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OZET

Amac: Hasarlanan tendonun tam anlamiyla iyilesmesini saglamak ve sahip oldugu
fonksiyonelligini gelistirmek gerekmektedir. Calismamizi agil tendonu hasarmnmn
iyilesmesine kitosan ve terapotik ultrasonun zamana bagli etkisini incelemek amaciyla
planladik. Tendon iyilesmesini ve siirecini farkli gruplarda farkli zaman araliklartyla
kendi aralarinda karsilagtirarak en etkili tedavi yOnteminin  belirlenmesi

amaglanmaktadir.

Yontem: Wistar albino, Rattus norvegicus tiirii yetiskin erkek ratlar (250-270 gr), 5
gruba ayrildi (n= 156). Grup I: Kontrol (n=12) higbir islem uygulanmazken, Grup II:
Hasar (n=36) grubuna ait deneklerin sag asil tendonlar1 cerrahi olarak orta hattan
kesilerek hasar olusumu saglandi ve Kessler yontemi ile dikildi. Grup III:Kitosan (n=36)
grubuna Kessler yontemi sonrasi kitosan soliisyonu uygulandi. Grup IV:Ultrason (n=36)
grubuna Kessler yontemi sonrasi terapotik ultrason uygulandi (haftanin 5 giinii 5 dakika
siire ile 1 Mhz frekansli 1 watt/cm®). Grup V:Ultrason+Kitosan (n=36) grubuna Kessler
yontemi sonrasi hem kitosansoliisyonu hem de terapotik ultrason uygulandi (haftanin 5
giinii 5 dakika siire ile 1 Mhz frekansli 1 watt/cm®). Yapilan deneylerle tenascin-C ve tip

3 kollajen ekspresyonuna etkisine arastirildi.

Bulgular: Tedavi uygulanan tiim gruplar igerisinde kontrol grubuna en yakin
morfolojideki kollajen lifleri 6 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
gruptaki deneklerde gozlemledik. Okromatik yapida niikleusa sahip tenosit sayisinda
artisin daha fazla, diizensiz yapida olan kollajen liflerin daha diizenli, sayica oldukca

fazla ve etraflarinin ¢ok daha piiriizsiiz oldugu elde edilen bulgularla desteklenmistir.

Sonu¢: Tim gruplarin fonksiyonel ve histolojik degerlendirilmeleri elde edildikten
sonra, tendon iyilesme siireci gdz Oniine alinarak hem Kitosan hem de terapétik ultrason

uygulanan yontemin daha etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Asil tendonu, kitosan, terapotik ultrason, kollajen



ABSTRACT

Objective: It is necessary to ensure that the damaged tendon is fully healed and to
improve its functionality. We have planned our study to investigate the time-dependent
effect of chitosan and therapeutic ultrasound on healing of Achilles tendon damage. It is
aimed to determine the most effective treatment method by comparing tendon healing

and process in different groups at different time intervals.

Method: Wistar albino, Rattus norvegicus adult male rats (250-270 g) were divided into
5 groups (n = 156).Group I: Control (n = 12) No operation was performed. Group II:
Damage (n = 36): Right Achilles tendons of the subjects were surgically cut from the
midline to prevent damage and were planted with Kessler method. Group Il1: Chitosan
(n = 36): Chitosan solution was applied by Kessler method. Group IV: Ultrasound (n =
36): Therapeutic ultrasound was performed after the Kessler method (1 watt / cm2 at 1
Mhz frequency for 5 minutes per week). Group V: Ultrasound + Chitosan (n = 36): After
the Kessler method, both chitosan solution and therapeutic ultrasound were applied (1
watt / cm2 with 1 Mhz frequency for 5 minutes per week for 5 minutes). The effects of

tenascin-C and type 3 collagen expression were investigated.

Results: Among all the groups treated, we observed collagen fibers in the morphology
closest to the control group in both the ultrasound and chitosan group for 6 weeks. The
increase in the number of tenocytes with echromatic structure of the nucleus was
supported by the findings that the collagen fibers with irregular structure were more

regular, more numerous in number and their surroundings were much smoother.

Conclusion: After obtaining functional and histological evaluations of all groups, both
chitosan and therapeutic ultrasound methods were found to be more effective by

considering the tendon healing process.

Key words: Achilles tendon, chitosan, therapeutic ultrasound, collagen
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1. GIRIS

Asil tendonu, in vivo streslerle karsilasmasi diger tendonlara gore daha yiiksek olan bir
tendondur. Bu nedenle ¢ok fazla travmaya ugrar ve riiptiire olur ( Khan ve ark., 2005).
Karsilagilan tendon yaralanmalar1 akut ya da kronik, intrinsik ya da ekstrinsik sebeplerle
ortaya cikabilir. Asil tendonuna ani yiikk bindirilip aniden yiikiin kalktig1 durumlarda,
ozellikle spor aktivitelerinde tendon yaralanmasi ile karsilasilmaktadir. Yiiksek bir
yerden atlanmasi sonucunda ayagin sertce dorsifleksiyona zorlanmasi ile de meydana
gelebilir. Muskulotendinéz bileskede yer alan koruyucu inhibitér yolagm fonksiyon
bozuklugu da tendon yaralanmasima sebep olabilmektedir. (Khan ve ark., 2005; Sharma
ve Maffulli, 2005). Literatiirde yer alan bazi kadavra ¢alismalarinda, kalkaneal yapigsma
kisminm 3-6 cm iistiinde yer alan bolgede intravaskiiler voliimiin azalmasimnin, tendonda
spontan riiptiire neden olabilecegi gosterilmistir (Tatari ve ark., 2005). Tendon
tyilesmesi ile ilgili bir¢ok caligma yapilmasma ragmen mekanizmasi hala tam olarak
bilinmemektedir. Yeni kollajen iiretimi ve tendon iyilesmesinde goriilen tenosit, tendon
icindeki ve disindaki hiicre veya fibroblastlardan hangisinin hangi oranda sorumlu
oldugu arastirilmaktadir (Hyman ve Rodeo, 2000; Kader ve ark., 2002). Literatiirde yer
alan son ¢aligmalara gore, tendon iyilesmesini hizlandirmak i¢in yeni tedavi yontemleri
arastirtlmaktadir. Hyaluronik asit, nitrik oksit, gen terapisi, sklerozan madde
enjeksiyonu, insan amniotik sivisi, sitokin ve biiyiime faktorleri, mezensimal kok
hiicreler ile doku miihendisligi uygulamalari, heparin, insan amniyotik membrani ve
aprotinin bunlardan birkagidir (Ghahary ve ark., 1993; Young ve ark., 1998; Kurtz ve
ark., 1999; Alfredson ve Lorentzon, 2000; Sharma ve Maffulli, 2005).

Tendon iyilesmesini hizlandirmak i¢in yeni tedavi yOntemleri arastirilmaktadir ve
bunlardan birisi de kitosan adli maddedir. Kitosan ¢ok etkili bir absorbent olarak
tanimlanmaktadir. En belirgin ozellikleri antimikrobiyal ve antioksidan olmasidir.
Literatiirde, tendon tedavisi amaciyla kitosanmn kullanildig1 arastirmalar yeterli sayida
degildir. Kitosan, yara iyilesmesi prosesinde; polimorfoniikleer hiicre (PMN) ve
makrofajlarin aktivasyonu, fibroblast aktivasyonu, sitokin {retimi, dev hiicre

migrasyonu ve Kkollajen sentezinin stimiilasyonu gibi asamalarda Onemli rol



oynamaktadir. Ayrica, mikroorganizmalara kars1 koruyucu etki gdstermekte ve doku

olusumunu simiile etmektedir (Usami ve ark., 1998).

Terapotik ultrason konservatif tedavinin en dnemli modellerinden biri olarak gosterilip
tendon tedavi arastirmalarinda yer almistir. Tendona uygulanan ultrason tedavisi
sonrasinda tendondaki kollajen konsantrasyonu, kollajen fibrillerin biiylikligi ve
yogunluklarmm arttigi yoniinde g¢alismalar yer almaktadir (Frieder ve ark., 1988;
McWhorter ve ark., 1991; Ng ve ark., 2003).

Bir tendon, temel olarak yumusak doku ile ayni sekilde iyilesir; enflamasyon (1-7 giin),
proliferatif (7-21 giin) ve yeniden yapilanma (3 hafta- 1lyil) evrelerinden geger.
Tendonlar, yapilarindaki kollajenlerin olgunlasma ve yeniden sekillenmelerine ragmen,
biyokimyasal ve metabolik olarak kemik ve kasa gore daha az aktiftir (Leadbetter,
1992). Fibroblastlar proliferatif fazda kollajen tip III'Gii sentezler. Bu, yavas yavas
gerilme kuvveti artan artigla 12-14. Giinlerden itibaren kollajen tip I ile degistirilecektir
(Jozsa, 1997). Ameliyattan 15 giin sonra tendondaki iyilesme yaklasik olarak; gerilme
kuvvetinin % 48’1, enerji emiliminin % 30'u, ¢ekme geriliminin % 20’s1 geri kazanilir.
Iyilesen tendonlar, normal tendonlarm kollajenlerinin % 80'ine ve kollajen capraz
baglarinm  (hidroksipiridinyum) % 60'ma sahiptir. Iyilesen tendonlar saglam
tendonlardan daha fazla ¢oziiniir kollajen igerir ve olgunlasan kollajen rezorpsiyonu,
saglam tendonlara kiyasla daha fazladir (Reddy ve ark., 1999). Tendon hasarindan
sonraki iyilesme stireci, diisiik oksijen tiiketimi, yapisal proteinin yavas sentezi ve asiri
yiik gibi bir¢ok faktérden dolay1 yavastir (Vailas ve ark., 1978). Bu ¢alismanin amaci
asil tendonu hasar1 olusturulan rat modelinde kitosan ve terap6tik ultrasonun fonksiyonel
diizey ve histolojik degisikliklere olan etkilerini zamana bagl olarak arastirmak ve

uygun tedavi yontemini belirleyebilmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tendon

2.1.1. Tendon Yapisi

Tendon kaslar1 kemige baglayan ve kuvvet iletmeye yarayan tek eksenli bir bag
dokusudir. Tendonlar, fiber olarak organize edilmis yiiksek derecede hizalanmis kollajen
fibrillerinden olusur. Lifler tendon fibroblastlari ile birlikte fasikiiller halinde diizenlenir
ve fasikiiller bir tendon olusturmak icin bag dokusu kiliflar1 ile birbirine baglanir.
Tendon, tendonun uzun eksenine paralel uzanan kollajen molekiilleri, fibriller, lif
demetleri, fasikiiller ve tendon {iinitelerinden olusan ¢ok birimli hiyerarsik bir yapiya
sahiptir (Sekil 2.1) (Wang, 2006). Bu hiyerarsik yap1, tendonun mekanik yeterliligine
katkida bulunur (Kastelic ve ark., 1978; Birk ve Trelstad, 1986; Birk ve Mayne, 1997).

Kolajen Kolajen Kolajen Birinil lif ikincil lif Ugtinciil lif Tendon
molekiilii fibril lifi demeti demeti demeti birimi
(alt lif) (fasikil)

al
a2

N
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Fibroblast
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-
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1nm 100 nm 1-20 um 20-200 um ’ 500 um

Sekil 2.1. Tendonun hiyerarsik yapisinin sematik gosterimi. (Wang, 2006).



Fibroelastik bir dokuya sahip olan tendonlar parlak ve beyaz renklidir. Tendonlar yap1
olarak ¢esitlilik gosterirler; yuvarlagims: kordonlar, bantlar veya diiz seritler seklinde
yerlesim gosterirler (Benjamin, 1995). Hiicre dist matris ag1 iginde tenoblastlar ve
tenositler yer alir. Bu yapilar tendonlarm yapisini olusturan hiicresel elemanlarin
yaklastk % 90-95'ini olusturur. Olgunlasmamis tendon hiicrelerine tenoblast
denmektedir. Uzayan ve olgunlasan tenoblastlar ise tenositlere doniisiir. Tenositler ve
tenoblastlar, tendonun uzun ekseni boyunca kollajen lifleri arasinda bulunur (Kannus ve
ark., 2000). Tendonlarin hiicresel elemanlarmm geriye kalan % 5-10'u ise baglanti
bolgelerindeki kondrositler, tendon kilifinin sinovyal hiicreleri, kapiller endotelyal
hiicreler ve arteriollerin diiz kas hiicreleri tarafindan olusur. Tenositler enerji kaynagi
olarak, anaerobik glikoliz, pentoz fosfat, acrobik Krebs dongiisiinii kullanarak kollajen
ve hiicre-dis1 matris aginin diger tiim bilesenlerini sentezlerler (Jozsa ve ark., 1979;
Kvist ve ark., 1987; M O'brien, 1997). Artan yasla birlikte metabolik yollar aerobikten
daha ¢ok anaerobik enerji iiretimine gegmektedir (Kannus ve Jozsa, 1991). Tendon ve
ligamentlerin oksijen tiikketimi iskelet kaslarina gore yaklasik 7,5 kat daha azdir (Vailas
ve ark., 1978). Tendonlarin kuru kitlesinin % 65-80’1 kollajen tip I, yaklasik % 2'sini ise
elastin olusturur (M O'brien, 1997).

