zel anatomik yapiin tekrar olusturulmasi i¢in kondrojenez Onemli bir siirectir.
Kondrositler normalde avaskiiler ve diisiik oksijenli bir ortamda bulunurlar ve
cevrelerindeki ekstraseliiler matriksteki oksijen ve glukoz seviyelerini algilayarak
hiicresel metabolizmayi diizenleyebilirler. Bu durum, kondrositlerin sinirli besin ve diisiik
oksijen seviyelerinde bile yasayabilmesini saglar. Kondrojenez iizerine yapilan
calismalar, onciil hiicrelerin kikirdak tamir dokusunun daha derin, diisiik oksijenli
bolgelerinde kolajen tip Il mRNA'sinin arttigini ve biiyiime faktorleri tarafindan hipoksi
uyarici faktor-1a (HIF-10) aktivitesinin artirilmasi i¢in uyarildigin gostermistir.*® Ayrica
hipoksik uygulamadan sonra artmis kolajen tip II mRNA's1 gosterilmistir ve omurilik
disklerindeki fibrokartilaj dokusunda hipoksik kosullarin fibrokartilaj olusumunda temel
bir rolii oldugu gésterilmistir.*+*°

Hem kondrojenez hem de anjiyogenez, hiicredeki hipoksinin etkilerini diizenleyen
temel faktdr olan HIF'in aktivasyonundan etkilenir.*® HIF, hiicre igindeki siirecleri
kontrol ederek, 6zellikle de oksijen seviyeleri diistiiglinde etkinlesir. Bu durumda, bazi
genlerin faaliyeti artar ve bunlar arasinda 6zellikle kan damarlarinin olusumunu tesvik

eden genler de bulunur. HIF'in etkinlesmesi, bir dizi proteinin etkilesimi ve
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diizenlenmesiyle gerceklesir.Yukaridaki durum sadece oksijenli kosullarda meydana
gelirken, hipoksik kosullarda oksijen, HIF etkisini inhibe eder.*’

Hipoksi ayni zamanda mitokondride elektron tasima zincirinin inhibisyonu
nedeniyle siiksinat birikimine neden olur. Siiksinat birikimi, HIF islevini daha da inhibe
eder. Hipoksik kosullar kararl hale geldiginde, HIF-1, diisiik oksijen kosullarinda hayatta
kalimi tesvik etmek icin birkag¢ geni aktive eder; bunlar arasinda anjiyogenezin tesvik
edilmesine katkida bulunabilecek olan vaskiiler endotelial biiytime faktorii (VEGF) geni
de bulunur. Ozetle, viicut, diisiik oksijen seviyelerinde belirli genlerin aktivitesini
artirarak hiicrelerin hayatta kalmasini destekleyici diizenlemeler yapar. 43

Hematomlar, igerdikleri eritrositlerin kaybiyla oksijen transferini engelleyerek
hipoksik bir ortam olusturmasi nedeniyle ¢ok uygun bir model olarak gériilmiistiir.*® Bu
ortamda, hematom iginde bulunan bazi faktorler (TGF-f ve PDGF gibi) , kemik
mezenkimal kdk hiicrelerinin hareketliligini ve kondrojenezi destekleyen sitokinlerdir.
4950 Arastirmalar, bu faktorlerin hipoksik ortamda bu hiicrelerin yasamasina ve
ozellesmesine yardimecr oldugunu gosteriyor. Ozellikle, mezenkimal kok hiicreleri
hipoksik bir ortamda yasayabilir ve Ozellesebilirler. Bu durum, hematomun sadece
hipoksik bir ortam olusturmakla kalmayip ayni zamanda bu hiicrelerin ¢ok yonlii
ozellesme yeteneklerini korumasina da yardime1 oldugunu gosteriyor.>1:%?

Yetiskin tendonunda, hipervaskiilarite muhtemelen patoloji ilerlemesine ve
matriks bozunumuna yol a¢an bir "durum gegcisi" olusturur. Ancak entezin ve genel olarak
tendonun gelisimi sirasinda nasil ve ne sekilde vaskiilarize oldugunu ve tendonun ve
entezin vaskiiler yapisinin, yaralanmay1 takiben iyilesme yetenegini nasil etkiledigini tam
olarak anlagilamamistir. Laboratuvar ¢alismalari, diisiik oksijenin tendon hiicrelerinin
farklilagmasimni  tesvik edebilecegini ve aym zamanda tendon kasilmasini
siirlayabilecegini gostermistir. Bu durum, normal oksijen seviyelerinin, aslinda
patolojik bir durumu taklit edebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, diisiik oksijenin,
tendon hiicrelerinde farkli fenotiplere yol acabilecegi ve bu durumun hiicresel
mekanizmalarla iliskili oldugu goézlemlenmistir. Ancak, tendon-kemik baglantisinin
gelisiminde oksijenlenme ve kan damarlarini rolii heniiz tam olarak anlasilamamustir.?!

Memelilerin embriyonik ortami genellikle kardiyovaskiiler sistem olusmadan
once hipoksik bir yapidadir. >*Hiicreler, hipoksik stres altinda HIFla adli faktdriin
stabilitesine bagli olarak hayatta kalabilirler.141 HIFloa aktive oldugunda, oksijen

20



tiikketimi ve hiicre cogalmasi azalirken, kollajen iiretimi artar.5*>° Arastirmalar, fetal
biiylime plaginin oksijen seviyelerinde bir tiir derecelendirme olusturdugunu ve bu plagin
gelisiminin HIF-la faktdriine bagli oldugunu gosterdi. **°'Bu hipoksik biiyiime
plakasinda, yiikselen HIFlo seviyeleri, hiicrelerin hayatta kalimini destekleyerek
mitokondriyal solunumu ve oksijen tiiketimini azaltir.® Benzer sekilde, entezde de kan
damarlar1 bulunmaz.*® Bu nedenle, entezin gelisimi sirasinda oksijen seviyelerinde bir
derecelendirme olmasi, kollajen {iretimi ile metabolik ihtiyag¢lar arasinda 6nemli bir iliski
olabilir. 2

Ozetle, hipoksiye kars1 yeni tedavi yaklasimlari, gelecekteki entez iyilesmesi
calismalarina yol gosterebilir. Operasyonel yenilikler ve HIF'e odakl1 ilaglar, hipoksik bir
ortami devam ettirerek tedavinin faydalarimi kanitlayabilir. Bu degerlendirmeye
dayanarak, hipoksiye bagli kemik ve damar olusumu, entezin daha iyi bir sekilde yeniden

yapilanmasina katkida bulunabilir.*?

2.5.1. Arahkh Hipoksi

Biyolojik ¢evre, kemik hiicrelerinin kaderini progenitor hiicrelerin farklilagarak
cogalmastyla ve olgun kemik hiicrelerini aktive ederek etkiler. Araliklt hipoksinin bir¢ok
farkli doku tizerine etkileri gosterilmistir. Bunlara 6rnek olarak; kalp, beyin ve iskelet
kasinda anti oksidasyonu arttirip 1s1 sok proteinlerini indiikleyip iskemi-reperfiizyon
hasarina kars1 korumasi 6rnek verilebilir.®®® Diyabetik farelerin bobreklerini ve non-
alkolik yagli karaciger hastaligi olan farelerin karacigerlerini korudugu, kemik defektinin
tyilesmesini tesvik ettigi, sicanlarda kemik mineral yogunlugu iizerinde olumlu etkilere
sahip oldugu da gosterilmistir.®®%® Aralikli hipoksinin etkinligi, diisiik oksijen
seviyelerinin hiicresel faydalara yol agacak kadar diisiik, ancak istenmeyen etkileri
Onleyecek kadar yeterli olmasiyla iliskilidir. Son veriler, kisa siireli orta diizeyde
hipoksinin en olumlu sonuglar1 sagladigimi gostermektedir.”