Kollajen ve tenositleri c¢evreleyen hiicre dis1 matriks agmin temel maddesi
proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar, glikoproteinler ve diger birkag kiigiik molekiilden
olusmaktadir (Kannus ve ark., 2000). Giiglii bir hidrofilik olan proteoglikanlar, suda
¢Oziinlir molekiillerin hizli yayilmasmi ve hiicrelerin gogiinii saglar. Fibronektin ve
trombospondin gibi yapiskan glikoproteinler tendonda tamir ve rejenerasyon siireglerine
katilirlar (Jozsa ve ark., 1991).Tendonun hiicre dis1 matriks aginin bir baska 6nemli
bileseni olan Tenascin-C, tendonda, osteoendinéz ve miyotendinéz yapilarda yogun
miktarda bulunur (Riley ve ark., 1996; Kannus ve ark., 1998). Tendonda kollajen
fibrillogenezi, olgun kollajen fibrillerinin dokuya 6zel bir yap1 ve islev ile birlesmesiyle
sonuglanir (Birk ve Trelstad, 1986; Zhang ve ark., 2005). Tendon gelisimi sirasinda,
fibrilogenezde en az ii¢ farkli adim vardir. ik adimda, kolajen molekiilleri,
olgunlagsmamis fibril ara iirlinlerini olusturmak icin fibroblast yiizeyi ile yakin iliski
icinde hiicre dis1 bir sekilde toplanir. Bu adim, asagidakileri iceren bir dizi noktadan

etkilenebilir: salgilama igin paketleme sirasinda, hiicre dis1 uzaya vektorel sekresyon,

4



prokollajen isleme, heterotipik kollajen etkilesimleri ve diger molekiiler etkilesimler.
Biitiin bu faktdrler fibril ara maddesinin ¢ekirdeklenmesini ve biiylimesini etkileyebilir.
Ikinci asamada, lineer fibril biiyiimesi, dnceden olusturulmus fibril ara iiriinleri, olgun,
mekanik olarak fonksiyonel fibrillerle tutarli daha uzun fibriller olusturmak i¢in ugtan
uca birlestirir. Ara bilesiklerden elde edilen bu dogrusal biiylime, spesifik gelisim
asamalarinda fibril ara maddesinin uglarinda bdlgesel bir degisiklik oldugunu
gostermektedir. Uciincii asamada, lateral fibril biiyiimesi, fibriller genis ¢apl fibrilleri
olusturmak i¢in lateral olarak birlesir. Bu lateral bliylime basamagi, lineer biiylime ile
birlestiginde, olgun tendonun uzun, genis capli fibrilleri olusturur. Dokuya 0zgii
fibrillogenesis, her adimin bagimsiz diizenlenmesini igerecektir. Tendon fibrilleri fibril
iliskili proteoglikanlarin yani sira fibril iliskili kollajenler ile etkilesime giren iki veya
daha fazla farkli fibril olusturan kollajenlerden bir araya getirilen heteropolimerik
yapilardir. Bu kombinasyonlar tarif edilmistir ve fibrillogenesis ve matris montajinin
diizenlenmesinde rol oynar (Zhang ve ark., 2005). Tendon, kantitatif olarak kii¢iik
miktarlarda tip III ve V kollajenli tip I kollajen'den olusur. D-periyodik fibrilleri,
agirhikli olarak degisen miktarlarda kolajen tip V ve 111 olan tip | kollajenlerdir (Birk ve
ark., 1990) Kollajen tipleri XII ve XIV, tendon gelisimi sirasinda farkli ekspresyon
modellerine sahiptir. Bu kollajenler, ¢izgili kollajen fibrillerinin yilizeyinde bulunur.
Fibril iligkili dogalar1 nedeniyle, bu makromolekiiller hem fibril olusumunun
diizenlenmesinde hem de dokuya spesifik hiicre dis1 matrislerin montaj1 i¢in gerekli
fibriller arasindaki etkilesimin (modiiller) modifiye edilmesinde rol oynayabilir (Young

ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2003).

Ek olarak, 16sin bakimindan zengin tekrar eden proteoglikan / glikoprotein ailesi tiyeleri,
tendon fibrilleri ile iliskilidir (Kastelic ve ark., 1978; lozzo, 1999). Kollajen fibrilleri ile
bu proteoglikan / glikoprotein ailesinin iiyeleri arasindaki etkilesimler, fibrilogenezin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir Fibriller ve onlarmm ¢evresindeki molekiiller

arasindaki etkilesimler de tendon mekaniginde 6nemli bir rol oynar (Pogany ve Vogel,
1992; Rada ve ark., 1993; lozzo, 1999).



2.1.2. Extraseliiler Kompartmanlar

Tendondaki fibrillogenesis, fibroblastlar tarafindan tanimlanan bir dizi ekstraseliiler
bolmede ortaya c¢ikar (Birk ve Trelstad, 1986; Birk ve Zycband, 1993, 1994). Bu
bdlmeler hiicrenin etki alanini hiicre dis1 alana uzatir. Birinci boliimlendirme seviyesi,
tek veya bazen kiiglik fibril gruplar1 igeren bir dizi dar kanaldan olusur. Dar kanallar
siklikla sitoplazma icinde derinlesir ve Golgi bolgesi ile iligkili bir periniikleer
pozisyondadir. Bu ilk ekstraseliiler bolme, kollajen iceren plazma bosluklar ile birlikte,
tandemde bulunan salgi bosluklar1 seklinde olusur. Bu ilk bolmede, fibriller igine ilk
montaj olugur. Hiicre dis1 boliimlendirmenin ikinci seviyesi, hiicre yiizeyi ile yakin iligki
icinde gruplandirilmis fibrillerden olusur. Bu boliimler tek bir fibroblast veya bazen
bitisik fibroblastlar tarafindan tanimlanir. Tendon daha da olgunlastik¢a tiglincii bir
bolimlendirme seviyesi vardwr. Bu boliimler, iki ile ¢ bitisik fibroblastin
yerlestirilmesiyle tanimlanir. Lif olusturucu bdlmeler, doku olgunlastikca yanal olarak
toplanir ve araya giren sitoplazma geri cekilir. Son bdlmede, lifler ve lifler iginde
olgunlasan lifler tendon karakteristigine sahip biiyiik lifler olusturmak i¢in birlesir. Bu
hiyerarsik boliimlendirme fibroblastin adim adim fibril olusumu ve matriks diizenegi

tizerinde kontrol saglar (Birk ve ark., 1990; Pins ve ark., 1997).

2.2. Asil Tendonu’nun Anatomisi

Asil tendonu viicuttaki en giiclii ve en biiyiik tendondur. Gastroknemius ile soleus
kaslarinin yapisik tendonudur ve plantarisin de kiigiik bir katkis1 olmaktadir (Sekil 2.2.)
( O'Brien, 2005).

Sekil 2.2. Kadavra Asil tendon diseksyonu



2.2.1. Musculus Gastroknemius

Gastroknemius en ylizeyel kastir (Sekil 2.2.). Fusiform bir kas olup, popliteal fossanin
alt smirmi olusturur. Gastroknemius’un medial bas1 medial femoral kondilin tizerinden,
medial suprakondiler hattin arkasindaki femurun popliteal yiizeyinden ve adduktor
tiiberkiilden baglar. Lateral basindan daha biiyiik ve daha uzundur. Lateral bas ise,
femoral kondilin lateral ylizeyinin arka kismindan ve kondilin iizerindeki linea asperanin
lateral dudagmin belli bir kismindan baglar. Medial basin derinindeki bursa, diz eklemi
ile iletisim kurar ve Baker'm kistlerine karisabilir. Gastrokinemiusun soleus ile ilgili
derin ylizeyi tendonludur. kas karmlarina buzagi ortasina uzanan ve gastroknemius iki
karinlar1 araya gelip, onlar anterior veya kas derin yonii {izerinde aponeurosis ile siirekli
olan bir tendon rafe olustururlar. Bu, Asil tendonu olusturmak i¢in soleus tendonunu

birlestirir (Standring, 2015).

2.2.2. Musculus Soleus

Soleus kasi gastroknemiustan daha genistir ve kas lifleri gastroknemiusunkinden daha
distale uzanir. Fibula ve tibia arasindaki fibroz arktan ve tibianin medial sinirinin orta
ticte birlik kismindan, fibula arka yiiziiniin st yliz arka yiizeyinden baslar (Sekil 2.2.).
Popliteal damarlar ve tibial sinir fibroz arkin altindan geger. Miskiiler lifler
gastroknemiusun  aponevrosunun anteriorunda yer alan soleusun posterior
aponevrozunda son bulur. Kaslarin aponorotik lifleri, birlesmeden oOnce degisken
mesafelerde birbirine paralel uzanirlar (O'Brien, 2005). Soleus gastroknemius ile
birleserek Asil tendonu en derin kismini olusturur. Soleusun tendon kismi genellikle
Asil tendonuna katkida bulunan tendonlarin en biiyiigiidiir ve temel plantar fleksérde
gorev alir (Kvist, 1994). Soleus postural bir kastir ve ayakta dururken viicudu dik tutar.
Yercekimi merkezi diz ekleminin hareket ekseninin 6niinden gegerken, soleus, viicudun
ayak bileginin 6ne egilimine kars1 koyar. Sadece ayak bilegi ekleminde etki eder (Snow
ve ark., 1995; Romanelli ve ark., 2000).

2.2.3. Musculus Plantaris
Plantaris kasi degisken bir boyuta sahiptir ve bireylerin % 6 ile % 8'inde yoktur.
Femurun lateral femoral kondilin {izerindeki popliteal yilizeyinden baslar. Plantaris kast

5-10 cm uzunlugunda olup genellikle gastroknemius ve soleus arasinda uzun bir tendon



ile distale uzanir. Tendonu, asil tendonunun 6niinde medial smirna yerlesir ve tendon
grefti olarak kullanilabilir (Sekil 2.2.) ( O'Brien, 2005).

2.3.Asil Tendonu

Asil tendonu yaklasik olarak 15 cm uzunlugunda olup gastrocnemius ve soleusun
musculotendindz kavsagindan baslar (Sekil 2.2.). Soleusun tendindz kismi 3-11 cm,
gastroknemiusun tendindz kismi 11-16 cm'ye kadar degisir (Cummins ve Anson, 1946).
Asil tendonu yuvarlak bir iist kisma sahiptir ve distal 4 cm'lik kismi nispeten diizdiir
(Komi, 1990). Asil tendonu liflerine ait diizenleme, tendon uzamasini arttirir ve tendon
icinde depolanan enerjinin hareket sirasinda serbest kalmasina yardimei olur ( Maffulli
ve ark., 1987, 1998). Sinovyal kilifi olan ayak bilegi etrafindaki diger tendonlarin
aksine, Asil tendonu iki katmandan olusan paratenon ile sarilidir, epitenon ile dogrudan
temas halindedir ve iizerinde mezotenona ait olan yiizeysel bir tabaka bulunur.
Tendonun arka yiizii fasya kruris ile sarili durumdadir ( Kvist ve Kvist, 1980; Maffulli
ve Benazzo, 2000).

2.3.1. Asil Tendonu’nun Beslenmesi

Tendonlarn arteriyel beslenmesi degiskendir. Genellikle kas-tendon birlesimi, tendonun
boyunca ve tendon-kemik birlesimi olmak iizere ii¢ bdlgeye ayrilir. Beslenmenin en
yogun olan kismi1 tendonun uzunlugunu seyreden arterlerden saglanir. Asil tendonundaki
en diisik damarlanma alani, tendonun insersiyosundan yaklasik 2 cm ile 6 cm
yukaridadir(Astroom ve Westlin, 1994; Ahmed ve ark., 1998; Zantop ve ark., 2003).
Kas-tendon birlesiminin arteriyel beslenmesi ¢evre dokulardaki yiizeysel damarlar
tarafindan saglanir. Buradaki kapiller damarlar arasinda anastomoz yoktur. Tendonun
orta kisminin esas arteriyel beslenmesi paratenon yoluyladir. Paratenondaki kiiciik kan
damarlari, tendonun uzun eksenine parallel sekilde ilerlemeden 6nce birka¢ kez enine
dallar vererek ilerler. Damarlar endotenon boyunca tendona girer ve burada yer alan
arteriyoller iki veniil tarafindan kusatilmis olarak longitudinal uzanir. Arteriyoller
kollajen demetlerine niifuz etmezler (Zantop ve ark., 2003). Tendonun proksimal
kismini arteria tibialis posterior’un bir dali beslerken, distal kisim a. fibularis
(peronealis), a. tibialis posterior ve rete arteriosum calcaneare tarafindan tarafindan

beslenir. Tendonun insersiyosuna yakin yerde avaskiiler bir alan goriilebilir. Asil



tendonunda farkli damar yogunluguna sahip ii¢ bolge bulunmaktadir. Asil tendonunun
distal kisim vaskiiler yogunlugu 56.6 damar / cm? iken orta kisminda vaskiiler yogunluk
28.2 damar / cm®dir (Leadbetter ve ark., 1992). Tendonun proksimal kisim damar
yogunlugu ise 73.4 damar / cm? dir. Kemik-tendon birlesiminin beslenmesini saglayan
damarlar tendonun alt tigte birini besler. Tendon ve kemik arasindaki fibro-kikirdakli
yap1 nedeniyle damarlar arasinda dogrudan iletisim yoktur, ancak damarlar arasinda bazi
dolayli anastomozlar vardir. (Galloway ve ark., 1992; Astroom ve Westlin, 1994;
Ahmed ve ark., 1998; Langberg ve ark., 1998; Schepsis ve ark., 2002). Yasin artmasi ile
birlikte tendon besleyen kan miktar1 azalir. Zayif vaskiilerligin travmadan sonra yeterli
doku onarimini dnleyemedigi ve tendonun daha da zayiflamasina yol acgabilece§i 6ne

stiriilmektedir (Langberg ve ark., 1998).

2.3.2. Asil Tendonu’nun innervasyonu

Tendonlar duyusal innervasyonlarini, st tiste gelen yiizeyel sinirlerden veya
yakinindaki derin yerlesimli sinirlerden saglamaktadirlar (O'Brien, 1992). Asil tendonu
innervasyonunu, tutundugu kaslarn sinirlerinden,bolgedeki kuten Sinirlerinden, 6zellikle
de tibial sinirden ve az miktarda sural sinirden saglar (Stillwell, 1957; O'Brien, 1992).
Sinir lifleri paratenonda zengin pleksuslar olusturur ve dallar epitene niifuz eder. Cogu
sinir lifi aslinda tendonun ana gévdesine girmez, fakat yiizeyinde sinir uglar1 olarak son
bulur. Miyelinli liflerin sinir uglari, basing veya gerginlikteki degisiklikleri saptamak
icin 6zel mekanik tutucu olarak islev goriir. Bu mekanekeptorler yani Golgi tendon
organlari, en fazla tendonlarin kas icine yerlesim yerinde bulunur (Lephart ve ark.,
1997). Golgi tendon organlar1 esasen, biiylik miyelinli sinir liflerinin bir grup dalini
saran ince ve baglayici bir doku kapsiiliidiir. Bu lifler, tendonun kollajen liflerinin
demetleri arasindaki bir lif ucu ile sonlanmaktadir (Sharma ve Maffulli, 2005).
Miyelinsiz sinir uglari, nosiseptorler gibi davranir ve agriy1 algilayip iletir. Tendonda
hem sempatik hem de parasempatik lifler bulunur (Ackermann ve ark., 2001). Afferent
reseptorler biiylik Olciide osteotendindz bileskeye yakin yerlesir ve dort tip reseptoriin
timiini icerir : tip I Ruffini korpuskiilii - basing reseptorleri, tip II Vater-Paccinian
korpuskiilii - harekete duyarly, tip III Golgi tendon mekanorekeptorleri ve tip IV serbest

agr1 reseptoril olarak islev goren sinir uglart yer alir (O'Brien, 1992, 2005).