Literatiirde farkl sekillerde aralikli hipoksi uygulamasi yapildigin1 gorebiliyoruz.
Haftanin 6 giinii, giinde 60 dongii olacak sekilde 20 saniye %5, 40 saniye %21 oksijen
seviyesi uygulamasmin farelerde kemik mineral dansitesini degistirmedigi
gosterilmistir.”* Azot gazi kullanilarak oksijen seviyesinin %5’e diisiiriildiigii ardindan
oksijen gazi kullanilarak tekrar %21 oksijen seviyesinin yakalandigi bdylece bu

dongiiniin saatte 5.6 kez giinde 10.5 saat toplamda 32 giin boyunca uygulandig: bagka bir
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calismada obstriiktif uyku apne sendromu modellemesi yapilarak aralikli hipoksinin
kemik 1iligi mikrogevresinde vaskiiler yeniden olusumu indiikledigini ve bunun
hematopoezi, eritropoezi artirarak dolasimdaki monositleri artirdigini gosterilmistir.”?
Oksijen seviyesinin %8 e yine azot gazi ile diisiiriiliip ardindan tekrar normal seviye olan
%21 e ¢ekildigi ve bu siklusun saatte 30 kere, giinde 8 saat, toplamda 4 ve 6 hafta olacak
sekilde uygulandigi baska bir calismada kemikte olusan aralikli hipoksiye bagli metabolik
bozukluklarin tedavisi iizerine yogunlasilmistir. " Araliksiz 6 saat boyunca %10-%11
seviyesinde diisiik oksijen seviyesi uygulanarak kalan giin siirelerinde normal oda
havasinda takip edilen ratlarda kirik iyilesmesi modeli uygulandiginda aralikli hipoksinin
kirik iyilesmesini hizlandirdig1 da baska bir ¢alismada gosterilmistir.®® Yine baska
caligmalarda ise aralikli hipoksi uygulamasimin bir hipoksi odasinda i¢ gazlarin oda
havasi ile hipoksik bir gaz karisimi (1% O2, 5% CO2 ve 94% N2) arasinda her 10
dakikada bir 10 kez degistirilerek uygulandigi "4, dakikada 20 déngii halinde olacak
sekilde aralikli hipoksiye en diisiik seviye %4 oksijen, en yliksek seviye %21 oksijen ve
toplamda 3 hafta boyunca maruz birakilarak uygulandig1 belirtiliyor. ™ Ulkemizden
yapilan bagka bir calismada ise aralikli hipoksi uygulamasi diisiik basing ortami
yaratilarak haftada 5 giin, giinde 5 kez, toplamda 5 hafta boyunca yapilmstir.®® Giinde 2
kez, birer saat %10 oksijen seviyesi uygulanarak yapilan baska bir aralikli hipoksi

modelinde ise osteopenik fareler iizerinde bu etki arastirilmigtir.”®
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma; “Bilimsel Arastirma Projeleri” kapsaminda Cukurova Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alinmasi sonrasinda, Cukurova Universitesi
Tip Fakiiltesi ve Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi (SABIDAM)’nde gergeklestirildi.

Denek sayilari, ¢alismaya Oncesinde istatistiksel analiz sonrasinda hesaplanan
orneklem hesabina gore belirlendi.

Calismanin denekleri ortalama 300-500 gr agirliginda Wistar Albino cinsi 64
eriskin disi rat olarak se¢ildi. Deney hayvanlari, kontrol ve deney grubu olarak 2 ana

gruba ayrildi. Kontrol ve deney gruplari biyomekanik ve histolojik analiz i¢in iki alt gruba

ayrildi.
Tablo 3. Calismada Kullamilan Hayvan Gruplarimin Ozet Tablosu
Gruplar Denek Agiklama
Sayis1

1.Grup 12 Kontrol grubu (oda havasinda takip edilen) histolojik
degerlendirme grubu

2.Grup 12 Kontrol grubu (oda havasinda takip edilen)
biyomekanik degerlendirme grubu

3.Grup 12 Deney grubu (aralikli hipoksiye maruz biraklan)
histolojik degerlendirme grubu

4.Grup 12 Deney grubu (aralikli hipoksiye maruz birakilan)
biyomekanik degerlendirme grubu

Tiim ratlar her kafeste dorder rat olacak sekilde kafeslere yerlestirildi. Tiim ratlar
ayni odada rutin oda sicakligi ve rutin beslenme programi (palet yem ve musluk suyu) ile
takip edili. Ancak deney grubundaki hayvanlar sadece hipoksiye maruziyetleri sirasinda
su ve yem kisitlanmasina maruz kaldi. Ratlarin kafes bakimlar1 ve gozlemleri giinliik
olarak ilgili personel tarafindan gerceklestirildi.

Normobarik araliklt hipoksi uygulamasi el yapimi 24 ayr1 bélmesi olan, her

bolmenin kafesin arka tarafindan birbirine plastik hava borulari ile baglandigi el yapima,
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hava sizdirmaz bir kafes aracilig1 ile uygulandi. Oksijen dl¢timleri, Maxtec (MaxO2 ME,
Amerika) cihaz1 yardimiyla gerceklestirildi. Olgiim probu deney &ncesi her bdlmede
hipoksinin esit olarak saglandigini test etmek amaciyla kafesin icine cihaz disarida
birakilarak yerlestirildi, dl¢ctimler okundu. Hipoksi uygulamasi N> gazi manuel verilerek
sagland1. 15 dakikalik araliklarla kafes icindeki oksijen seviyesi olgiildii ve kayit altina
alindi. Calismada saglanan oksijen yilizde seviyeleri ortalama %10.5 olarak olgiildi.
Kafes boyutu ¢ok biiyiik olmadigindan bu oksijen seviyesine ulagsmak yaklasik 3-4 dakika
siirdii. Bu uygulama deney grubunda haftanin 5 giinii, glinde 5 saat olmak {izere

uygulandi.

Sekil 9. Normobarik aralikli hipoksinin uygulandig el yapimi kafes (6nden goriiniim)
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Sekil 10. Normobarik aralikh hipoksinin uygulandigi el yapimi kafes (arkadan goriiniim) , bolmeler

arasi gaz gecisini saglayan plastik borular goriilmekte

3.1. Uygulanan Cerrahi islemler ve Teknik

Tlm ratlar cerrahi 6ncesinde tartilarak her biri i¢in ayr1 ayr1 anestezik ila¢ dozu
hesaplandi. Ketamin hidrokloriir (50 mg/kg, intraperitoneal, Ketasol® %10, Richter
Pharma AG, Wels-Avusturya) ve ksilazin hidrokloriir (5 mg/kg, intraperitoneal,
Basilazin® %2, Bavet ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S. Istanbul) ayni enjektor iginde
hazirlanarak ratlarin sol kasik bolgesinden intraperitoneal olarak verildi. Cerrahi 6rtlim
yapildiktan sonra asil tendonu palpe edildi ve tendon boyunca longitudinal insizyon
yapildi. Asil tendonu kalkaneusa yapisma yerine kadar diseke edildi. Plantaris tendonu
goriildii ve korundu. Asil tendonu, kalkaneusa yapisma yerinden 11 numara bistiiri ile
kesildi. Ardindan kalkaneusa motor yardimiyla tiinel ac¢ildi. Asil tendonuna 3-0
polipropilen (Prolene®, Ethicon, Johnson&Johnson) ile modifiye kessler yontemi
kullanilarak siitiir atildiktan sonra siitlirler tiinelden gegirildi ve kalkaneus plantar
bolgesine pullout yontemi kullanilarak tespit edildi. Cilt 3-0 polipropilen (Prolene®,

Ethicon, Johnson&Johnson) ile siitiire edildi.
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Sekil 11. Ratin cerrahi sahada tespiti
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Sekil 12. Cilt kesisi sonrasinda asil tendonunun eksplore edilmesi
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Sekil 13. Kemik tendon bileskesinin eksplorasyonu sonrasinda bileskenin kesilerek yaralanma

modelinin gerceklestirilmesi
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Sekil 14. Delici motor yardimiyla kalkaneusa tiinel acilmasi
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Sekil 15. Asil tendonundan gegilen siiturun kalkaneustaki agilan tiinelden gecirilmesi
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Sekil 16. Siiturun, acilan tiinelden gegirilerek distal tarafta baglanmasi
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Sekil 17. Cildin siitiirasyonu sonrasi islemin tamamlanmasi

3.2. Cerrahi Sonrasi Takip

Cerrahi sonrasi deneklerin erken hareketlerine engel olunmadi. 8 hafta boyunca
herhangi bir komplikasyon yasanmadi. Tim deneklere ayni oda igerisinde, rutin oda
havasi,rutin palet yem, musluk suyu imkanlar1 saglandi. Kafeslerin bakimlar1 giinliik

olarak ilgili personel tarafindan gerceklestirildi.