2.3.3. Asil Tendonu’nun Histolojisi

Tenositler ve tenoblastlar, tendonun hiicre elemanlarinin %90-95'ini olusturur.
Kondrositler, vaskiiler hiicreler, sinoviyal hiicreler ve diiz kas hiicreleri, kalan hiicresel
elemanlart olusturur. Ekstraselliiler tendon matrisi kolajen ve elastin liflerinden,
proteoglikanlardan ve kalsiyum gibi organik bilesenlerden olusur (Jozsa, 1997,
Maffulli, 1999). Kollajen fibrilleri, kan, lenfatik damarlar, sinirler i¢eren fasikiiller
halinde demetlenir. Endotenon tarafindan ¢evrelenen fasikiiller, tendonun briit yapisini
olusturmak i¢in bir araya toplanirlar. Tendon, iyi tanimlanmis bir bag dokusu tabakasi
olan epitenon ile sarilir. Bu yap1 da, tendon hareketi sirasinda siirtiinmeyi azaltmak i¢in
aralarinda ince bir sivi tabakasi bulunan paratenon ile cevrilidir. Epitenonun en i¢

tabakasi endotenonla dogrudan temas halindedir (Arndt ve ark., 1997).

2.3.4. Asil Tendonu’nun Biyomekanigi

Aktin ve miyosin tenositlerde bulunur ve tendonlar kuvvetin kastan kemige iletimi igin
neredeyse ideal mekanik 6zelliklere sahiptir (Ippolito ve ark., 1980). Tendonlar sert ve
esnektir, yiiksek gerilme mukavemeti ile: zarar vermeden 6nce % 4'e kadar uzayabilirler
(Ker, 1981; Jozsa, 1997). Erkeklerde asil tendonlar1 maksimum kesim kopma kuvveti ve
sertligi kadinlardakinden daha genis bir kesit alanina sahipken, geng bireylere ait
tendonlarda ¢ekme kopma gerilimi yiiksek ve sertligi disiiktiir (Thermann ve ark.,
1995). Bir tendon,% 2'den daha fazla gerildiginde dalgali konfigiirasyonunu kaybeder.
Kolajen lifleri deforme oldugunda, artan tendon yiiklerine dogrusal olarak tepki verirler
(Aspden ve ark., 1987; Jozsa, 1997). % 8'den biiyiik gerilme seviyelerinde, makroskopik
rupture gergeklesmektedir.(Ker, 1981; Whittaker ve Canham, 1991; O'Brien, 1992).
Tendonlarin oksijen tiiketimi iskelet kaslarina gore 7,5 kat daha diisiiktiir ve tendonlar

viicut agirliginin 17 katina kadar yiik tasiyabilmektedir (Thermann ve ark., 1999).

2.4. Etiyoloji

Asil tendonu asirt kullanim yaralanmalari, kosma ve ziplama gibi yorucu fiziksel
aktivitelerle iliskilendirilir (Kvist, 1994; Kannus, 1997; Alfredson ve Lorentzon, 2000).
Asil tendonu bozukluklarmin etiyolojisi ve patogenezi hala biiyiik Olciide
bilinmemektedir. Bircok egzersizin neden oldugu vakalarda, tendonun kosma ve atlama

gibi aktiviteler swrasinda art arda fizyolojik uzama kabiliyetinin Gtesinde geriledigine
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inanilmaktadir. Asil tendon bozukluklarinin temel etiyolojisinin ¢ok faktorli oldugu
bilinmektedir. Bu problemler i¢in bir dizi ekstrinsik ve intrinsik risk faktorler
tanimlanmustir. Intrinsik risk faktdrleri arasinda alt ekstremite yetersizlikleri, bacak
uzunlugu uyusmazligi, kas zayifligi ve dengesizligi, azalmis esneklik ve fazla kilo 6rnek
verilebilir. Ekstrinsik risk faktorleri arasinda Asil tendonu asir1 kullanim yaralanmalari
bulunan hastalarm% 60-80'inde viicudun asir1 yiiklenmesi ve egzersiz hatalari
bulunabilir (Kannus, 1997). Florokinolonlar ve kortikosteroidlerin  kullanimi gibi
ekstrinsik faktorlerin, iligkili tendinit ve artmis yirtilma riski ile birlikte Asil tendonunun
zayiflamasina yol a¢tig1 gosterilmistir (Corrao ve ark., 2006; Sode ve ark., 2007). Artan
yas, erkek cinsiyeti ve obezite gibi bireysel hasta 6zelliklerinin Asil tendon patolojisi ile

pozitif korelasyon gosterdigi gosterilmistir (Holmes ve Lin, 2006).

2.5. Tendonun Tyilesme Asamalan

Tendon iyilesmesi ¢alismalar1 agirlikli olarak hayvan tendonlar1 veya yirtilmig insan
tendonlar1 tlizerinde gerceklestirilmistir ve tendonopatik insan tendonlarmin iyilesmesi
ile ilgileri belirsizligini korumaktadir. Tendon iyilesmesi ii¢ Ortlisen fazda meydana

gelir.

2.5.1. Enflamatuar Faz

[Ik olarak, enflamatuar fazda eritrositler ve enflamatuar hiicreler, 6zellikle nétrofiller
yaralanma bolgesine girer. {1k yirmi dort saatte monositler ve makrofajlar baskmdir ve
nekrotik malzemelerin fagositozu olusur. Vazoaktif ve kemotaktik faktorler, artan damar
gecirgenligi, anjiyogenezin baglatilmasi, tenosit proliferasyonunun uyarilmasi ve daha
fazla enflamatuar hiicrelerin alimi ile serbest birakilir. Tenositler yavas yavas yaraya goc
eder ve tip Il Kkollajen sentezi baslatilir. Birka¢ giin sonra, proliferatif faz baslar
(Murphy ve ark., 1994).

2.5.2. Proliferatif Faz

Bu asamada tip III kollajen piklerinin sentezi ve birka¢ hafta siirer. Bu agamada su
icerigi ve glikozaminoglikan konsantrasyonlari yiiksek kalir (Oakes, 2003). Yaklagik alt1
hafta sonra, yeniden yapilanma asamasi, disiik seliilerlik ve azalmig kollajen ve
glikosaminoglikan senteziyle baslar. Tadilat agamas1 yeniden yapilanma ve olgunlasma
asamasina boliinebilir (Tillan ve Hertling, 1996).
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2.5.3. Yeniden Yapilanma Faz

Yeniden yapilanma asamasi yaklasik alt1 haftada baslar ve on hafta kadar devam eder.
Bu donemde onarim dokusu seliiler hiicreden fibréze degisir. Tenosit metabolizmasi bu
siire boyunca yiiksek kalir, tenositler ve kollajen lifleri stres yoniinde hizalanir (Hooley
ve Cohen, 1979). Bu asamada daha yiiksek oranda bir tip I kollajen sentezlenir
(Abrahamsson, 1991). On hafta sonra, olgunlagsma asamasi, bir yi1l boyunca fibroz
dokunun skar benzeri tendon dokusuna kademeli olarak degismesiyle olusur (Farkas ve
ark., 1973; Hooley ve Cohen, 1979). Bu evrenin son yarisinda, tenosit metabolizmas1 ve
tendon vaskiilaritesi azalir (Amiel ve ark., 1983). Tendon iyilesmesi icten, epitenon ve
endotenon tenositlerin gogalmasiyla ya da disaridan, ¢evreleyen kilif ve sinoviyumdan
hiicrelerin istilasi ile ortaya ¢ikabilir (Gelberman ve ark., 1984; Manske ve Lesker,
1984). Kesikli tendonlarin iyilesmesi, yalnizca epitenondaki hiicreler tarafindan,
vaskiilarite veya hiicresel destek i¢in yapigsmalara dayanmadan elde edilebilir
(Gelberman ve ark., 1986). i¢ tenositler iceriden onarim islemine katkida bulunur ve
epitenon hiicrelere kiyasla daha biiyiikk ve daha olgun kollajen lifleri salgilar (Fujita ve
ark., 1992). Buna ragmen, epitenon ve tenositlerdeki fibroblastlar onarim sirasinda
kollajeni sentezler ve farkli hiicreler muhtemelen farkli zaman noktalarinda farkl
kolajen tipleri iiretir. Ilk olarak, kollajen, daha sonra kollajeni sentezleyen endotenon
hiicreleri ile, epitenon hiicreleri tarafindan tretilir (Russell ve Manske, 1990; Ingraham
ve ark., 2003). Her hiicre tipinin katkisi, devam eden travma tipinden, anatomik
lokasyondan, sinovyal bir kilifin varligindan ve onarimdan sonra hareketle indiiklenen

stresin miktarindan etkilenebilir (Koob, 2002).

2.6. Ultrason

Ultrason, bir dizi klinik durum i¢in yaygm bir terapi haline gelmistir: burkulan baglar,
iltihapl tendonlar ve tendon kiliflari, laserasyonlar ve diger yumusak doku hasari, skar
dokusu duyarhiligi ve gerginligi, varis iilseri, amputasyonlar, ndroma, gerilmis ve
yirtilmis kaslar, iltihapli ve hasarli eklem kapsiilleri ve gecikmis baslangicli kas
agrilarinda uygulanmaktadir (Dyson, 1987; Kitchen, 1990). Son kullanimlar arasinda
hizlandirilmis kirik iyilesmesi, kas yaralanmasi ve tromboliz sayilabilir (Harpaz ve ark.,
1993; Hadjiargyrou ve ark., 1998; Rantanen ve ark., 1999). Ultrason dalgalarinin ¢ift

etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ilk olarak, sonik enerji diatermiye benzer sekilde ig 1s1

12



iiretir. kincisi, ses dalgalarmin enerjisi dokulara yiiksek frekansli masaj gibi davranir
(Ter Haar, 1999). Ultrasonun etkinliginin derinligi frekansa baglidir. Frekans ne kadar
diisiik olursa, ultrason o kadar derin erigebilir. I MHz frekansli ultrason tedavisi 3-5 cm
derinlige ulasirken 3 MHz ultrason sadece 1-2 cm derinlige ulasabilir. Dokuda yararl
terapotik etkiler elde etmek igin spesifik sicaklik artislar1 gerekir (Larsen ve ark., 2005).
Ultrason, hedef doku iizerinde artan lokal metabolizma, dolasim, bag dokusu
genisletilebilirligi ve doku rejenerasyonu ile sonuglanan termal ve mekanik etkiye
sahiptir (Maxwell, 1992). Ultrason dalgalari siirekli veya darbeli olarak iletilebilir. Doku
sicakhigindaki Olgiilebilir artig, siirekli ultrason kullanilarak belgelenmistir. Kesikli
diisiik yogunluklu ayarlar kavitasyon ve mikro akis gibi termal olmayan etkiler iiretme

egilimindedir (Knight ve ark., 2001).

2.6.1. Ultrasonun Termal Etkileri

Ultrason, termal terapotik etkiler tiretme yetenegine sahiptir. 1987'de Dyson, dokunun
dogada tedavi edilebilmesi i¢in dokunun en az 5 dakika boyunca 40° C ile 45° C
sicakhiga ulasmasi gerektigini belirtmistir (Dyson, 1987) .Canli dokularda sicaklik
arttik¢a, bolgedeki kan akist 1s1y1 yayar. Ultrason tedavisi sirasinda doku sicakliginin
dogrudan in vivo 6l¢iimii, doku 1smnma sorununu ¢dzmiistiir. Inflize edilmemis doku ile
yapilan deneyler, ultrasonun doku sicakligini 0.86°C / dak (1 W/ cm?, 1 MHz) oraninda
arttirabilecegini gostermistir (Draper ve ark., 1995; Chan ve ark., 1998).

2.6.2. Ultrasonun Termal Olmayan Etkileri

Termal olmayan etkiler, Ter Haar tarafindan kavitasyona ve diger mekanik etkilere
boliinmiistiir. Ultrasonun faydali etkilerinin, isitmadan ziyade ‘“nonhermal etkilesim
mekanizmalar1” ndan kaynaklandigini iddia etti ( Ter Haar, 1988). “Kavitasyon” terimi
ilk olarak 20. yilizy1ilin baslarinda Sir John Thornycroft tarafindan kullanilmis ve sivilarin
kabarciklarm olusumu ve omrii olarak tanimlanmustir (Suslick, 1988). Genel olarak
“kavitasyon” terimi, herhangi bir kabarcik fenomenini tanimlamak i¢in kullanilabilir,
ancak burada akustik kavitasyonu belirtmek i¢in kullanilacaktir: akustik alandaki
kabarciklarin davranisi. Bu nedenle kavitasyon, “ultrason titresiminin bir sonucu olarak
dokularda kiiglik gaz kabarciklarinin olugmasi” olarak tanimlanabilir (Robertson ve ark.,
2006).
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2.7. Terapotik Ultrason

Yarali tendonlarin optimal islevini yerine getirmek i¢in, iyilesme siirecini
kolaylastiracak terapotik miidahaleleri belirlemek hayati 6nem tasir. Terapotik ultrason,
yumusak doku yaralanmalarmi tedavi etmek igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Ter
Haar ve ark., 1987; Ter Haar, 1999). Histolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar, yirtilmis
tendonlarin kollajen ve fibril yogunlugunun konsantrasyonunun ve boyutunun terapotik
ultrason tedavisi ile arttigin1 ve boylece tendonlarm biyomekanik 6zelliklerinde
iyilesmeler olarak ortaya ciktigini gostermistir. Terapotik ultrason ile tedavi edilen
tendonlarinin giic ve enerji emme kapasitelerinde 6nemli bir gelisme oldugu 6nceki
caligmalarda gosterilmistir. (Frieder ve ark., 1988; Jackson ve ark., 1991). Terapotik
ultrason, akut inflamatuar fazdaki sisligi azaltir ve deneysel olarak tendon iyilesmesini
arttrmaktadir. Ultrason ayrica tendon fibroblastlarinda kollajen sentezini uyarir ve hizl
hiicre ¢ogalmasi donemlerinde hiicre boliinmesini uyarir (Kellett, 1986; Enwemeka,
1989; Jackson ve ark., 1991). Terapétik ultrason Odemi azaltarak, mast hiicre
degraniilasyonunu ve neoanjiyogenezi tetikleyerek iyilesmenin erken asamalarda
calisarak; bdlgeye monositler dahil olmak iizere kanla tasman metabolitlerin ve
hiicrelerin verilmesinin arttirilmasini saglamaktadir (Dyson, 1987; Young ve Dyson,
1990).