3.3. Deneklerin Sakrifikasyonu ve Materyallerin Hazirlanmasi
Denekler, gézlem gruplarina gore cerrahi girisimden 4 hafta ve 8 hafta takip
sliresinin ardindan anestezi altinda servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi. Eski

yara tizerinden giris yapildi. Tamir hattinin iyilesmesi goriildii ve riiptiir izlenmedi.
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Tamir bolgesi korunacak sekilde proksimalde diz eklemi distalinden kemik
kesildi. Distalde, parcaya kesi uygulanmadi. Biyomekanik ve histolojik gruplar esit

sayida hayvan olacak sekilde olusturuldu.

Sekil 18. Sakrifikasyon sonrasinda biyomekanik ve histolojik degerlendirme i¢in materyallerin

hazirlanmasi
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Sekil 19. Biyomekanik degerlendirme i¢cin materyallerin cihaz icerisinde en az kaymayi saglayacak

sekilde hazirlanmasi

3.4. Biyomekanik Degerlendirme

Sakrifikasyon sonrasinda oOrnekler biyomekanik test yapmak igin, cihazdan
ayrilmalarini engellemek amaciyla gevrelerine kaymalarini engelleyecek sekilde gazli
beze sarilarak ve bu bez kas kompleksine siitiire edilerek hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler
% 10 formol soliisyonlu igerisinde Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Aragtirma Laboratuvari’na gotiirtildii.

Testler, Testometric(M500-50CT, Ingiltere) cihaz kullanilarak 10 mm/dk hizinda
her iki ucundan ¢ekilerek gergeklestirildi. Cihazin alt tarafina kemik, {ist tarafina kas
kompleksi cihazin ¢ekme dogrultusuna uygun olacak sekilde yerlestirildi. Entez yerinden

kopana kadar isleme siirdiiriildi.
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Sekil 20. Testometric(M500-50CT, ingiltere) cihazi ile materyal iizerinde biyomekanik ¢calismanin

yapilmasi

Dokuz parametre kayit altina alinds,

Maksimum Kuvvet (Force Peak): Bu parametre, tendon bileskesinin belirli bir
ylike maruz kaldiginda dayanabilecegi en yiliksek kuvveti Olger. Yiiksek degerler,
bileskenin daha gii¢lii oldugunu ve daha iyi iyilestigini gosterir.

Kopma Anindaki Uzama (Elong Break): Bu parametre, bileske kirildiginda veya
zarar gorene kadar gergeklesen uzama miktarini gosterir. Daha yliksek degerler, tendonun

daha esnek oldugunu ve iyilesme siirecinde daha fazla dayaniklilik kazandigin1 gosterir.
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Maksimum Uzama (Elong Peak): Bu parametre, malzemenin en fazla
uzayabilecegi noktay1 ifade eder. Yiiksek degerler, tendonun yiiksek yiikler altinda bile
esnekligini korudugunu ve daha iyi iyilestigini gosterir.

Maksimum Gerilim Noktast (Strain L.O.P): Bu parametre, malzemenin {izerine
uygulanan yiik arttik¢a, gerinimin en yliksek noktasini belirtir. Daha yiiksek degerler,
tendonun daha esnek oldugunu ve gerilim altinda daha dayanikli hale geldigini
gosterebilir.

Kopma Anindaki Gerilim (Strain Break): Bu parametre, malzeme kirildiginda
veya zarar gordiiglinde gerinim miktarin1 ifade eder. Yiksek degerler, tendonun
kirilmadan once ne kadar gerildigini ve iyilesme siirecinde ne kadar esnek oldugunu
gosterir.

Maksimum Gerilim (Strain Peak): Bu parametre, malzemenin en fazla
gerinebilecegi noktay1 ifade eder. Yiiksek degerler, tendonun yiiksek gerilim altinda bile
esnekligini korudugunu gosterir.

Kopma Anindaki Kuvvet (Force Break): Bu parametre, malzeme kirildiginda
veya bileske zarar gordiigiinde uygulanan kuvvet miktarini belirtir. Yiiksek degerler,
tendonun daha dayanikli oldugunu ve iyilesme siirecinde daha gii¢lii hale geldigini
gosterir.

Maksimum Uzama Noktasi (Elong L.O.P): Bu parametre, malzemenin iizerine
uygulanan yiik arttik¢a, uzamanin en yiiksek noktasidir. Daha yiiksek degerler, tendonun
daha esnek oldugunu ve iyilesme siirecinde daha fazla dayaniklilik kazandigini1 gosterir.

Maksimum Kuvvet Noktas1 (Force L.O.P): Bu parametre, malzemenin iizerine
uygulanan yiik arttikca, kuvvetin en yliksek noktasidir. Yiiksek degerler, tendonun

yiiksek yiikler altinda bile dayanikliligin1 korudugunu ve daha iyi iyilestigini gosterir.

3.5. Histolojik Degerlendirme

Isik mikroskobik inceleme icin alinan prefrontal tendon-kemik birleske doku
ornekleri, % 10’luk formalin igerisine alindi ve bu soliisyonda 3 giin bekletilerek tespit
edildi. Dokular ardindan akar suda yikandiktan sonra, Leica TP 1020 ototeknikon cihazi
(Leica Biosystems, Germany) ile Tablo 1°de belirtilen sekilde doku takip islemi yapildu.
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Tablo 4. Isik mikroskobik doku takip islemi asamalar:

Sicaklik Uygulanan yontem Siire

Oda Sicakliginda Formalin 30 dakika

Oda Sicakliginda % 70’1ik etil alkol 1 saat

Oda Sicakliginda % 80’lik etil alkol 1 saat

Oda Sicakliginda % 90’11k etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda Sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda Sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda Sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda Sicakliginda Saf alkol + Ksilol 1 saat

Oda Sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda Sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat

60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

Doku takibinden sonra doku o6rnekleri, parafin icerisinde bloklandi ve mikrotom
(Thermo Shandon Finesse 325, USA) ile 4 um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler,
Safranin-O ve Picro-Sirius boyama yontemleri ile boyandi. Boyama sonucu elde edilen
doku kesitleri Olympos mikroskopla incelenerek fotograflandi. Elde edilen fotograflar,
Bonar (Tablo 5), Movin (Tablo 6) ve Nourissat (Tablo 7) tendon-kemik birleske skorlama
sistemlerine gore degerlendirildi. Degerlendirme tek bir histolog tarafindan kor bir
sekilde yapildi. Doku kesitleri, Olympus BX53 1sik mikroskobunda (Japonya)

incelenerek fotograflari ¢ekildi.
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Tenosit

Zemin
Maddesi
(Alcian Mavisi
ve Kolloidal
Demir Boyasi)
Kollajen
(Polarize Isikla
veya Isiks1z)

Vaskiilarite

Tablo 5. Bonar skorlama sistemi

0

Uzun, ince
cekirdekler,
belirgin

sitoplazma yok

Boyanma yok

Normal
kollajen yapist,
homojen

polarizasyon

Belirgin damar

yok

1
Cekirdekler
yuvarlaklagmis,

sitoplazma yok

Lifler arasinda
miisin,
demetler

ayrilmisg

Demetler
korunmus
halde, lifler
ayrik
pozisyonda,
polarizasyon az
Yer yer kilcal
damarlar, 10x
bliyiitmede
1'den daha az

kilcal damarlar
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2

Cekirdekler
daha biiyiik ve
yuvarlak, biraz

sitoplazma

Lifler arasinda
miisin, demet
sinirlari

kaybolmus

Demet sinirlari
kaybolmus,
lifler ayrilmus,
polarizasyon
kayb1

10x
bliylitmede 1-2
kapiller

3

Biiyiik,
yuvarlak
cekirdekler,
bol sitoplazma,
lakiina
olusumu

Bol miisin,
kollajen

boyama zayif

Kollajen lifleri
tamamen
ayrilmis,

yapisal kayip

10x

bliylitmede
2'den daha
fazla kilcal

damarlar



Fibril Yapis1

Fibril Diizeni

Cekirdek
Yuvarlakhg:
Hiicresel
Degisiklik
Vaskiilarite
Artis1

Kollajen
Boyanmasinda
Azalma

Hiyalinizasyon

GAG I¢erigi

0

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

1

Hafif
Anormallik
Hafif
Anormallik
Hafif
Anormallik
Hafif
Anormallik
Hafif
Anormallik
Hafif

Anormallik

Hafif
Anormallik
Hafif

Anormallik
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Tablo 6. Movin skorlama sistemi

2

Orta
Anormallik
Orta
Anormallik
Orta
Anormallik
Orta
Anormallik
Orta
Anormallik
Orta

Anormallik

Orta
Anormallik
Orta

Anormallik

3

Belirgin
Anormallik
Belirgin
Anormallik
Belirgin
Anormallik
Belirgin
Anormallik
Belirgin
Anormallik
Belirgin

Anormallik

Belirgin
Anormallik
Belirgin

Anormallik



Tablo 7. Nourissat skorlama sistemi

1 2 3 4

Entezdeki yok Kiimeler Genis Birleskeyi

hiicre miktari halinde alanlarda sarmis
durumda

Entezdeki Tip <% 25 % 25-50 % 50-75 >0 75

2 kollajen

miktar

GAG igerigi Yok Dar alanda Genis alanda Birleskeyi
sarmis
durumda

Kollajenlerin Yok Yamalar Dar alanda Birleskeyi

organizasyonu seklinde sarmis
durumda

Kondrosit Hiicre yok Az sayida Kiimeler Siitunlar

hiicrelerin hiicre halinde hiicre  seklinde

organizasyonu

Fearon ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Bonar Skalasini belirtmislerdir. Bu
skala, tendon dokusunun morfolojik degerlendirilmesi i¢in kullanilan dort parametre
icermektedir. Bu parametrelere gére normal doku yapist 0 puan (¢ok iyi), anormal doku
yapisi ise 12 puan (gok kétii) arasinda degerlendirilmistir.”® (Tablo 5) .

Mafulli ve arkadaslariin ¢alismalarinda belirttikleri Movin skoru skalasi ise sekiz
parametre icermektedir ve bu parametrelere goére normal doku yapist 0 puan (¢ok iyi),
anormal doku yapisi ise 24 puan (¢ok kétii) arasinda degerlendirilmektedir.”” (Tablo 6) .

Nourissat ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismalarda kullanilan entezin
histolojik analizi, yeni bileske dokusunun kalitesini Tip 2 kollajen, glikozaminoglikan
(GAG) igerigi, kollajen ve kondrosit hiicrelerin organizasyonu ile belirlemektedir. Bu
skala, dogal entezis dokusunun kalitesini ¢ift kor c¢alismalarda 16 puan olarak
degerlendirirken, anormal doku yapisi ise 4 puan (¢ok kotii) olarak degerlendirilmistir’

(Tablo 7) .
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3.6. Calismann Istatistiksel Metodu

Verilerin analizinde SPSS 25.0 programi kullanildi. Kategorik dl¢timler say1 ve
yiizde olarak, siirekli dlgtimler ise ortalama ve standart sapma (gereken yerlerde ortanca
ve l.ceyreklik-3.ceyreklik) olarak gosterildi. Gruplar arasinda siirekli Olgiimlerin
karsilagtirilmasinda dagilimlar kontrol edilerek; parametrik dagilim o6n sarti
saglanmadiginda Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplar aras1 parametrik dagilima
sahip siirekli verilerin karsilastirilmasinda ise bagimsiz 6rneklem t testi kullanildi.

[statistiksel 6nem diizeyi 0,05 olarak alind.
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4. BULGULAR

4.1. Calismanin Biyomekanik Sonuclari

Kontrol grubu zamansal olarak incelendiginde:

Maksimum uzama noktast (Elong L.O.P) degeri 4. haftada 1,4 = 0,3 mm,
8.haftada 0,4 + 0,4 mm olacak sekilde azalmis olup kontrol grubunun sadece bu

parametresinin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. (p: 0.001)

Maksimum Uzama Noktasi (mm)

L75F —$— Kontrol Grubu

1.50¢}
1.25}

1.00}

£

£ 0.75F

0.50F

0.25}F

0.00|

4. Hafta 8. Hafta
Hafta

Sekil 21. Kontrol grubunun istatistiksel olarak anlamh sonuglarinin haftalara gore zamansal

karsilastirilmasi

Deney grubu zamansal olarak incelendiginde:

Kopma anindaki uzama (Elong Break) degeri 4. hafta: 5,0 = 1,3 mm, 8.hafta: 18,0
+ 9,0 mm olacak sekilde artmis olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p: 0.008)

Maksimum uzama (Elong Peak) degeri 4. hafta: 2,9 = 1,6 mm, 8.hafta: 9,2 +£ 4,2
mm olacak sekilde artmis olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p: 0.006)

Kopma anindaki gerilim (Strain break) degeri 4. hafta: 25,0 + 6,7% , 8.hafta: 90,1
+ 45,0% olacak sekilde artmis olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p: 0.008)
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Maksimum gerilim (Strain Peak) degeri 4. hafta: 14,3 + 8,0% , 8.hafta: 46,6 +
22,1% olacak sekilde artmis olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p: 0.007)

Kopma Anindaki Uzama (mm) " Maksimum Uzama (mm)

12

20 10

(mm)
=
o)

(mm)

4. Hafta 8. Hafta 4. Hafta 8. Hafta
Hafta Hafta

Kopma Anindaki Gerilim (%) Maksimum Gerilim (%)
70
120 60

100 50

40

(%)

60 30

20

10

4. Hafta 8. Hafta 4. Hafta 8. Hafta
Hafta Hafta

Sekil 22. Deney grubunun istatistiksel olarak anlamh sonuc¢larimin haftalara gore zamansal

karsilastirilmasi

Kontrol ve deney grubu, gruplar arasi karsilastirildiginda:

Maksimum kuvvet (Force Peak) degeri 4. haftada kontrol grubunda 87,0 + 19,8 N
iken, deney grubunda 65,8 £ 14,4 N olup gruplar aras1 fark anlamli bulunmustur. (p:
0.047).

Kopma anindaki uzama (Elong Break) degeri 4. haftada kontrol grubunda 10,5 +
2,4 mm, deney grubunda 5,0 + 1,3 mm olup, gruplar aras1 fark anlamli bulunmustur. (p:
0.001). 8. haftada kontrol grubunda 6,8 + 3,5 mm, deney grubunda 18,0 = 9,0 mm olup
gruplar arasi fark anlamli bulunmustur. (p: 0.016).

Maksimum Uzama (Elong Peak) degeri 8. haftada kontrol grubunda 4,0 + 3,2 mm,
deney grubunda 9,2 + 4,2 mm olup gruplar arasi fark anlamli bulunmustur. (p: 0.031).

Kopma anindaki gerilim (Strain Break) degeri 4. haftada kontrol grubunda 10,6 +
2,4%, deney grubunda 25,0 £ 6,7% olup, gruplar aras1 fark anlamli bulunmustur. (p:
0.001). 8. haftada kontrol grubunda 34,1 + 17,7%, deney grubunda 90,1 + 45,0% olup
gruplar arasi fark anlamli bulunmustur. (p: 0.016)
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Maksimum gerilim (Strain Peak) degeri 4. haftada kontrol grubunda 4,9 + 2,3%,
deney grubunda 14,3 + 8,0% olup, gruplar arasi fark anlamli bulunmustur. (p: 0.020). 8.
haftada kontrol grubunda 20,0 = 16,1%, deney grubunda 46,6 + 22,1% olup gruplar arasi
fark anlamli bulunmustur. (p: 0.033).