2.8. Kitosan

2.8.1. Kitosan Yapisi

Selillozdan sonra dogada en bol bulunan biyopolimer olan Chitin, kabuklular ve
boceklerin dis iskeletlerinin yani sira bazi bakteri ve mantarlarin hiicre duvarlarinin
temel bileseni olarak dogada yaygin olarak dagitilan bir polisakarittir. Seliiloz gibi,
glikoz bazli dallanmamis bir polisakarittir. Bir hidroksil grubu yerine bir asetamido
kalintisina sahip olarak C-2 karbonundaki seliilozdan farklidir. Kitosan, kitinin alkalin
deasetilasyonundan sonra elde edilen kismen deasetillenmis bir asetil glukozamin
polimeridir. Glukozamin ve N-asetil glukosamin kopolimerlerini igerir ve kitosan terimi,
molekiiler agirlikta degisen yaklasik bir dizi polimeri kapsar (yaklagik 10.000 ile 2
milyon Dalton) (Sanford, 1989). Kitosan, yari kristalindir ve kristallik derecesi,
deasetilasyon derecesinin bir fonksiyonudur. Kristallilik, hem Kkitin (% O deasetile

edilmis) hem de tamamen deasetile (% 100) kitosan i¢cin maksimumdur. Orta derecede
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deasetilasyon derecesinde minimal kristallilik elde edilir. Su anda, chitin ve chitosan
ticari olarak karides, 1stakoz ve yengec¢lerin dis kabugundan biiyikk 06lcekte

iretilmektedir (Senel ve McClure, 2004).

2.8.2. Kitosanin Etkileri

Yara Iyilesmesi

Kitosanin, hyaluronik asitinkine benzeyen kimyasal yapisi, yara iyilestirici bir ajan gibi
davranmaktadir (Prudden ve ark., 1970). Yara iyilesmesini hizlandirma mekanizmalari,
birka¢ grup tarafindan in vitro ve in vivo olarak arastirilmistir. Polimerleri ve {irtinleri
yara iyilesmesini hizlandirmak, tedavi sikligin1 azaltmak ve rahat ve agrisiz yara ylizeyi
korumasimi saglamak i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Yara iyilesmesini hizlandirmaya ek
olarak, kitosan ayrica enfeksiyonu Onlemek igin konak savunmasmi aktive edebilir,
boylece antibiyotik kullanimina bir alternatif sunmaktadir ( Muzzarelli ve ark., 1999;
Suzuki ve ark., 2000; Nakamura, ve ark., 2001). Kitosan, polimorfoniikleer 16kositler
(PMN) (fagositoz, osteopontin ve lokotrien B4), makrofajlar (fagositoz tiretimi, (IL-1),
transformasyon faktorii hl ve trombosit biiyliimesi) gibi enflamatuar hiicrelerin
fonksiyonlarmi arttirrr (Mori ve ark., 2001). Kitin ve Kitosanin yara iyilesmesi
tizerindeki en ilging etkilerinden biri, anjiyojenezli graniilasyon dokusu olusumudur.
Chitin ve kitosan, fibroblastlarin ve vaskiiler endotel hiicrelerinin go¢ ve
proliferasyonunda rol oynayan interlokin-8'i serbest birakmak i¢in fibroblastlar1 indiikler

(Senel ve McClure, 2004).

Antimikrobiyal Etkinlik

Yara iyilesmesi gerekliliklerine ek olarak, pansuman altinda yaranin herhangi bir
enfeksiyonunu kontrol etmek onemlidir. Enfeksiy6z organizmalar tercihen pansuman
malzemelerinin altindaki yaralar1 hedef alir ve siklikla yara pansumaninin ¢ikarilmasini
gerektiren ciddi enfeksiyonlara neden olur. Bu nedenlerden dolayi, yaralarin tedavisi
bakteri iliremesinin baskilanmasmi gerektirir. Kitosanin, enfekte olmus yaralarin
tedavisinde bakteriyel proliferasyonun inhibisyonunu sagladigi gosterilmistir (Mi ve
ark., 2003). Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi, gesitli bakteri ve mantarlara karsi
taninmigtir ve kitosanin tipi, polimerizasyon derecesi ve diger kimyasal ve fiziksel

Ozelliklerinden bazilarmi igeren bir dizi faktorden etkilenmistir (Choi ve ark., 2001; No
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ve ark., 2002). Kitosan bakterilerin biiyiimesini, kitosan oligomerlerine gore daha etkili
bir sekilde inhibe eder, fakat inhibe edici etkiler, kitosanin molekiiler agirlig1 ve bakteri
tipine gore farklilik gosterir. Kitosan genellikle gram negatif bakterilere kiyasla gram
pozitiflere karsi daha giiclii bakterisidal etkiler gosterir. Kitosanin antibakteriyel
aktivitesi pH'dan (pH 4.5-5.9 aralik test edilmistir) etkilenir, daha diisiik aktivite pH
degerlerinde bulunur. Seyreltik asit ¢ozeltilerinde, kitosanin pozitif yiikleri, muhtemelen
boyutsal stabilite vermeden zardaki elektronegatif bolgeler i¢in Ca + ile rekabet ederek,
zarin sizmasint saglayarak bakteriyel hiicre ylizeyindeki negatif yliklii makromolekiil

tortularmi engeller (Begin ve Van Calsteren, 1999)

Doku rejenerasyonu

Kitosanin memeli dokularla hiicresel etkilesimleri, doku onarimi ve yenilenmesi
acisindan olumlu olmustur. Kitosanin en iimit verici 6zelliklerinden biri, hiicre nakli ve
doku rejenerasyonunda kullanmilmak {tizere gozenekli yapilar halinde islenebilme
kabiliyetidir (Ozmeri¢ ve ark., 2000; Khor ve Lim, 2003). Gézenekli kitosan yapilari
uygun kaliplarda kitosan c¢ozeltilerinin dondurulmasi ve liyofilize edilmesiyle
olusturulabilir. Kitosan yap1 iskelelerinin mekanik Ozellikleri biiyiik 6lgiide gozenek
boyutlarma ve gozenek yonelimlerine baghdir. Bu tiir iskeleler, osteoblastik hiicrelerin
cogalmasinin yani sira farklhilagsmalarini destekleyerek kemik onarimini artirabilir.
Kitosan ve tiirevlerinin, osteojenik aktiviteye sahip oldugu ve hayvan modellerinde
yapay olarak yapilan kemik defektlerinde kemik mineralizasyonunu destekledigi
bildirilmistir ( Muzzarelli ve ark., 1993; Muzzarelli ve ark., 1998; Wang ve ark., 2002).
Son zamanlarda, diz-eklem sigan bosluguna enjekte edilen kitosan ¢ézeltisinin, eklem
kikirdak kondrosit yogunlugunda onemli bir artisa neden oldugu, kitosanin epifiz
kikirdak biiylimesi ve eklem kikirdaginin yara iyilesmesi tizerinde etkili olabilecegi
diistiniilmektedir (Lu ve ark., 1999). Bu biyokimyasal ve morfolojik sonuglar, kitosanin
olumlu biyolojik 6zellikleri ile birlestiginde, kitosanin kikirdak dokusu miihendisligi i¢in
imit verici bir iskele oldugunu gostermektedir. Kitosan iskelesinin, tohumlanmis
kondrositlere uygun bir biyomekanik ortam saglamak i¢in gerekli mekanik 6zelliklere
sahip olmas1 da ¢ok Onemlidir. Kondrogenezi destekleyebilecek bir kitosan bazlh
malzemenin gelistirilmesi, sadece iiretilen neokartilajin kalitesi agisindan degil, ayni

zamanda bu dokunun konak¢i matris ile entegrasyon kabiliyeti agisindan da Onemli
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olabilir. Kitosan bazli kikirdak yap1 iskelelerinin gen tedavisi ile birlikte kullanilmasi ve
bliylime faktorlerinin kullanilmasi, klinik ortamlarda kikirdak onariminin uzun vadeli
sonuclarmi iyilestirebilir (Suh ve Matthew, 2000). Biyolojik duyarliligi ve giivenligi
nedeniyle, kitosan antimikrobiyal ve antitiimor tedavisi, immiin modifikasyonunda
uygulanmistir ve doku miithendisliginde cilt veya kemik hiicresi bliylimesine izin vermek
icin bir biyo-iskele olarak uygulanmistir. Onceki ¢alismalar kitosan'm tendon onarimi
tizerindeki terapotik etkisini, fibroblast biiyiimesinin inhibisyonunu, gelistirilmis
yapiskan kapasitesini ve hiicre gogalmasini ve kollajen liretimini gostermistir ( Zhang ve
ark., 1999) .

Analjezi

Kitin ve kitosanin enflamatuar agr1 tizerindeki analjezik etkileri farelerde asetik aside
bagli yanma testi kullanilarak degerlendirilmistir (Okamoto ve ark., 2002). Asetik asit
cozeltisinde hazirlanan kitin ve kitosan ¢dzeltilerinin intraperitonal uygulamasmin
ardindan, arka bacaklarin uzamasi, karin sertligi ve karin burulmasi dahil olmak iizere
agr1 nedeniyle anormal davraniglarin (kivrilma) sayisinda belirgin bir azalma
gbzlenmistir. Bu etki, kitosan uygulanan hayvanlarda, kitin verilenlerden daha fazla
olmustur. Dogrudan analjezik etkisi i¢in kullanilmamasina ragmen, bir jel matrisi olarak
kitosanin, geleneksel morfin siilfat ¢ozeltilerinden daha uzun siireli emilim, diisiik
maksimum serum konsantrasyonlar1 ve daha uzun siireli serum morfin konsantrasyonlar1

sagladig1 gosterilmistir (Tasker ve ark., 1997).

2.9. Asil Fonksiyonel Testi

Asil fonksiyonel (AFI) testi ilk olarak 1992 yilinda Murrel ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmis ve asil tendon iyilesmesinin degerlendirilmesinde kullanilmistir. Asil
fonksiyonel testi yontemi; siyatik sinir fonksiyon bozukluklari i¢in tanimlanmis olan
fonksiyonel siyatik indeksin modifiye edilmis seklidir (Michna, 1986; Murrell ve ark.,
1992). Bu testin noninvaziv, giivenilir, objektif, tekrar edilebilir, uygulanmasi kolay,
ucuz, iyilesme zamanina sensitivitesi yiiksek ve yiiklenmeye karsi basarisizlig1 gosteren
ozellikleri ile biyomekanik testlerle miikemmel derecede korele oldugu gosterilmistir
(Best ve ark., 1993). Asil tendon fonksiyonunu gdstermede kullanilan PLF (Print length

foot), TSF (Toe spreading factor) ve ITF (intermediary toe-spread factor)’nin giivenilir
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ve sensitif oldugu arastirmacilar tarafindan literatiirde belirtilmistir (Sekil 2.3). PLF
degeri saglikli ratlarda kisadir. Hasarli asil tendonu olan ratlardaki PLF degeri ise tiim
ayak tabani ile yere basarak daha biiyiik ve uzun ayak izi birakmaktadir (Murrell ve ark.,
1992). Tam taban temasmin oldugu ayagin dinlenmeye alinmasmi, ITF ve TSF
degerlerindeki azalmanin ise o ekstremitenin daha az yiik alabildigini belirtmektedir
(Messner ve ark., 1999). ITF/TSF orami yiiriimenin itme fazinda etkilenmis

ekstremitenin kisitli hareketini ve viicut agirhigmi tastyamayan hayvani gosterir (Murrell
ve ark., 1992).

Sekil 2.3: Fonksiyonel rat yiiriime testi 6l¢tim parametreleri

AFI (Asil fonksiyonel indeks) = 74 (PLF) + 161 (TSF) + 48 (ITF) -5
PLF (Print length foot): Topuk ucu ile {igiincii parmak ucu arasi en uzun ayak uzunlugu
TSF (Toe spreading factor): Birinci ve besinci parmaklar arasi mesafe

ITF (Intermediary toe-spread factor): Ikinci ve dérdiincii parmaklar aras1 mesafe
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplan

Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun onay: alindiktan sonra
deneylere baslanmistir (Protokol no: 2016.09.07 Karar no: 31.08.2016 Sayi:
B.30.2.AKD.0.05.07.00/81). Calismamizda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Unitesinde bulunan agirliklar1 250- 300 gr. arasmda degisen normal
aktiviteye sahip, 8 haftalik 156 adet Rattus norvegicus Wistar albino erkek rat
kullanilmistir. Deney hayvanlari, caligmaya baslamadan once, bir hafta boyunca standart
laboratuar kosullarinda (12 saat giindiiz - 12 saat gece olacak sekilde 1siklandirma, 20—
22 derece oda 1sis1, % 50-60 nem) tutularak ortama aligmalar1 saglanmis, ihtiyaglari

kadar su ve yem verilmistir. Calismada ratlar rastgele 5 gruba ayrilmigtir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Deney gruplar1 ve gruplara ait denek sayilari

Deney Gruplan Say1

Grup 1 - Kontrol 12
Grup 2 - Hasar 36
Grup 3 - Kitosan 36
Grup 4 - Ultrason 36
Grup 5 - Ultrason + Kitosan 36
Toplam 156

3.2. Fonksiyonel Yiiriime Testi

Ratlar 10 cm X 60 cm ebatlarinda yiirlime parkuru zemininde arka ayaklar1 miirekkebe
batirilarak zemine serilmis beyaz kagidin iizerinde yiiriitiilmiislerdir (Sekil 3.1). Yiiriime
esnasinda meydana gelen ayak izleri bulunan kagitlar rat tendon numaralar1 ile
Kodlanmistir. Degerlendirmeye birbirini takip eden (sol ve sag ayak), kagit orta
boliimiinde bulunan ayak izleri alinmis ve dl¢iimler milimetrenin yilizde biri hassasligma
sahip kumpas cihazi ile yapilarak kaydedilmistir. Sonuglar Murrel ve ark. tarafindan

olusturulan formiilde yerine yerlestirilerek ve her ayak icin tek bir degere (Asil
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Fonksiyonel indeks) ulasilmistir. Tedavinin basinda tiim hayvanlara yapilan fonksiyonel

rat ylirlime testi tedavi sonunda da tekrarlanmistir.
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Sekil 3.1. Fonksiyonel yiiriime testi

3.3. Cerrahi Islemler

Tim gruplara ait deney hayvanlari, Ketamin (100 mg/kg) ve Xylazine HCI (5 mg/kg)’iin
intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezi edilmistir. Sag alt ekstremiteye ait asil tendonu
seyrine uyan bolgede, orta hatta kalacak sekilde, uzunlamasina 3 cm’lik kesi ile cilt ve
ciltalt1 gegilmistir. Asil tendonu ve plantaris tendonlari ¢evre fasyadan siyrilmistir.. Tiim
gruplarda, asil tendonu yapisma yerinin 0.5 cm proksimalinden tam kat transvers kesi
olusturulmustur. Plantaris tendonu kesilerek “internal splint” olusturmasi engellenmis ve
kesi olusturulan tendonlara, modifiye Kessler yontemiyle primer tamir uygulanmistir
(Sekil 3.2.). Ciltalt1 ve cilt 3-0 Ethilon monoflaman naylon dikis materyaliyle devamli
dikis teknigiyle kapatilmastir.
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Sekil 3.2. Asil tendon cerrahisi

3.4. Deney Gruplan ve Uygulamalar
Grup 1- Kontrol (K, n=12): Kontrol grubunda yer alan hayvanlara higbir bir islem

uygulanmamustir.