Maksimum Kuvvet (N) Kopma Anindaki Uzama (mm)
—4— Kontrol Grubu == Kontrol Grubu
—#— Deney Grubu —#— Deney Grubu
25
100
90 20
z 80 E 15
70
10
60
5
50 1 L L
4. Hafta 4. Hafta 8. Hafta
Hafta Hafta
" Maksimum Uzama (mm) Kopma Anindaki Gerilim (%)
—4— Kontrol Grubu 140 —4— Kontrol Grubu
—4— Deney Grubu —4— Deney Grubu
12 120
10 100
8 80
E =z
6 60
4 40
2 20
8. Hafta 4. Hafta 8. Hafta
Hafta Hafta
Maksimum Gerilim (%)
70 1 —4— Kontrol Grubu
—4— Deney Grubu
60
50
40
g
30
20
10

4, Hafta 8. Hafta
Hafta

Sekil 23. Kontrol ve deney grubunun istatistiksel olarak anlamli sonuglarinin haftalara gore

gruplar arasi karsilastirilmasi
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Tablo 8. Biyomekanik parametrelerin istatistik sonuclari1, Sonuclar ortalamazstandart sapma, medyan(1. ¢eyreklik-3. ceyreklik) olarak ozetlenmistir. p+ 4.
Haftada gruplar arasi karsilastirma, p++ 8. Haftada gruplar arasi karsilastirma. * Mann Whitney U testi uygulanarak elde edilmistir, digerleri bagimsiz

orneklerde t testi uygulanarak elde edilmistir.

Grup

Kontrol Deney
4. hafta 8. hafta p 4. hafta 8. hafta p
Ort+SS Med(C1-C3) Ort+SS Med(C1-C3) Ort+SS Med(C1-C3) Ort+SS Med(C1-C3)

1%

Force Peak 87,0419, 88,3(65,7-104,4) 90,3+41,5 97,0(50,7-1255) 0,865 65,8+144 73,2(49,3-78,8) 8564322 89,6(50,7-120,8) 0,164 0,047 0,821
Elong Break 10,5424  9,4(8,8-12,8) 6,843,5 7,3(4,7-100)  0,132%  5,0+1,3 4,6(4,0-61)  18,049,0  16,1(11,4-220) 0,008 0,001* 0,016

Elong Peak  4,8+2,3 5,7(2,1-6,6) 40432 35(1,359) 0618  29+1,6  32(1238 92442  709(,1-138) 0006 0097 0,031
Strain L.O.P 1,403 1,3(1,1-1,6) 1,8+1,9 1,1(06-18) 0562  64+65  28(1,0-103) 103+17,]  30(12-14,7)  0902* 0,083 0,202*
Strain Break  10,6+2,4  9,4(8,8-12,8)  34,1+17,7 365(23,7-50,1) 0,065* 25,0+6,7 230(20,1-30,6) 90,1450 80,5(57,3-110,1) 0,008 0,001* 0,016
Strain Peak  4,942.3 57(2,167)  20,0+16,1  17,6(6,6-29.4) 0,069 14,3480  158(6,0-18,8) 46,6+22,1 39,5(30,7-69,0) 0,007 0,020 0,033
Force Break  49,5+16,7 48,0(41,1-50,6) 72,5+46,4 69,3(25,6-121,9) 0,294 44,7+159 46,2(30,5-59,7) 46,8+30,0 63,8(159-687) 0,872 0,609 0,253
Elong LOP  14+0,3 1,3(1,1-1,6) 0,4+0,4 02(0,1-04) 0001 13+1,3 050221 2,134 06(0,2-29)  0902* 0,867 0,202*

Force L.O.P  58,6+19,6 55,0(48,6-59,0) 44,3+12,6  43,4(36,0-47,3) 0,132* 42,5+21,6 33,6(25,1-69,5) 43,0+16,3 38,3(27,1-58,7) 0,962 0,181* 0,874




4.2. Cahismamn Histolojik Sonuclar:

Bonar skorlamasia gore; kollajen parametresinde hem 4. hem 8. haftalarda
kontrol ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur (4.
hafta p = 0.041, 8. hafta p = 0.009).

Bonar skorlamasina gore; kontrol ve deney grubunun toplam skorlarinin
karsilastirilmasinda hem 4. hem 8. haftalarda kontrol ve deney gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur. (4. hafta p =0.044, 8. hafta p =0.009)
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Tablo 9. Bonar skoru ve parametrelerin istatistik sonuglari , Sonuglar ortalamazstandart sapma, medyan(1. ceyreklik-3. ceyreklik) olarak 6zetlenmistir. p+

4. Haftada gruplar arasi karsilastirma, p++ 8. Haftada gruplar arasi karsilastirma. * Bagimsiz 6rneklerde t testi uygulanarak elde edilmistir, digerleri Mann

Tenosit

Zemin
Maddesi

Kollajen
Vaskiilarite

Bonar Skoru

Kontrol Grubu

4. hafta
Ortalama + = Ortanca(1.
SS Ceyreklik-3.

Ceyreklik)
23+£0.8 2.5[2.0,3.0]
22+0.8 2.0[2.0,3.0]
22+0.8 2.0[2.0, 3.0]
25+0.6 2.5[2.0,3.0]
92+24 10.0 [8.0,

10.0]

Whitney U testi uygulanarak elde edilmistir.

8. hafta
Ortalama + = Ortanca(l.
SS Ceyreklik-3.

Ceyreklik)
1.8+£0.8 2.0[1.0, 2.0]
1.7£0.5 2.0[1.0,2.0]
22+04 2.0[2.0, 2.0]
1.8+£0.4 2.0[2.0,2.0]
75+1.4 7.5[6.0, 9.0]

p degeri

0,310

0,310

0,937
0,093

0.171*

Deney Grubu
4. hafta 8. hafta

Ortalama + | Ortanca(l. Ortalama + | Ortanca(l.
SS Ceyreklik-3. | SS Ceyreklik-3.

Ceyreklik) Ceyreklik)
1.5+0.6 15[1.0,20] 12+04 1.0[1.0, 1.0]
1.7+0.5 2.0[1.0,2.0] 15406 1.5[1.0, 2.0]
1.2+04 1.0[1.0,1.0] 0.8+0.8 1.0 [0.0, 1.0]
22+0.8 2.0[2.0,3.00] 1.3+05 1.0[1.0, 2.0]
65+1.5 6.5[5.0,7.0] 48+1.5 4.514.0, 6.0]

p degeri

0,394

0,699

0,485
0,093

0,082*

0,093

0,310

0,041
0,485

0,044*

0,132

0,699

0,009
0,180

0,009*



Kontrol ve Deney Gruplarinin 4. Hafta Karsilastiriimasi
12

| mem Kontrol Grubu
mmm Deney Grubu

Ortalama + Standart Sapma

Tenosit Zemin Maddesi Kollajen Vaskdlarite Bonar Skoru

Sekil 24. Bonar Skoru ve Parametrelerinin 4. Hafta Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

Kontrol ve Deney Gruplarinin 8. Hafta Karsilastinimasi 0009
p=0. *

W Kontrol Grubu
B Deney Grubu

p=0.132 p=0.009
p=0.699 b0 599

Ortalama + Standart Sapma

Tenosit Zemin Maddesi Kollajen Vaskularite Bonar Skoru

Sekil 25. Bonar Skoru ve Parametrelerinin 8. Hafta Gruplar Arasi1 Karsilagtirilmasi

Movin skorlamasina goére; kontrol grubu zamansal olarak incelendiginde
vaskiilarite artisi parametresinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. (p =
0.041)

Movin skorlamasina gore; deney grubu zamansal olarak incelendiginde toplam

Movin skorunda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. (p = 0.007)
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Movin skorlamasina gore; kontrol ve deney grubu 4. haftada gruplar aras1 farklilik
yoniinden incelendiginde toplam Movin skorunda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. (p = 0.001)

Movin skorlamasina gore; kontrol ve deney grubu 8. haftada gruplar arasi farklilik
yoniinden incelendiginde toplam Movin skorunda (p = 0.004) ve hyalinizasyon (p =

0.041) parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
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Tablo 10. Movin skoru ve parametrelerin istatistik sonuglari , Sonuglar ortalama+standart sapma, medyan(1. ¢ceyreklik-3. ¢ceyreklik) olarak 6zetlenmistir. p+

4. Haftada gruplar arasi karsilastirma, p++ 8. Haftada gruplar arasi karsilastirma. * Bagimsiz érneklerde t testi uygulanarak elde edilmistir, digerleri Mann

Fibril Yapis1

Fibril Diizeni
Cekirdek
Yuvarlakhg:
Hiicresel
Degisiklik
Vaskiilarite
Artisi

Kollajen
Boyanmasinda
Azalma

Hiyalinizasyon
Gag Icerigi

Movin Skoru

Kontrol Grubu

4. hafta
Ortalama Ortanca(1.
+SS Ceyreklik-3.