Grup 2- Hasar (H, n=36): Deneyin basladigi giin 36 deney hayvaninin sag asil
tendonlar1 cerrahi olarak orta hattan kesilerek hasar olusumu saglanmistir. Cerrahi kesi,

Kessler yontemi ile dikildikten sonra cilt kapatilmisgtir.

Grup 3- Kitosan (Ki, n=36): Deneyin basladigi giin 36 deney hayvaninin sag asil
tendonlar1 cerrahi olarak orta hattan kesilerek hasar olusumu saglanmistir. Cerrahi kesi,
Kessler yontemi ile dikildikten sonra, dikilen tendonun iizerine >70% de-acetylated

kitosan soliisyonu uygulanmis ve sonrasinda ise cilt kapatilmistir.

Grup 4- Ultrason (U, n=36): Deneyin basladigi giin 36 deney hayvaninin sag asil
tendonlar1 orta hattan kesilerek hasar olusumu saglanmistir. Kessler yontemi ile
dikildikten sonra, cilt kapatidmistir. Operasyondan 1 giin sonra baslamak {izere
deneklere, haftanin 5 giinii 5 dakika siire ile 1 Mhz frekansli 1 watt/cm’ terapdtik
ultrason uygulanmustir (Sekil 3.3.).

Grup 5- Ultrason + Kitosan (U+Ki, n=36): Deneyin bagladigi giin 36 deney
hayvanmnin sag asil tendonlar1 orta hattan kesilerek hasar olusumu saglanmistir. Kessler

yontemi ile dikildikten sonra, dikilen tendonun iizerine >70% de-acetylated kitosan
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soliisyonu uygulanmis ve Cilt kapatilmistir. Operasyondan 1 giin sonra baslamak iizere
deneklere, haftanin 5 giinii 5 dakika siire ile 1 Mhz frekansli 1 watt/cm2 terapotik

ultrason uygulanmustir.

Sekil 3.3. Deneklere terap6tik ultrason uygulamasi

Olusturulan hayvan gruplarmin tedavi sliresinde 2.,4. ve 6. haftada hayvanlar 12’serli
gruplar halinde sakrifiye edilecektir. 6. haftanin sonunda deneye son verilecektir. Her
grupta bulunan 12 hayvanin 6’s1 elektron mikroskobu ¢alismasi i¢in 6 ‘s1 ise

immiinohistokimyasal/ 151k mikroskobu ¢aligmasinda kullanilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. 2.,4. ve 6. Haftalar sonunda ¢alisilacak gruplara ait denck sayilari

Gruplar Elektron mikroskobu IHC/ 151k mikroskobu
Grup 1: Kontrol (K, n=4) n=2 n=2

Grup 2: Hasar (H, n=12) n=6 n=6
Grup 3: Kitosan (Ki, n=12) n=6 n=6

Grup 4: Ultrason (U, n=12) n=6 n=6

Grup 5: Ultrason + Kitosan (U+Ki, n=12) n=6 n=6

3.5. Asil Tendon Eksizyonu ve Sakrifikasyon

Fonksiyonel yiiriime testi uygulanmasi sonrasi ratlara dietil eter ile anestezi uygulanacak
sag asil tendonun insersiyosunun hizasindan 2 cm proksimaline kadar cilt altina
gecilerek ve paratenon acilarak tendon agiga cikarilmistir. Asil tendonunun biitiiniiyle
¢ikarilacagindan emin olmak i¢in calcaneustan kesilen 3 mm. kemik pargasi ile birlikte

triseps surae kasmdan da bir miktar kas parcasi ile birlikte tiim asil tendonu eksize
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edilmistir. En son olarak ratlar yiiksek doz anestezik madde verilerek sakrifiye

edilmistir.

Sekil 3.4. Asil tendon eksizyonu

3.6. Histolojik Degerlendirme
3.6.1. Doku Takibi
Deney gruplarna ait tendon dokular1 elde edildi ve %10’luk formaline alinarak 24 saat

boyunca fikse olmasi saglandi. Daha sonra 6-7 saat musluk suyunda yikandi ve dokular
artan etanol serilerinde (%70, %80 ve %90) 24’er saat ve %100’lik etanolde 3 saat
bekletilerek dehidrasyon gerceklestirildi. Ksilol icerisinde sirayla 4, 4 ve 2 dakika
bekletilerek seffaflagtirilma islemi yapildi. 58°C’ye ayarh etiivde dokular 3 defa 1’er
saatlik parafin icerisinde bekletildikten sonra etiiv disinda erimis temiz parafine
transverse yonde gomiildii ve bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan 5 mikrometre
kalinliginda kesitler alind1. Kesitlere hematoksilen eozin ve masson trikrom boyamalari

ile kollajen 3 ve tenascin C immiinohistokimyasi1 uygulandi.

3.6.2. Hematoksilen Eozin Boyamasi

Deney gruplarna ait tendon dokularindan alinan kesitler iki defa 10’ar dakika boyunca
ksilol icerisinde bekletildi. Daha sonra sirasiyla %100, 90, 80 ve 70’lik etanol serilerinde
5 dakika boyunca bekletildi. Hematoksilen boyasinda yaklasik 2 dakika bekletildikten
sonra akarsuda yikandi ve eozin boyasinda yaklasik 30 saniye bekletildikten sonra
srrastyla %70, 80, 90’lik etanol serilerinden hizlica gecirildi ve %100’liik etanolde 3
dakika tutuldu. Ksilolde 10 dakika bekletildikten sonra entellan kullanilarak lamel ile

kapatild1. Zeiss Axioplan 151k mikroskobunda incelenerek fotograflandirildi.
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Kesitler kapatma soliisyonu ile kapatildi. Kromojenik reaksiyon Axioplan (Zeiss,
Almanya) 151tk mikroskobunda incelendi. Tim oOrneklerde pozitif immiinoreaktif
hiicrelerin immiinoboyanma yogunluklar1 semikantitatif olarak [-: negatif; (+): zayif
pozitif, +: pozitif, ++: siddetli pozitif, +++: ¢ok siddetli pozitif, X: bolge yok]
degerlendirilip fotograflar1 ¢ekildi.

3.6.3. Masson Trikrom Boyamasi
Tendon dokularindaki kollajeni boyamak ve 151k mikroskobisi ile incelemek i¢in masson

trikrom boyamasi kit (#5022, Giil Biyoloji Laboratuvari) yardimiyla yapildi.

Kit Bilesenleri
A- Weigert demirli hematoksilin-A ¢ozeltisi :1x30 ml

B- Weigert demirli hematoksilin-B ¢é6zeltisi :1x30 ml

C- Pikrik asit alkolik ¢ozeltisi :1x50 ml
D- Gelincik kizili fuksin ¢ozeltisi :1x50 ml
E- Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi :1x50 ml
F- Masson anilin mavisi ¢ozeltisi :1x50 ml

Boyama Metodunun Uygulanmasi:

Tim gruplardaki tendon doku kesitlerinin {izerine tamamen kaplayacak sekilde 1:1
oraninda A- Weigert demirli hematoksilin ve B- Weigert demirli hematoksilin karigimi
damlatildi ve 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Sonra boya karigimi uzaklastirildi.
Preparatlar oda sicakliginda 45 dakika boyunca kurutuldu. Preparatlara yikama
yapilmadi ve 55 C’ye ayarlanmis 1sitict tablada 5 dakika kurutuldu. Doku kesitlerine
iizerini kaplayacak sekilde C- Pikrik asit alkolik ¢6zeltisi damlatld1 ve 4 dakika boyunca
inkiibe edildi. Bu uygulamadan sonra distile suyla 3-4 saniye yikandi. Daha sonra doku
kesitleri D- Gelincik kizili fuksin ¢ozeltisi ile 4 dakika inkiibe edildi ve distile suyla 3-4
saniye yikandi. Sonrasinda preparatlar E- Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi ile 10 dakika
inkiibe edildi ve 1siticili tablada 5 dakika kurutuldu. Son olarak doku kesitleri F- Masson
anilin mavisi ¢ozeltisi ile 5 dakika inkiibe edildi ve distile suyla yikandi. Doku kesitleri

artan alkol serilerinden gecirildi ve ksilolde 10 dakika bekletildikten sonra entellan
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kullanilarak lamel ile kapatildi. Zeiss Axioplan 151k mikroskobunda incelenerek

fotograflandirildi.

3.6.4. Immiinohistokimya

Kullanilan soliisyonlar ve kimyasallar

* 1X PBS (Phosphate Buffer Saline/Fosfat tamponlu tuz soliisyonu):

2 litre distile su i¢inde asagidaki kimyasallar ¢6ziildii.

- 2,85 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO, )(#567547; Merck)

- 0,8 gr Potasyum Hidrojen Fosfat (KH,PO,)(# M1048771000; Merck)

- 16 gr Sodyum Klortiir (NaCl )(#1.06400.1000; Merck)

pH=7,2 ile 7,4

* Borik Asit Tamponu:

100 ml distile su igerisinde 2,1 gr Borik asit (H3BC3) (#1.00160.1000; Merck) ¢6ziildii
pH=7,2

* %3’liikk Hidrojen Peroksit (H,0,) Soliisyonu:

Sale icerisinde 63 ml metanol (CH3zOH) (#1.06009.2500; Merck) ve 7 ml %30’luk H,0;
(#18312; Sigma Aldrich) karistirilda.

* Bloklama Soliisyonu:

Ultra V Block (#TA-125-UB; Thermo Scientific/LabVision)

* Primer Antikorlar:

Tenascin C (fare monoklonal) (#sc25328, 1/200)

Kollajen 3 (tavsan poliklonal) (#ab7778, 1/750)

» Sekonder Antikorlar:

Biyotinli Anti-tavsan IgG (kegide tiretilmis) (#BA-1000; Vector Laboratories)
Biyotinli Anti-fare IgG (kegide iiretilmis) (#BA-9200; Vector Laboratories)

« Streptavidin Peroksidaz Kompleksi:

Thermo Scientific™ Lab Vision™ Streptavidin Peroxidase (# TS-125-HR)

« Kromojen:

(SIGMAFAST™ 3 3'-Diaminobenzidine #D4168-50SET)

» Mayer Hematoksileni:

Mayer Hematoksilen (#1.09249.0500; Merck)

* Entellan (#1.07961.0100; Merck)
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Immiinohistokimya uygulamadan bir gece once dokular 56 <C’lik etiivde bekletildi.
Deparafinizasyon icin kesitler 10 dakika boyunca iki farkli ksilol igerisinde tutuldu.
Rehidratasyon i¢in 5’er dakika %100, %90, %80, %70 seklinde azalan etanol
serilerinden gecirildi ve sonra 5 dakika distile suda bekletildi. Kesitlerdeki antijenik
maskelenmenin giderilmesi amaciyla borik asit tamponuna (pH:7.2) konularak geceboyu
56 C’lik etiivde inkiibe edildi ve kesitler PBS’te 3 kere 5 dakika yikandi. Dokulardaki
endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek i¢cin metanolle hazirlanan %3’liik hidrojen
peroksit soliisyonunda 15 dakika bekletildi. PBS ile 2 kez 5 dakika yikandi. Yikama
asamasindayken kesitlerin lizerindeki dokularin etrafi hidrofobik kalemle (Super PAP
Pen, IM 3580; Beckman Coulter) cizildi. Dokular oda 1sisinda ve nemli ortamda spesifik
olmayan Immunoglobulin (Ig) baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama serumu ile 7
dakika muamele edildi. Serumun fazlas1 uzaklastirilarak dokulara 1:200 diliisyonda
Tenascin C ve 1:750 diliisyonda Kollajen 3 primer antikorlar1 damlatild1 ve gece boyu
+4C’de inkiibe edildi. izotip (negatif) kontrol kesitlerine primer antikor yerine tenascin
C icin fare IgG, kollajen 3 i¢in tavsan serumu primer antikorlari ile ayni
konsantrasyonda olacak sekilde uygulandi. Ertesi giin kesitlerden primer antikorlar ve
izotip kontroller uzaklastirildi ve PBS ile 2 kez 5 dakika yikandi. Sonra Tenascin C ve
izotip kontrolii i¢in biyotinli Anti-fare IgG; Kollajen 3 ve ve izotip kontrolii i¢in
biyotinli Anti-tavsan IgG 1:400 diliisyonda hazirlanarak oda 1sisinda nemli ortamda 45
dakika boyunca inkiibe edildi. PBS ile 2 kez 5 dakika yikandi ve 30 dakika oda 1sisinda
nemli ortamda streptavidin peroksidaz kompleksi ile inkiibe edildi. PBS ile 2 kez 5
dakika yikandi. Kesitler 3,3’-Di Amino Benzidin (DAB) kromojeni ile inkiibe edilerek
reaksiyon bolgelerinin kahverengi olmasi beklendi ve kesitler distile suya alinarak
reaksiyon durduruldu. Kesitlere Mayer’s Hematoksilen ile zit boyama yapildi
Dehidratasyon icin artan etanol serilerinden gegirilerek %100 etanolde 3 dakika
bekletildi ve 10 dakika boyunca 2 farkli ksilolde tutulduktan sonra entellan kullanilarak

lamel ile kapatildi. Zeiss Axioplan 151k mikroskobunda incelenerek fotograflandirildi.

3.6.5. Elektron Mikroskobik Incelemeler
Elektron mikroskobik incelemeler i¢in deney gruplarma ait tendon dokular1 transverse
ve longitudinal oryantasyonda olacak sekilde glutaraldehit fiksatifine alindi. Tendon

dokular1 0.1 M Sorensen fosfat tamponunda hazirlanan %4’ liik gluteraldehit icinde +4
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°C’de 1 saat boyunca fikse edildi. 1 saat sonra daha kiiclik pargalara trimlendi ve 1 saat
daha fiksatifte tutuldu. 0.1 M Sorensen fosfat tamponunda 3 defa 10 dakika boyunca
bekletildi. Sonrasinda %1°lik ozmiyum tetroksit (OsO4) fiksatifi ile 2 saat muamele
edildi. 0.1 M Sorensen fosfat tamponu ile 3 defa 10 dakika oda 1sisinda yikandi. +4°C’de
bulunan %30, %50 ve %70’lik alkol serilerinden 3 kere 10 dakika gecirilerek dehidrate
edildi. %75°1ik etanol ile hazirlanmis %1°lik uranil-asetat soliisyonunda +4°C’de 1 saat
tutuldu. Daha sonra smrasiyla %80, %90, %96 ve %]100’lik etanol serilerinden
gecirilerek dehidratasyon islemi tamamlandi. Dehidratasyondan sonra, dnce propilen
oksitte 2 kere 10 dakika, ardindan Araldit-Propilen Oksit karigtminda (1:1) oda 1s1sinda
1 gece birakildi. Ertesi giin 4 saat boyunca 1. Araldit igerisinde rotatorda dondiiriilen
dokular I. Araldit i¢ine transeverse ve longitudinal olacak sekilde gomiildii. Gommenin
yapildig1 kapsiiller rezinin polimerizasyonu i¢in 60°C’de 48 saat birakildi. 48 saat
sonunda elde edilen bloklardan ultramikrotomda kalin kesitler alindi. Kalin kesitler
toluidin mavisi ile boyandi. Uygun bolge belirlendikten sonra ince kesit alindi ve ince
kesitlere  kontrastlama yapildiktan sonra Zeiss Leo-906E transmisyon elektron

mikroskobunda degerlendirildi ve fotograflandirildi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda alinan verilerin istatiksel analizi One Way ve Post-Hoc analizler
yapilarak degerlendirilmistir. p<0.05 altinda bulunan degerler anlamli olarak kabul
edilmistir. Alinan tiim degerler ortalama + standart hata (SEM) seklinde belirtildi. Bu

degerlendirmeler i¢in SigmaStat 3.5-Systat Software programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Fonksiyonel Yiiriime Testi Sonuclar

Deneklere uygulanan cererahi  Oncesinde ve sonrasinda AFI  sonuglar1
degerlendirilmistir. Sag ayaklarinin kontrolii olarak sol ayaklar1 degerlendirilmeye
almmamistir. Denegin cerrahi sonrasinda diger ekstremiteye daha fazla yiiklenmesi ve
tedavi sonrasi zaman iginde ratlarin kilo almasi nedeni ile ayaklarinda meydana gelen
olas1 biiylime g6z Oniine alindigindan sol ayaklar1 degerlendirilmeye alinmamistir. AFI
degerleri karsilastirildiginda dejenerasyon olusturulan sag tarafa ait AFIl degerlerinde
istatiksel olarak anlamli biiyiime elde edilmistir (p<0,05).

4. 2. immiinohistokimyasal Degerlendirmeler

4.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyanmasi Bulgular

Kontrol, hasar, ultrason, kitosan ve ultrason ve kitosanin beraber uygulandig1 gruplara
ait kesitlerde hematoksilen-eozin boyanmasi yaptik ve 1sik mikroskopu ile inceleyerek

gruplar1 karsilastirdik.

Kontrol Grubuna Ait Hematoksilen ve Eozin Sonuclari
Kontrol grubuna ait kesitlerde kollajen lif demetleri diizenli ve sikica paketlenmisti.
Kollajen lif demetleri arasinda inaktif haldeki yass1 niikleuslu fibrositler goriilmekteydi

(Sekil 4.1.a-c).

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait Hematoksilen ve Eozin (H & E) boyama sonuglari.

Hasar Grubuna Ait Hematoksilen ve Eozin Sonuclar:

Hasar olusturulduktan 2 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait kesitlerde kollajen lifler
kontrol grubundaki gibi diizenli ve siki paketlenmis degildi. Lifler arasindaki bosluklar
net bir sekilde gozlenmekteydi. Kontrol grubundaki yassi niikleuslu inaktif durumdaki
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fibrositlerin yerine daha aktif siskin niikleuslu fibroblastlar gézledik. Vaskiilarizasyon

artmusti (Sekil 4.2a,d).

Hasar olusturulduktan 4 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait kesitlerde kollajen lifler
kontrol grubunda oldugu gibi diizenli degildi ancak 2 haftalik hasar grubundaki kadar
diizensiz degildi. Bu grupta da 2 haftalik hasar grubunda oldugu gibi aktif siskin
niikleuslu fibroblastlar1 gozledik ve vaskiilarizasyon artmust1 (Sekil 4.2b,e).

Hasar olusturulduktan 6 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait kesitlerde kollajen lifler
kontrol grubunda oldugu gibi diizenli degildi ancak 2 ve 4 haftalik hasar gruplarma
oranla daha diizenli ve demetler olusturmustu. Bu grupta da 2 ve 4 haftalik hasar
gruplarinda oldugu gibi aktif siskin niikleuslu fibroblastlar1 gozledik ve
vaskiilarizasyonun arttigin1 gosteren i¢i eritrosit dolu kan damarlar1 gozledik (Sekil

4.2¢,f).

Sekil 4.2. Hasar olusturulduktan 2,4 ve 6 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait Hematoksilen ve
Eozin (H & E) boyama sonuglar1.

Ultrason Grubuna Ait Hematoksilen ve Eozin Sonuglari

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
aktif sigkin niikleuslu fibroblastlar gozledik. Kollajen lif sentezinde artis gézledik ancak
lifler diizenli degildi ve lifler arasinda bosluklar mevcuttu (Sekil 4.3a,d).
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Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
prolifere olmus aktif fibroblastlar gozledik. Vaskiiler yapilarda artis sz konusuydu.
Kollajen lif miktar1 2 hafta boyunca ultrason uygulanan gruptakine oranla artmis ve

lifler arasindaki bosluk azalmist1 (Sekil 4.3b,e).

Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
sayilar1 artmus aktif fibroblastlar1 gozlemlemeye devam ettik. Kollajen lifler 2 ve 4 hafta
boyunca ultrason uygulanan gruptakilere oranla daha fazla ve lifler aras1 bosluklar daha

az ve lifler daha diizenli yerlesimliydi (Sekil 4.3c,f).

Sekil 4.3. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait
Hematoksilen ve Eozin (H & E) boyama sonuglari.

Kitosan Grubuna Ait Hematoksilen ve Eozin Sonuglari
Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
sayis1 artan fibroblastlar1 gozlemledik. Kollajen lifler diizensizdi ve lifler arasinda bol

miktarda bosluk bulunmaktaydi (Sekil 4.4a,d).

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde bol
miktarda aktif fibroblast gbzlemdik. Vaskiilarizasyon artmisti. Bu grupta ayrica kollajen
lifler arasmnda kondrosit benzeri hiicreler gozlemledik. Kollajen lifler hasar
grubundakilere oranla daha diizenliydi ancak lifler arasinda bosluklar mevcuttu (Sekil
4.4b.e).
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Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
sayica bol aktif fibroblastlar1 gézlemlemeye devam ettik. Kollajen lifler 2 ve 4 hafta
boyunca kitosan uygulanan gruplardaki liflere oranla daha diizenliydi (Sekil 4.4c,f).

Sekil 4.4. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait
Hematoksilen ve Eozin (H & E) boyama sonuglari.

Ultrason+Kitosan Grubuna Ait Hematoksilen ve Eozin Sonuclar:

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde prolifere olmus aktif fibroblastlar bulunmaktaydi. 2,4 ve 6 haftalik
hasar gruplarma kiyasla diizenli yerlesim gosteren kollajen lifler gozlemledik (Sekil
4.5a,d).

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde sayica artmis aktif fibroblastlar1 gozlemlemeye devam ettik.
Kollajen lifler 2 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan gruptakilere

oranla daha diizenli yerlesim gostermekteydi (Sekil 4.5b,e).

Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde ¢ok sayida aktif fibroblastlar bulunmaktaydi. Kollajen lifler 2 ve 4
hafta boyunca ultrason + kitosan uygulanan gruptakilere oranla daha diizenli yerlesim
gostermekteydi (Sekil 4.5¢,f).
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Sekil 4.5. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca ultrason + kitosan uygulanan ratlara ait
Hematoksilen ve Eozin (H & E) boyama sonuglari.

4.2.2. Masson Trikrom Boyanmasi Bulgular
Kontrol, hasar, ultrason, kitosan ve ultrason ve kitosanin beraber uygulandig1 gruplara
ait kesitlerde masson trikrom boyanmasi yaptik ve 1sik mikroskopu ile inceleyerek

gruplar1 karsilagtirdik.

Kontrol Grubu Masson Trikrom Sonuclar:
Kontrol grubuna ait kesitlerde diizenli yerlesimli maviye boyanmis kollajen lifleri
gozlemledik (Sekil 4.6a-c).

Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait masson trikrom boyama sonuglar.
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Hasar Grubu Masson Trikrom Sonuglar:
Hasar olusturulduktan 2 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait kesitlerde kollajen lifler
kontrol grubundaki gibi diizenli ve siki paketlenmis degildi. Kollajen lif sentezi artmustu.

Vaskiilarizasyon artigt kirmizi ile boyanmis kan damarlari ile net bir sekilde gozlendi
(Sekil 4.7a,d).

Hasar olusturulduktan 4 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait kesitlerde kollajen lifler
kontrol grubundaki gibi diizenli ve siki paketlenmis degildi. Kollajen lif sentezi kontrol
grubuna gore artmusti ancak hasar 2 hafta grubundaki kadar fazla degildi. Aktif
fibroblastlari siskin niikleuslar1 ile gézlemledik (Sekil 4.7b,e).

Hasar olusturulduktan 6 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait kesitlerde kollajen lifler
kontrol grubunda oldugu gibi diizenli degildi ancak 2 ve 4 haftalik hasar gruplarina
oranla daha diizenli ve demetler olusturmustu. Kollajen lifler hasar 4 hafta grubuna

oranla daha az miktardaydi (Sekil 4.7c¢,f).

Sekil 4.7. Hasar olusturulduktan 2,4 ve 6 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait masson trikrom
boyama sonuglari.
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Ultrason Grubu Masson Trikrom Sonuglari

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
aktif siskin niikleuslu fibroblastlar gézledik. Vaskiilarizasyonda artig gordiik. Kollajen lif
sentezindeki artis1 bu haftadan itibaren gozledik (Sekil 4.8a,d).

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
vaskiiler yapilarda artis s6z konusuydu. Kollajen lif miktar1 2 hafta boyunca ultrason

uygulanan gruptakine oranla artmis ve lifler arasindaki bosluk azalmist1 (Sekil 4.8b,e).

Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
vaskiiler yapilarda artis s6z konusuydu. Kollajen lif miktar1 2 ve 4 hafta boyunca
ultrason uygulanan gruptakilere oranla artmis ve lifler daha diizenli demetler

olusturmustu (Sekil 4.8c, ).

Sekil 4.8. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait masson
trikrom boyama sonuglari.

Kitosan Grubu Masson Trikrom Sonuglari
Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
diizensiz kollajen lifleri ve lifler arasindaki bol miktardaki bosluklar1 gozlemledik.

Liflerin arasinda ve gevresinde ¢ok sayida kan damar1 bulunaktaydi (Sekil 4.9a,d).

34



Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde bol
miktarda aktif fibroblast gozlemdik. Vaskiilarizasyon artmusti. Kollajen lifler hasar
grubundakilere oranla daha diizenliydi, kollajen lif sentezi 2 hafta boyunca kitosan

uygulanan gruba oranla artmusti (Sekil 4.9b,e).

Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
sayica bol aktif fibroblastlar1 gézlemledik. Kollajen lif sentezi 2 ve 4 hafta boyunca
kitosan uygulanan gruplardakine oranla artis gostermisti ve kollajen lifler daha

diizenliydi (Sekil 4.9¢, ).

Sekil 4.9. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait masson
trikrom boyama sonuglari.

Ultrason+Kitosan Grubu Masson Trikrom Sonuglari

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde prolifere olmus aktif fibroblastlar ve vaskiiler yapilar1 gozlemledik.
2,4 ve 6 haftalik hasar gruplarma kiyasla kollajen lifler daha diizenli yerlesim
gostermekteydi (Sekil 4.10a,d).

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan

ratlara ait kesitlerde sayica artmis aktif fibroblastlart gozlemlemeye devam ettik.
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Kollajen lif miktar1 2 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan gruptakilere

oranla artig gostermisti ve daha diizenli yerlesim gostermekteydi (Sekil 4.10b,e).

Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde ¢ok sayida aktif fibroblastlar bulunmaktaydi. Kollajen lifler 2 ve 4
hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan gruptakilere oranla daha diizenli

yerlesim gostermekteydi (Sekil 4.10c,¥).

Sekil 4.10. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca ultrason + kitosan uygulanan ratlara
ait Hematoksilen ve Eozin (H & E) boyama sonuglari.

4.2.3. Tip 3 Kollajen Immiinohistokimyasi Bulgular
Kontrol, hasar, ultrason, kitosan ve ultrason ve kitosanin beraber uygulandigi gruplara
ait kesitlerde tip 3 kollajenimmiinohistokimyasi yaptik ve 151k mikroskopu ile

inceleyerek gruplar1 karsilastirdik.

Kontrol Grubu Kollajen 3 Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitlerde kollajen 3 immiinoreaktivitesi diger deney gruplarina
kiyasla minimal diizeydeydi. Tip 3 kollajen immiinoreaktivitesi epitenon ve paratenon
kiliflarda gozlendi. Paratenon kilifta yer alan adipositleri ¢evreleyen retikiiler liflerde
kollajen 3 immiinoreaktivitesi net bir sekilde gozlendi (Sekil 4.11a-c). Kollajen 3
antikoru yerine tavsan serumunun damlatilmadigi ve reaksiyon gozlenmeyen izotip

kontrol kesitleri deneyin dogru yapildigini gosterdi (Sekil 4.16a-c).
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Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait tip 3 kollajen immiinohistokimya boyama sonuglari.

Hasar Grubu Kollajen 3 Bulgulan

Hasar olusturulup 2 hafta sonra sakrifiye edilen grupta kollajen 3 ekspresyonu kontrol
grubuna gore yogun bir sekilde artis gostermisti. Ekspresyon tipl kollajen yapisindaki
liflerin arasinda ve damarlarin etrafinda gozlendi (Sekil 4.12a-d-g). izotip kontrol

kesitlerinde reaksiyon gézlenmedi (Sekil 4.16d).