Ceyreklik)

2.0 [2.0,
1.8+ 0.4 2.0]

2.0 [2.0,
22+04 | 20]

1.5[1.0,
15+05  2.0]

1.5[1.0,
1.5+05  2.0]

3.0[2.0,
27+05  3.0]

2.0[2.0,
22404  2.0]

1.0 [1.0,
13+£05  2.0]

2.0 [2.0,
22+04 | 20]

15.5[14.0,
153+1.8  16.0]

Whitney U testi uygulanarak elde edilmistir

8. hafta
Ortalama Ortanca(1.
+SS Ceyreklik-3.

Ceyreklik)

2.0[1.0,
17405 | 2.0]

2.0 [2.0,
1.8+04 | 2.0]

1.0 [1.0,
13405 | 2.0]

1.0 [1.0,
13+0.5 | 2.0]

2.0 [2.0,
1.8+04 | 2.0]

2.0[2.0,
18404  2.0]

1.0 [1.0,
1.2+04 1.0]

2.0 [2.0,
20+0.6 | 2.0]

13.5[12.0,
13.0+23 | 15.0]

p degeri

0,699
0,394
0,699
0,699
0,041

0,394

0,699
0,699

0,075*

Deney Grubu
4. hafta 8. hafta
Ortalama Ortanca(1. Ortalama Ortanca(1.
+SS Ceyreklik-3. = £SS Ceyreklik-3.
Ceyreklik) Ceyreklik)
1.3£0.5 1.0[1.0,20] 12+04 1'8][1'0‘
15405  15[10,20] 1204 i&ﬂo'
1.2£04 1.0[1.0,1.0] 0.8+0.4 1'8][1'0‘
1.2+£04 1.0[1.0,1.0] 0.8+0.4 1'8][1'0‘
22+04  20[20,20] 15+0.5 L3 [,
2.0]
1.7£0.5 20[1.0,20] 15+05 L1510,
2.0]
0.8+0.4 1.0[1.0,1.0] 0.3+£0.5 2'8][0'0’
1.5+0.5 15[1.0,2.0] 13405 ;&ﬂQ
11.5[11.0, 8.0 [8.0,
11.3+0.8 12.0] 87+1.8 9.0]

p degeri

0,699
0,394
0,394
0,394
0,093

0,699

0,180
0,699

0,007*

p+

0,180
0,093
0,394
0,394
0,180

0,240

0,240
0,093

0,001*

p++

0,180
0,065
0,240
0,240
0,394

0,394

0,041
0,132

0,004*
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Sekil 26. Movin Skoru ve Parametrelerinin Kontrol Grubunda Zamansal Karsilastirilmas:
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Sekil 27. Movin Skoru ve Parametrelerinin Deney Grubunda Zamansal Karsilastirilmasi
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Ortalama + Standart Sapma

Ortalama + Standart Sapma

16 mmm Deney Grubu
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Sekil 28. Movin Skoru ve Parametrelerinin 4. Hafta Gruplar Arasi Karsilagtirilmasi
Kontrol ve Deney Grubunun 8. Hafta Karsilastirilmasi
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Kontrol ve Deney Grubunun 4. Hafta Karsilastiriimasi
p=0.001 *
s Kontrol Grubu

Sekil 29. Movin Skoru ve Parametrelerinin 8. Hafta Gruplar Arasi Karsilagtirilmasi
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Nourissat skorlama sistemine gore; 4. haftada kontrol ve deney gruplarinin
karsilastirilmasinda bileskedeki hiicre parametresinde anlamli bir fark bulunmustur. (p =
0.026)

Nourissat skorlama sistemine gore; 8. haftada kontrol ve deney gruplarinin

karsilagtirilmasinda kollojen organizasyonu parametresinde anlamli bir fark bulunmustur.

(p =0.015)
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Tablo 11. Nourissat skoru ve parametrelerin istatistik sonuglari, Sonuclar ortalamatstandart sapma, medyan(1. ¢ceyreklik-3. ceyreklik) olarak 6zetlenmistir.

p+ 4. Haftada gruplar arasi karsilastirma, p++ 8. Haftada gruplar arasi karsilastirma. * Bagimsiz érneklerde t testi uygulanarak elde edilmistir, digerleri

Bileskedeki hiicre
GAG icerigi
Kollajen
Organizasyonu
Kondrosit
Organizasyonu

Nourissat Skoru

Mann Whitney U testi uygulanarak elde edilmistir

Kontrol Grubu

4. hafta
Ortalama Ortanca(1.
+SS Ceyreklik-3.

Ceyreklik)
3.0[2.0,
2.7+0.5 3.0]
3.0[3.0,
2.8+0.4 3.0]
2.0[2.0,
23+0.5 3.0]
2.0[2.0,
23+0.5 3.0]
102=12 | 1050100,

11.0]

Ortalama
+SS

22+04

2.5+05

2.0+0.6

27+0.5

93+1.2

8. hafta
Ortanca(1.
Ceyreklik-3.
Ceyreklik)
2.0[2.0,
2.0]
25][2.0,
3.0]
2.0[2.0,
2.0]
3.0[2.0,
3.0]
9.5[8.0,
10.0]

p degeri

0,180
0,394
0,485
0,394

0,253*

4, hafta
Ortalama
+SS

1.7+0.5

23+0.5

2.8+04

2.8+04

9.7+1.0

Deney Grubu

Ortanca(1.
Ceyreklik-3.
Ceyreklik)

2.0[1.0,2.0]
2.0[2.0, 3.0]
3.0[3.0, 3.0]

3.0[3.0,3.0]

10.0 [9.0,
10.0]

8. hafta
Ortalama
+SS

1.5+0.5

22+04

3.0+0.0

3.0+£0.0

9.7+0.8

Ortanca(1.
Ceyreklik-3.
Ceyreklik)
1.5[1.0,
2.0]
2.0[2.0,
2.0]
3.0[3.0,
3.0]
3.0[3.0,
3.0]
9.5[9.0,
10.0]

p degeri

0,699
0,699
0,699
0,699

0,999*

0,026
0,180
0,180
0,180

0,451*

p++

0,093
0,394
0,015
0,394

0,588*



Ortalama + Standart Sapma

Ortalama * Standart Sapma

Kontrol ve Deney Grubunun 4. Hafta Karsilastiriimasi

W Kontrol
B Deney
10+
B -
6 -
4 -
2 -
0 Bileskedeki hiicre GAG Igerigi Kollajen Organizasyonu Kendrosit Organizasyonu Nourissat Skoru
Sekil 30. Nourissat Skoru ve Parametrelerinin 4. Hafta Gruplar Arasi Karsilagtirilmasi
Kontrol ve Deney Grubunun 8. Hafta Karsilastirimasi p = 0.588
s Kontrol
10} B Deney
8 -
sk
4t
At
0

Bileskedeki hiicre GAG icerigi Kollajen Organizasyonu Kondrosit Organizasyonu Nourissat Skoru

Sekil 31. Nourissat Skoru ve Parametrelerinin 8. Hafta Gruplar Aras1 Karsilastirilmasi
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1. Safranin-O Boyama Bulgular:

Sekil 32. Kontrol grubu 4. hafta tendon-kemik birleskesinin histolojik goriiniimii. Nispeten dagimik
sekilde kollajen liflere sahip tendon (T) bolgesi izlenmektedir. Bu bilgede tenositlerde hafif
yuvarlaklasma izlenmektedir. Sag tarafta matiir kemik dokusu (K) ve ossifikasyon alanlari

izlenmekle birlikte, bu bolgede artmis proteoglikan birikimi (*) izlenmektedir. Safranin-O boyama

Bar: 200 pm.
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Sekil 33. Kontrol grubu 8. hafta tendon-kemik birleskesinin histolojik goriiniimii. Diizenli dagilim
gosteren kollajen liflerine sahip tendon (T) bolgesi izlenmektedir. Bu bolgede tenositlerde
yuvarlaklasma cok zayif diizeyde izlenmektedir. Sol yukari bolgede izlenen matiir kemik dokusu
(K) ve ossifikasyon alanlari izlenmekle birlikte, bu bélgede proteoglikan birikimi (*) izlenmektedir.