Hasar olusturulup 4 hafta sonra sakrifiye edilen grupta kollajen 3 ekspresyonu kontrol
grubundakinden fazlaydi ancak hasar olusturulduktan 2 hafta sonra sakrifiye edilen
gruba kiyasla kollajen 3 ekspresyonu azdi. Ekspresyon tipl kollajen yapisindaki liflerin
arasinda ve damarlarin etrafinda gozlenmeye devam etti (Sekil 4.12b-e-h). Izotip

kontrol kesitlerinde reaksiyon gozlenmedi (Sekil 4.16€).

Hasar olusturulup 6 hafta sonra sakrifiye edilen grupta kollajen 3 ekspresyonu kontrol
grubundakine benzemekteydi. Tipl kollajen yapisindaki liflerin arasinda kollajen 3
ekspresyonu ¢ok azdi, ekspresyon paratenon kilif ve damar ¢evresinde gozlendi (Sekil

4.12¢-f-1). 1zotip kontrol kesitlerinde reaksiyon gézlenmedi (Sekil 4.16f).

37



Sekil 4.12. Hasar olusturulduktan 2,4 ve 6 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait tip 3 kollajen
immiinohistokimya boyama sonuglari.

Ultrason Grubu Kollajen 3 Bulgular:

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
kollajen 3 ekspresyonu kontrol grubuna oranla daha fazla ama hasar olusturulduktan 2
ve 4 hafta sonra sakrifiye edilen ratlarin kesitlerine oranla daha azdi. Ekspresyon tipl
kollajen liflerin arasinda ve damarlarin etrafindaydi (Sekil 4.13a-d-g). Izotip kontrol

kesitlerinde reaksiyon gézlenmedi (Sekil 4.169).

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
kollajen 3 ekspresyonu hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca ultrason uygulanan
ratlardakine benzemekteydi (Sekil 4.13b-e-h).  Izotip kontrol kesitlerinde reaksiyon
gbzlenmedi (Sekil 4.16h).
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Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
kollajen 3 ekspresyonu 2 ve 4 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara oranla oldukga
azalmist1 (Sekil 4.13c-f-1). izotip kontrol kesitlerinde reaksiyon gozlenmedi (Sekil
4.161).
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Sekil 4.13. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait tip 3
kollajen immiinohistokimya boyama sonuglari.

Kitosan Grubu Kollajen 3 Bulgular

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
kollajen 3 ekspresyonu kontrol grubuna oranla artis gostermisti. Hem tipl kollajen
liflerin arasinda hem de damarlarin etrafinda ekspresyon gozlendi (Sekil 4.14a-d-g).

Izotip kontrol kesitlerinde reaksiyon gdézlenmedi (Sekil 4.16i).

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
kollajen 3 ekspresyonu 2 hafta boyunca kitosan uygulanan gruba oranla azalmist1 ancak
kontrol grubuna oranla ekspresyon daha fazlayd: (Sekil 4.14b-e-h).  Izotip kontrol
kesitlerinde reaksiyon gozlenmedi (Sekil 4.16j).
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Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
kollajen 3 ekspresyonu 4 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlardakine benzemekteydi
ve kontrol grubuna oranla fazlayd: (Sekil 4.14c-f-1). izotip kontrol kesitlerinde reaksiyon
gozlenmedi (Sekil 4.16K).

Sekil 4.14. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait tip 3
kollajen immiinohistokimya boyama sonuglari.

Ultrason+Kitosan Grubu Kollajen 3 Bulgular:
Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde kollajen 3 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla daha fazlaydi (Sekil

4.15a-d-g). Izotip kontrol kesitlerinde reaksiyon gdzlenmedi (Sekil 4.16l).

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde kollajen 3 ekspresyonu olduk¢a azalmisti ve kontrol grubundakine
benzemekteydi (Sekil 4.15b-e-h). Izotip kontrol kesitlerinde reaksiyon gdzlenmedi
(Sekil 4.16m).
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Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde kollajen 3 ekspresyonu 4 hafta boyunca hem ultrason hem de
kitosan uygulanan ratlardakine benzemekteydi. Diger bir ifadeyle kollajen 3
ekspresyonu oldukca azalmis ve kontrol grubundaki gibiydi (Sekil 4.15¢-f-1).  izotip
kontrol kesitlerinde reaksiyon gézlenmedi (Sekil 4.16n).

Sekil 4.15. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca ultrason + kitosan uygulanan ratlara
ait kollajen 3 immiinohistokimya boyama sonuglari.
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Tiim gruplara ait izotip kontrol kesiti sekil 4.16’te gdsterilmektedir

Sekil 4.16. Tiim gruplara ait izotip kontrol kesit sonuglar1.
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Kollajen 3 ekspresyonu agisindan degerlendirdigimizde 6 hafta boyunca ultrason ve

kitosanin beraber uygulandig1 gruplarin en iyi sonucu verdigi yorumunu yapabiliriz.

4.2.4. Tenascin C immiinohistokimyas1 Bulgular
Kontrol, hasar, ultrason, kitosan ve ultrason ve kitosanin beraber uygulandig1 gruplara
ait kesitlerde tenascin C immiinohistokimyas1 yaptik ve 151k mikroskopu ile inceleyerek

gruplar1 karsilastirdik.

Kontrol Grubu Bulgular
Kontrol grubuna ait kesitlerde tenascin C immiinoreaktivitesi yok denecek kadar azdi

(Sekil 4.17a-c). Izotip kontrol kesitlerinde reaksiyon gdzlenmedi (Sekil 4.22a-c).
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Sekil 4.17. Kontrol grubuna ait tenascin C immiinohistokimya boyama sonuglari.

Hasar Grubu Bulgular

Hasar olusturulup 2 hafta sonra sakrifiye edilen grupta tenascin C ekspresyonu kontrol
grubuna gore belirgin bir sekilde artis gdstermisti. Ekspresyon tipl kollajen yapisindaki
liflerin arasinda, damarlarin etrafinda ve tendonu gevreleyen kiliflarda gozlendi (Sekil

4.18a-d-g). Izotip kontrol kesiti Sekil 4.22d’de goriilmektedir.

Hasar olusturulup 4 hafta sonra sakrifiye edilen grupta tenascin C ekspresyonu kontrol
grubundakinden fazlaydi. Hasar olusturulduktan 2 hafta sonra sakrifiye edilen gruba
kiyasla tenascin C ekspresyonu 6zellikle tendonu saran kiliflarda ¢ok artis géstermisti

(Sekil 4.18b-e-h). Izotip kontrol kesiti Sekil 4.22¢’de goriilmektedir.

Hasar olusturulup 6 hafta sonra sakrifiye edilen gruptaki tenascin C ekspresyonu hasar

olusturulduktan 2 ve 4 hafta sonra sakrifiye edilen gruplara kiyasla daha azdi ancak hala
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ekpsresyon gozlenmekteydi (Sekil 4.18c-f-1). Izotip kontrol kesiti Sekil 4.22fde

goriilmektedir.

Sekil 4.18. Hasar olusturulduktan 2,4 ve 6 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait tenascin C
immiinohistokimya boyama sonuglari.

Ultrason Grubu Bulgulan

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
tenascin C ekspresyonu kontrol grubuna oranla daha fazlaydi. Hasar olusturulduktan 2
ve 4 hafta sonra sakrifiye edilen ratlarin kesitlerine oranla tenascin C ekpsresyonu daha

azd1 (Sekil 4.19a-d-g). Izotip kontrol kesiti Sekil 4.22g’de gériilmektedir.

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde
tenascin C ekspresyonu hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca ultrason uygulanan
ratlardakine benzemekteydi (Sekil 4.19b-e-h).izotip kontrol kesiti Sekil 4.22h’de

goriilmektedir.
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Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait kesitlerde

tenascin C ekspresyonu 2 ve 4 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara oranla azalmisti

(Sekil 4.19¢-f-1). Izotip kontrol kesiti Sekil 4.221’da goriilmektedir.

Sekil 4.19. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca ultrason uygulanan ratlara ait
tenascin C immiinohistokimya boyama sonuglart.

Kitosan Grubu Bulgular

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
tenascin C ekspresyonu kontrol grubuna oranla artig gostermisti. Ekspresyon yogun
olarak tendonu g¢evreleyen kiliflarda gozlendi. (Sekil 4.20a-d-g). Izotip kontrol kesiti
Sekil 4.221’de goriilmektedir.

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
tenascin C ekspresyonu 2 hafta boyunca kitosan uygulanan gruba oranla azalmist1 ancak
kontrol grubuna oranla ekspresyon daha fazlaydi (Sekil 4.20b-e-h). Izotip kontrol kesiti
Sekil 4.22j’de goriilmektedir.
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Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait kesitlerde
tenascin C ekspresyonu 2 ve 4 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlardakine oranla azd1
ancak kontrol grubuna oranla fazlayd:i (Sekil 4.20c-f-1). Izotip kontrol kesiti Sekil
4.22k’de goriilmektedir.

Sekil 4.20. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca kitosan uygulanan ratlara ait

tenascin C immiinohistokimya boyama sonuglar.

Ultrason+Kitosan Bulgulari
Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde tenascin C ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla daha fazlayd: (Sekil

4.21a-d-g). lzotip kontrol kesiti Sekil 4.22’de gériilmektedir.

Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan

ratlara ait kesitlerde tenascin C ekspresyonu 2 hafta boyunca ultrason ve Kkitosan
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uygulanan gruba kiyasla azalmisti, kontrol grubuna oranla ekspresyon fazlaydi (Sekil
4.21b-e-h). izotip kontrol kesiti Sekil 4.22m’de goriilmektedir.

Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
ratlara ait kesitlerde tenascin C ekspresyonu 2 ve 4 hafta boyunca hem ultrason hem de
kitosan uygulanan ratlardakine oranla azalmisti. Ekspresyon zayif olarak tendonu saran

kiliflarda gdzlendi (Sekil 4.21¢-f-1). izotip kontrol kesiti Sekil 4.22n’de goriilmektedir.

Sekil 4.21. Hasar olusturulduktan sonra 2,4 ve 6 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan
uygulanan ratlara ait tenascin C immiinohistokimya boyama sonuglari.
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Tiim gruplara ait Izotip kontrol kesiti Sekil 4.22°de gdsterilmektedir
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Sekil 4.22. Tiim gruplara ait izotip kontrol kesit sonuglar1.
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Tenascin C ekspresyonu agisindan degerlendirdigimizde 6 hafta boyunca ultrason ve

kitosanin beraber uygulandig1 gruplarin en iyi sonucu verdigi yorumunu yapabiliriz.

4.2.5. TEM Bulgulan

Kontrol Grubu TEM Sonuclan

Kontrol grubuna ait transverse ve longitudinal yerlesimli tendon ince kesitlerinde
fibroblastlar (tenositler), fibroblastlarda yer alan organeller, ekstraseliiler matriks,
transverse ve longitudinal yerlesimli kollajen lifler yer almaktaydi. Fibroblastlarin
niikleuslar1 heterokromatik yapidaydi. Bu da sentez aktivitesinin az oldugunu
gostermekteydi. Fibroblastlar icinde mitokondri, Golgi aygit1 ve graniillii endoplazmik
retikulum (GER) organellerini goézlemledik. Mitokondride krista, Golgi aygit1 ve
GER’de sisterna yapilarmi  saglikli  bir sekilde goézlemledik (Sekil 4.23a).
Ekstraseliiler matriks igerisinde yer alan transverse yerlesimli kollajen lifler diizenli
yerlesim gostermekteydi, kenarlar1 diizgiin ve ¢aplar1 birbirine yakin boyuttaydi (Sekil
4.23b). Longitudinal yerlesimli kollajen lifler de diizenli ve yakm yerlesim
gostermekteydi (Sekil 4.23c,d).
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Sekil 4.23. Kontrol grubuna ait TEM goriintiileri a)7750 biiyiitmede transvers kesit goriintlisii n=
niikleus, , b)77500 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif, ¢) 12930
biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, d) 77500 biiyiitmede kollajen liflerin
longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif

Hasar Grubu TEM Sonugclari

Hasar olusturulduktan 2 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait transverse ve longitudinal
kesitlerde kontrol grubuna oranla fibroblast niikleus sayisi artis gosterdi. Bu da
fibroblast sayisiin arttigmi gostermekteydi. Fibroblastlarm niikleuslar1 kontrol
grubundan farkli olarak 6kromatik yapidayd: (Sekil 4.24a). Bu da sentez aktivitesinin
fazla oldugunu gostermekteydi. Graniilli endoplazmik retikulum miktar1 artmisti.
Bunlar bize tendonun hasar sonrasi rejenerasyon amaciyla bir takim degisiklikler
gecirdigini gosterdi (Sekil 4.24b). Tenositler kollajen sentezini artirmak amaciyla
prolifere olmustu, protein sentezinde rol alan graniillii endoplazmik retikulum daha
yaygimn bir dagilim gdstermekteydi. Bu grupta kontrol grubuna oranla vaskiilarizasyonun

arttigini gozlemledik (Sekil 4.24c). Bu grupta kollajen liflerde meydana gelen hasar ¢ok
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belirgindi. Kollajen lifler arasindaki bosluklar artmisti. Kollajen liflerin ¢ap1 azalmisti.
Liflerin kenar1 kontrol grubundaki liflere oranla piiriizlitydii. Bu grupta ayrica biraraya
gelerek lif meydana getirememis kollajen lifgikleri gozlemledik (Sekil 4.24d).
Longitudinal yerlesimli kollajen liflerde de hasar belirtilerini goézlemledik. Lifler

diizensiz ve birbirlerinden ayrilmislards, lif¢ikler gézlenmekteydi (Sekil 4.24¢€).

Sekil 4.24. 2 haftalik hasar grubuna ait TEM goriintiileri a) 3597 biiyiitmede longitudinal kesit
goriintiisi. n= niikleus, b)10000 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, <« = golgi
endoplazmik retikulum (GER), n= niikleus c¢) 2704 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit
goriintiisli, d= damar kesiti d) 77500 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, * = kollajen
lif, e) 12930 bityiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif

*Hasar olusturulduktan 4 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait transverse ve
longitudinal kesitlerde 2 haftalik hasar grubunda oldugu gibi fibroblast sayisi artig
gostermisti ve niikleuslar1 6kromatik yapidaydi (Sekil 4.25a). Graniilli endoplazmik
retikulum miktart artmigti (Sekil 4.25b). Diger bir ifadeyle kollajen lif sentezinin
artisina  yonelik degisiklikler bu grupta da gozlendi. Kollajen Lif sayisi ve
organizasyonuna transvers ve longitudinal kesitlere baktigimizda hasarin 2. haftadakine
oranla iyilesme gosterdigini gozlemledik. Kollajen lifler arasinda hala bosluklar
bulunmaktaydi. Kollajen liflerin ¢ap1 2 haftalik hasar grubunda bulunan liflerin ¢apma

oranla artig gostermisti (Sekil 4.25¢). Liflerin kenar1 kontrol grubundaki liflere oranla
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piirizlitydii ancak 2 haftalik hasar grubundaki liflere oranla daha diizgiindii (Sekil
4.25d,e).