Safranin-O boyama, Bar: 200 pm.
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Sekil 34. Deney grubu 4. hafta tendon-kemik birleskesinin ( siyah ok basi) histolojik goriiniimii.
Diizenli dagihm gosteren kollajen liflerine sahip tendon (T) bolgesi ve daha periferal alanda
goriilen diizensiz siki bag dokusuna ait kollajen (Kol) lifler izlenmektedir. Bu bolgede tenositlerde
yuvarlaklasma ¢ok hafif diizeyde izlenmektedir. Sag asag1 bolgede izlenen matiir kemik dokusu (K)
ve ossifikasyon alanlari izlenmekle birlikte, bu bolgede hafif diizeyde proteoglikan birikimi (*)

izlenmektedir. Safranin-O boyama, Bar: 200 pm.

58



Sekil 35. Deney grubu 8. hafta tendon-kemik birleskesinin ( siyah ok basi) histolojik gériiniimii.
Oldukca diizenli dagilim gosteren kollajen liflerine sahip tendon (T) bolgesi ve daha periferal
alanda goriilen diizensiz siki bag dokusuna ait kollajen (Kol) lifler izlenmektedir. Bu bolgede

tenositlerde yuvarlaklasma izlenmemektedir. Daha asag1 bolgede izlenen matiir kemik dokusu (K)
ve ossifikasyon alanlari izlenmekle birlikte, bu bolgede minimal diizeyde proteoglikan birikimi (*)

izlenmektedir. Safranin-O boyama, Bar: 200 pm.
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2. Picro-sirius Boyama Bulgular:

Sekil 36. Kontrol grubu 4. haftada tendon kemik bileske bolgesinin histolojik goriiniimii. Tendon
yapisinda (T) hasar bolgesinde olduk¢a dagimik yapiya sahip kollajen liflerin dagilim (*)
izlenmektedir. Matiir kemik dokusu (K) nisoetn normal yapida goriilmektedir. Picro-Sirius

boyama Bar:200 pm.
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Sekil 37. Kontrol grubu 8. haftada tendon kemik bileske bolgesinin histolojik goriiniimii. Tendon

yapisinda (T) hasar bélgesinde daginik yapiya sahip kollajen liflerin dagilim (*) izlenmektedir.
Matiir kemik dokusu (K) ve ossifikasyon alanlar1 normal yapida goriilmektedir. Picro-Sirius

boyama Bar:200 pm.
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Sekil 38. Deney grubu 4. haftada tendon kemik bileske bolgesinin histolojik goriiniimii. Tendon

yapisinda (T) hasar bolgesinde hafif diizeyde daginik yapiya sahip kollajen (Kol) liflerin dagilimi
(*) izlenmektedir. Matiir kemik dokusu (K) ve ossifikasyon alanlar1 normal yapida goriilmektedir.

Picro-Sirius boyama Bar:200 pm.
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Sekil 39. Deney grubu 8. haftada tendon kemik bileske bolgesinin histolojik goriiniimii. Tendon

yapisinda (T) hasar bélgesinde ¢ogunlukla normal yapiya sahip kollajen (Kol) liflerin dagilimi
izlenmektedir. Matiir kemik dokusu (K) ve ossifikasyon alanlar1 normal yapida goriilmektedir.

Picro-Sirius boyama Bar:200 pm.
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5. TARTISMA

Calismamizin biyomekanik verileri gruplar arasinda karsilastirildiginda su
yorumlara ulagilmistir:

Kopma anindaki uzama (Elong Break) degerlerinde 4. ve 8. haftalarda deney
grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli farklar gézlenmistir. Bu farklar, deney grubunda
dokunun daha elastik oldugunu ve daha fazla uzayabildigini géstermektedir.

Maksimum uzama (Elong Peak) degeri 8. haftada kontrol grubunda daha diisiik
iken, bu, deney grubunda iyilesmenin daha iyi ve elastikiyetin artmis oldugunu gosterir.

Asil tendon riiptiirlerinin cerrahi tedavisi sonrasi ultrasonik elastografi metoduyla
elastikiyetlerinin 6l¢iildiigii bir ¢calismada asil tendon tamirleri sonrasinda tendonun
sertliginin arttig1 ancak elastikiyetinin de arttig1 ve bunun klinik fonksiyonel skorlamalar
lizerine anlamli olumlu etki yaptigi saptanmustir.’® Bu c¢aligmayla benzer olarak
calismamizda kopma anindaki uzama ve maksimum uzama degerleri hem deney
grubunun 4. ve 8. haftasinda anlaml olarak artmis bulunmustur hem de gruplar arasi
karsilagtirmada deney grubunun degerleri kontrol grubundan anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur, bu da tendonun riiptiir sonrasi iyilesmesi sirasinda elastikiyetinin arttigini
gostermektedir.

Maksimum kuvvet (Force Peak) degeri 4. haftada kontrol grubunda daha yiiksek
iken, bu durum deney grubunun daha erken donemlerde daha zayif oldugunu ancak
zamanla kuvvet tagima kapasitesinin arttigin1 gostermektedir.

Kopma anindaki gerilim (Strain Break) degeri 4. ve 8. haftalarda deney grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli farklar gézlenmistir. Bu farklar, deney grubunda dokunun
kopma aninda daha fazla gerilim tasiyabildigini gdstermektedir.

Maksimum gerilim (Strain Peak): 4. ve 8. haftalarda deney grubu ile kontrol grubu
arasinda anlamli farklar gézlenmistir. Bu farklar, deney grubunda dokunun daha yiiksek
gerilimleri tolere edebildigini gostermektedir.

Bu veriler literatiirde birebir olarak baska calismalarla karsilastirillamamakla
beraber, benzer tek ornek bir calismada hipoksi ile indiiklenmis mezenkimal kok
hiicrelerin  kullanildigr ve bunlarin tavsanlarda patellar tendon tamiri sonrasinda
etkilerinin arastirildig1 bir arastirmada kopma oOncesi maksimum kuvvet yiiklenmesi

degerlerinin 4. haftada normoksi grubuna gore anlamli 6l¢iide diisiik oldugu, maksimum
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gerilme degerlerinin hipoksi grubunda kontrol grubuna gore anlamli diisiik oldugu,
elastik modiil degerlerinin hipoksi grubunda anlamli olarak daha diisiik oldugu
goriilmiistiir.”® Bu ¢alismanin sonuglaridan olan maksimum kuvvet yiiklenmesi degeri
calismamizin maksimum kuvvet degeri parametresi ile ortiismekte olup 4. haftada kontrol
grubunun maksimum kuvvet degerleri deney grubundan anlamli olarak diisiiktiir ve
bahsedilen calisma ile benzer sonu¢ bulunmustur. Bahsedilen ¢aligmadaki maksimum
gerilme degeri parametresi c¢alismamizdaki maksimum gerilim degerine benzer
oldugundan birlikte yorumlanabilir ancak ¢aligmamizda maksimum gerilim degerlerimiz
4. ve 8. haftalarda deney grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Yine elastik
modiiliis parametresi ¢alismamizdaki maksimum uzama ve kopma anindaki uzama
parametrelerine benzemekte olup, karsilastirildiginda deney grubunda elastikiyetin arttigi
her iki ¢alismada da anlamli olarak bulunmustur.

Calismamizin histolojik verileri gruplar arasinda karsilastirildiginda su yorumlara
ulasilmistir:

Bonar skorlamasina gore; kollajen parametresinde (4. hafta p = 0.041, 8. hafta p
= 0.009) ve toplam Bonar skorunda (4. hafta p =0.044, 8. hafta p = 0.009) hem 4. hem 8.
haftalarda kontrol ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
bulunmustur. Bu sonuglar, deney grubunun tendon dokusundaki kollajen ve genel
histolojik yapinin, kontrol grubuna kiyasla hem 4. hem de 8. haftalarda 6nemli 6l¢iide iyi
yonde farkli oldugunu gostermektedir. Aralikli hipoksik deneysel miidahalenin tendon
dokusu tizerindeki etkisi zamanla artmig ve belirginlesmistir, bu da 8. hafta verilerinde
daha diisiik p-degerleriyle kendini gdstermistir. Ratlarin supraspinatus tendonlari
lizerinde yapilan benzer bir ¢alismada Larsen ve ark. toplamda 2 hafta olan daha kisa bir
gbzlem siiresi, gece glindiiz birer saat olmak iizere toplamda iki saat olacak sekilde daha
az bir hipoksi maruziyeti ve %13.5 oksijen seviyesinde olmak iizere daha yiiksek bir
oksijen seviyesi ile genel histolojik iyilesmenin iyi oldugunu belirtmis ancak
yontemlerine ulasilamamustir.8

Movin skorlamasina gore; kontrol grubu zamansal olarak incelendiginde
vaskiilarite artisi parametresinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. (p =
0.041) Bu sonuglar, kontrol grubundaki tendon dokusunun vaskiilarite artisinin zamanla

arttigin1 gostermistir. Daha Once bahsedilen Larsen ve ark. yaptigi calismada sistemik

65



eritropoetin hormon seviyelerinin arttig1 gosterilmistir.®! Bizim ¢alismamizda ortaya
¢ikan vaskiilarite artis1 da bu ¢alismayla ortiismiis ve hipotezimizi desteklemistir.

Movin skorlamasina gore; deney grubu zamansal olarak incelendiginde toplam
Movin skorunda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. (p = 0.007) Deney
grubundaki bu anlamli azalig yoniindeki fark, bize aralikli hipoksi uygulamasinin olumlu
etkisininin zamanla devam ettigini gostermistir.

Movin skorlamasina gore; kontrol ve deney grubu 4. haftada gruplar aras1 farklilik
yoniinden incelendiginde toplam Movin skorunda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. (p = 0.001) Deney grubundaki bu anlamli azalis yoniindeki fark, bize
aralikli hipoksi uygulamasiin olumlu etkisininin heniiz 4. haftada basladigini toplam
skor lizerinden gostermistir.

Movin skorlamasina gore; kontrol ve deney grubu 8. haftada gruplar arasi farklilik
yoniinden incelendiginde toplam Movin skorunda (p = 0.004) ve hyalinizasyon (p =
0.041) parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Bu, aralikli
hipoksinin uzun vadede tendon sagligini, kontrol grubuna kiyasla belirgin bir sekilde
tyilestirdigini gOstermektedir. Ayrica hyalinizasyonun anlamli azalmasi da deney
grubunda tendon patolojisinin kontrol grubuna gore daha az oldugunu veya daha iyi bir
tyilesme siireci yasandigini gostermektedir.

Nourissat skorlama sistemine gore; 4. haftada kontrol ve deney gruplarinin
karsilastirilmasinda bileskedeki hiicre parametresinde anlamli bir fark bulunmustur. (p =
0.026) Bileskedeki tenosit hiicrelerinin deney grubunda daha fazla olmasi, yani
bileskedeki hiicre parametresinin skorunun azalma ydniindeki bu anlaml fark aralikli
hipoksinin bileskede tenosit sayisini arttirarak etki yarattigim1 géstermektedir. Zhang ve
ark. insan kok hiicre kiiltiirleri ile yaptig1 bir ¢aligmada %35 oksijen seviyesinde hiicrelerin
kok hiicre 6zelliklerini daha kontrol grubuna gore daha iyi korundugu gosterilmis ve kok
hiicre belirtelerinin daha fazla arttig1 ayrica tendon benzeri yapilarin daha fazla olustugu
gosterilmistir.82 Bu, bize bileskedeki tenosit sayisinin artisinin benzer sekilde kok
hiicrelerin aktivasyonuna bagl gergeklesmis olabilecegisi diistindiirmektedir.

Nourissat skorlama sistemine gore; 8. haftada kontrol ve deney gruplarinin
karsilastirilmasinda kollojen organizasyonu parametresinde anlamli bir fark bulunmustur.
(p = 0.015) Kollojen organizasyonu parametresinin skorundaki azalma yoniindeki bu

anlaml fark, aralikli hipoksinin bileskede kollojen liflerinin daha diizenli ve paralel
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olmasmi sagladigimi gosterir. Campillo ve ark. hiicre kiiltiirlerinde degisken oksijen
seviyelerinde yaptig1 bir ¢alismada endotelyal yara iyilesmesine bakilmis ve aralikli
hipoksinin bu iyilesmede etkin oldugu gosterilmistir.®® Yara iyilesmesinde kollojen
olusumu anahtar bir rol oynadigindan, bizim ¢alismamizda da kollojen organizasyonunun
deney grubunda artmis olmasi aralikli hipoksinin olumlu bir etkisi olarak yorumlanmastir.

Literatiirde aralikli hipoksinin kemik-tendon bileskesi iizerine etkileri histolojik
diizeyde iyi incelenmemis olup bu skorlamalari karsilastirabilecegimiz bir makale veya
veri bulunmamaktadir. Calisma bu yonden mevcut literatiire teorik bir katki sunmaktadir.
Heniiz insan ¢aligmalart i¢in bu tarz lokal uygulanabilecek aralikli hipoksi uygulamasi
metodu olmadigindan, ¢alismamiz pratik yonden bir katki sunamamaktadir. Ancak
aralikli hipoksi uygulamasina en yakin klinik durumlarin bulunup kii¢iik hasta gruplari
ile bu c¢aligmalarin yapilmast durumunda, hayvan calismamizla karsilikli olarak
degerlendirilebilinir.

Calismamizin zayif yonlerinden biri normobarik aralikli hipoksi uygulamasi
manuel olarak uygulanmistir, bu uygulamanin otomatize sistemlerle daha uygun ve
oksijen seviyelerinin minimum dalgalanmasi saglanarak daha dogru sonuglara ulagmasi
miimkiindiir. Ayrica biyomekanik testler Testometric(M500-50CT, Ingiltere) cihaz ile
yapilmis olup bu cihaza numunelerin konulmasi ve bileskenin koparilmaya calisilmasi
sirasinda aksakliklar yasanmistir. Kemik-tendon bileskesinin her numunede tam olarak
kopmasini saglayabilecek ve daha dogru veri setlerine ulagsmay1 saglayacak baska bir
cihaz kullanma imkanimiz olmamasi nedeniyle bu durum calismada zayiflik
olusturmustur. Immiinhistokimyasal belirteglerin kullanilmamasi da bu ¢alismanin baska
zayif bir yontdiir.

Bu ¢aligsmada deney hayvanlari labaratuvarimizin erkek hayvan iiretiminde olusan
agir1 talep nedeniyle disi hayvanlar kullanilmustir. Literatiirde hayvan deneylerinde erkek
hayvanlar tercih edilmekte ve bu durum standart bir uygulama olarak kabul gérmektedir.
Bu ¢alismada disi hayvanlarin kullanilmasi, ¢alismanin sonuglarinin cinsiyetler arasi
biyolojik  farkliliklar  nedeniyle literatiirdeki diger calismalarla  dogrudan
karsilagtirilabilirligini sinirlamaktadir. Disi hayvanlarin hormonal dongiileri ve doku
tyilesme stiregleri farkli olabilece§inden, bu ¢alismanin bulgular1 yalnizca disi hayvan
poplilasyonunu yansitmaktadir. Bu durum, sonuglarin genellenebilirligi agisindan bir

zay1flik teskil edebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda biyomekanik olarak normobarik aralikli hipoksinin, kemik-tendon
bileskesi iyilesmesi sirasinda; tendonun elastikiyetini arttirdigi, kuvvet tasima
kapasitesini arttirdig1 ve daha fazla gerilim tasimasini sagladigi saptanmustir.

Calismamizda histolojik olarak Bonar ve Movin skorlama sistemi toplam skoruna
gore normobarik aralikli hipoksinin kemik-tendon bileskesi iyilesmesini arttirdigi
saptanmistir.

Calismamizda, hayvan deneyi modelinde normobarik aralikli hipoksinin kemik-
tendon bileskesi iyilesmesi {izerine olumlu etkileri gosterilmis olsa da bu etkilerin klinik
insan deneyleriyle ve farkli hipoksi siireleri veya oksijen seviyeleri ile deneysel
calismalarda arastirilmasi faydali olacaktir.

Calismamiz, gelecekte lokal hipoksi uygulamasi gerceklestirebilecek cihazlarin

tasarlanmasinda uygun bir bilimsel dayanak olacaktir.
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