Sekil 4.25. 4 haftalik hasar grubuna ait TEM goriintiileri a) 2156 biiyiitmede transvers kesit goriintiisii
n= niikleus, b)10000 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, «— = golgi endoplazmik
retikulum (GER), ¢) 77500 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif d)
12930 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif, €) 77500 biiyiitmede
kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisd, * = kollajen lif

*Hasar olusturulduktan 6 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait transverse ve
longitudinal kesitlerde 6kromatik yapida niikleuslara sahip fibroblastlarin sayis1 diger
hasar gruplarinda oldugu gibi kontrol grubuna oranla artis gostermisti (Sekil 4.26a).
Graniillii endoplazmik retikulum miktar1 kontrol grubundakinden daha fazla ve genis
dagilim gostermekteydi (Sekil 4.26b). Kollajen lif sentezini artirmaya ydnelik
adaptasyonlar1 bu grupta da gozlemledik. Kollajen liflerin capt 4 haftalik hasar
grubundaki liflerin ¢apimna oranla artis gostermisti (Sekil 4.26c). Liflerin kenar1 kontrol
grubundaki liflere oranla piiriizlilydii ancak 2 ve 4 haftalik hasar grubundakilere oranla

daha diizgiindii (Sekil 4.26d,e).
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Sekil 4.26. 6 haftalik hasar grubuna ait TEM goriintiileri a) 10000 biyiitmede transvers kesit goriintiisii
n= niikleus, b)12930 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, «— = golgi endoplazmik
retikulum (GER), c) 77500 biiyilitmede transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif d) 12930 biiylitmede
kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, ¢) 77500 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal Kkesit
goriintiisii, * = kollajen lif

Ultrason Grubu TEM Sonuclar

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca ultrason uygulanan gruba ait transverse ve
longitudinal kesitlerde kontrol grubuna oranla niikleus sayisinda artis yani tenosit
sayisinda artis gozlendi. Tenositlerin niikleuslarinda heterokromatin miktar1 azalmais,
Okromatin miktar1 artmust1 (Sekil 4.27a). Ayrica graniillii endoplazmik retikulum genis
yayihm gostermekteydi (Sekil 4.27b). Bu da ultrason uygulanan grupta kollajen
sentezinin arttigmi gosteren bulgulardi. Bu gruptaki kollajen lifler kontrol grubuna
oranla daha diizensiz ve ¢aplar1 daha ince ve etrafi piiriizliiydii. Kollajen lif kalinliklar
hasar olusturulduktan 2 ve 4 hafta sonra sakrifiye edilen ratlarmkine benzemekteydi

(Sekil 4.27c,d,e).
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Sekil 4.27. 2 haftalik ultrason grubuna ait TEM goriintiileri a) 10000 biiyiitmede transvers kesit
goriintiisi  n= niikleus, b)12930 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, « = golgi
endoplazmik retikulum (GER), c) 77500 biiytitmede transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif d) 3597
biiylitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, e) 77500 biyiitmede kollajen liflerin
longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif

*Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca ultrason uygulanan gruba ait transverse ve
longitudinal kesitlerde 2 hafta boyunca ultrason uygulanan grupta oldugu gibi tenosit
sayisinda artig, tenositlerin niikleuslarinda 6kromatin yapi gézlemledik (Sekil 4.28a).
Ayrica graniillii endoplazmik retikulum genis yayilim gostermekteydi (Sekil 4.28Db).
Kollajen lifler 2 hafta boyunca ultrason uygulanan gruba kiyasla daha diizgiindii ve
caplar1 daha kalindi. Hasar grubuna ait kollajen lifleri ile karsilastirdigimizda hasar 2 ve

4 haftalara oranla daha iyi gorinmekteydi (Sekil 4.28c,d,e).

54



Sekil 4.28. 4 haftalik ultrason grubuna ait TEM goériintiileri a) 7750 biiyiitmede transvers kesit
goriintiisi n= niikleus, b)12930 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, « = golgi
endoplazmik retikulum (GER), c¢) 77500 biiyiitmede transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif d)
12930 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, ) 77500 biiyiitmede kollajen liflerin
longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif

*Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca ultrason uygulanan gruba ait transverse ve
longitudinal kesitlerde ultrason uygulanan diger gruplarda oldugu gibi tenosit sayisinda
artig, tenositlerin niikleuslarinda 6kromatin yap1 gozlemledik (Sekil 4.29a). Ayrica
graniillii endoplazmik retikulum genis yayilim gostermekteydi (Sekil 4.29b). Kollajen
lifler 2 ve 4 hafta boyunca ultrason uygulanan gruplara kiyasla daha diizgiindii, ¢aplar1

daha kalind1 (Sekil 4.29¢,d,e).
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Sekil 4.29. 6 haftalik ultrason grubuna ait TEM goriintiileri a) 2156 biiyiitmede transvers kesit
goriintiisi. n= niikleus, b)10000 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, « = golgi
endoplazmik retikulum (GER), c) 77500 biiyiitmede transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif d)
35970 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, ) 77500 biiyiitmede kollajen liflerin
longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif

Kitosan Grubu TEM Sonug¢lan

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca kitosan uygulanan gruba ait transverse ve
longitudinal kesitlerde kontrol grubuna oranla niikleus sayisinda artis yani tenosit
sayisinda artig gozlendi. Tenositlerin niikleuslart 6kromatik yapidayd: (Sekil 4.30a).
Ayrica graniillii endoplazmik retikulum genis yayilim gostermekteydi (Sekil 4.30b).
Diger bir ifadeyle kitosan uyguladigimiz grupta kollajen sentezi artmisti. Bu gruptaki
kollajen lifler kontrol grubuna oranla daha diizensiz ve c¢aplar1 daha ince ve etrafi
puriizlilydi (Sekil 4.30c,d,e).Kollajen lif kalinliklar1 hasar olusturulduktan 2 ve 4 hafta

sonra sakrifiye edilen ratlarinkine benzemekteydi.

56



Sekil 4.30. 2 haftalik kitosan grubuna ait TEM goriintiileri a) 7750 biiylitmede longitudinal kesit
goriintiisi  n= niikleus, b)16700 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, « = golgi
endoplazmik retikulum (GER), c¢) 77500 biiyiitmede transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif d)
21560 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, ) 77500 biiyiitmede kollajen liflerin
longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif

*Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca kitosan uygulanan gruba ait transverse ve
longitudinal kesitlerde 2 hafta boyunca ultrason uygulanan grupta oldugu gibi tenosit
sayisinda artis, tenosit niikleuslarinda Okromatik yapi1 (Sekil 4.31a). ve graniilli
endoplazmik retikulum yayilhiminda artis gozledik (Sekil 4.31b). Kollajen lifler 2 hafta
boyunca ultrason uygulanan gruba oranla daha 1iyi goriiniimliydiiler. Caplar1
kalinlagmis, etraflar1 daha az piiriizliydii ancak 2 hafta boyunca ultrason uygulanan

gruba oranla ¢aplar1 daha inceydi (Sekil 4.31c,d,e).
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Sekil 4.31. 4 haftalik kitosan grubuna ait TEM goriintiileri a) 4646 biiyiitmede transvers kesit
goriintiisi n= niikleus, b)10000 biiyiitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, « = golgi
endoplazmik retikulum (GER), c) 77500 biiyiitmede transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif d)
35970 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, €) 77500 biiylitmede kollajen liflerin

longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif

*Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca kitosan uygulanan gruba ait transverse ve
longitudinal kesitlerde de 6kromatik yapida niikleusa sahip tenosit sayisinda artis (Sekil
4.32a). ve graniillii endoplazmik retikulum yayiliminda artis gozledik (Sekil 4.32b).
Kollajen lifleri yapis1 2 ve 4 hafta boyunca kitosan uyguladigimiz gruptaki ratlarinkine

oranla daha kalin ve piirtizsiizdii (Sekil 4.32¢,d,e).
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Sekil 4.32. 6 haftalik kitosan grubuna ait TEM goriintiileri a) 10000 biiyiitmede transvers kesit
goriintiisi n= niikleus, b) 21560 biiylitmede kollajen liflerin transvers kesit goriintiisii, <« = golgi
endoplazmik retikulum (GER), c¢) 77500 biiyiitmede transvers kesit goriintiisti, * = kollajen lif d)
35970 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, €) 77500 biiylitmede kollajen liflerin
longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif

Ultrason+Kitosan Grubu TEM Sonuglan

Hasar olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
gruba ait transverse ve longitudinal kesitlerde 6kromatik yapida niikleusa sahip tenosit
sayisinda artig (Sekil 4.33a) ve graniillii endoplazmik retikulum yayiliminda artis
gozledik (Sekil 4.33b). Kollajen lifler 2 hafta boyunca sadee ultrason ve sadece kitosan

uygulanan ratlardakine oranla daha kalin ¢apli ve daha az piirtizlitydii (Sekil 4.33c,d,e).
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Sekil 4.33. 2 haftalik ultrasontkitosan grubuna ait TEM goriintiileri a) 10000 biiyiitmede transvers
kesit goriintiisii n= niikleus, b) 6000 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, « =
golgi endoplazmik retikulum (GER), c¢) 77500 biiyiitmede transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif d)
35970 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, €) 77500 biiyiitmede kollajen liflerin
longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif

*Hasar olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
gruba ait transverse ve longitudinal kesitlerde 6kromatik yapida niikleusa sahip tenosit
sayisinda artis (Sekil 4.34a) ve graniilli endoplazmik retikulum yayiliminda artis
gozledik (Sekil 4.34Db). 4 hafta boyunca ultrason ve kitosan uygulanan ratlara oranla bu

gruptaki kollajen lifler daha kalin ¢apli ve daha az piiriizliiiiydii (Sekil 4.34c,d,e).
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Sekil 4.34. 4 haftalik ultrason+kitosan grubuna ait TEM goriintiileri a) 2704 biiyiitmede longitudinal
kesit goriintiisii n= niikleus, b) 6000 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, « =
golgi endoplazmik retikulum (GER), c¢) 77500 biiyiitmede transvers kesit goriintiisii, * = kollajen lif d)
35970 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, €) 77500 biiylitmede kollajen liflerin
longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif

*Hasar olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
gruba ait transverse ve longitudinal kesitlerde 2 ve 4 hafta boyunca hem ultrason hem de
kitosan uygulanan gruplarda oldugu gibi 6kromatik yapida niikleusa sahip tenosit
sayisinda artig (Sekil 4.35a) ve graniillii endoplazmik retikulum yayiliminda artig
gozledik (Sekil 4.35b) Tedavi uygulanan tiim gruplar igerisinde kontrol grubuna en
yakin morfolojideki kollajen lifleri bu grupta gozlemledik. Kollajen lifler arasindaki
bosluklar azalmis, 1if caplar1 azalmis ve liflerin etrafi piiriizsiiz hale gelmisti (Sekil

4.35¢,d,e).
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Sekil 4.35. 6 haftalik ultrason+kitosan grubuna ait TEM gériintiileri a) 6000 biiylitmede transvers kesit
goriintiisii n= niikleus, b) 16700 biiylitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, «— = golgi
endoplazmik retikulum (GER), c) 77500 biiyiitmede transvers kesit goriintiisti, ¥ = kollajen lif d)
35970 biiyiitmede kollajen liflerin longitudinal kesit goriintiisii, €) 77500 biiylitmede kollajen liflerin

longitudinal kesit goriintiisii, * = kollajen lif
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5. TARTISMA

Asil tendonu insan viicudunda en sik yaralanan tendonlardan biridir. Bu tendonun
yaralanmalar1 zayiflatici komplikasyonlara neden olabilir ve uzun siireli rehabilitasyon
gerektirebilir (Gum ve ark., 1997). Bir tendonun iyilesmesi, boliinebilecek hiicresel,
vaskiiler ve hiicre dis1 matriks degisikliklerini gerektiren bir islemdir: 1. enflamatuar
yanit ve neoanjiyogenez 2. fibrillogenez ve fibroplazi ve 3. matrisin yeniden
sekillenmesi asamalarindan gegmektedir (Enwemeka, 1989). Asil tendon riiptiiriiniin
klinik rehabilitasyonu iyilesme evresine 6zgli olmalidir. Terapdtik ultrason disinda,
lazer, elektrik stimiilasyonu ve tendon egzersizi gibi fiziksel yontemler de iyilesmeyi
arttirmada 6nemlidir (Enwemeka ve ark., 1988; Enwemeka, 1992; Reddy ve ark., 1999).
Bununla birlikte, farkli tedavilerin etkileri ayni anda uygulandiginda birbirlerini
dengeleyebilecegi i¢in dikkatli olunmalidir (Gum ve ark., 1997). Uygun olmayan
ultrason dozu da litik bir etkiye sahip olabilir ve doku onarmmi swrasinda endotel
hiicrelerinin bozulmasina neden olabilir (Roberts ve ark., 1982; De Deyne ve Kirsch-
Volders, 1995).

Cahsmamizda denek olarak 8 haftalik Rattus norvegicus Wistar albino erkek rat
kullanildik. Bunun nedeni ise; iyilesme parametresinin yasa bagli olmasi nedeniyle
ratlarm gen¢ olmasi, kolay elde edilmesi ve tedavi yonteminin daha kolay

uygulanmasidir (Jackson ve ark., 1991).

Terapotik ultrason, tendonlara, baglara, kaslara, eklem kapsiilii iltihabina, bursit ve
iskelet kas1 agrisina bagh ¢esitli yaralanmalarin tedavisinde 50 yildan uzun bir siiredir
bir ajan olarak kullanilmaktadir (Kitchen, 1990). Histolojik ve biyokimyasal ¢alismalar,
terapotik ultrason uygulamasindan sonra kollajen konsantrasyonunun, kollajen
fibrillerinin ve yirtilmis tendonlarin fibril yogunlugunun arttigmi gostermistir. Bu
morfolojik degisiklikler, tendonlarin biyomekanik iyilesmeleri olarak kendini gosterir.
(Frieder ve ark., 1988; Jackson ve ark., 1991). Terapotik ultrason tedavisinin doku
iyilesmesi iizerindeki etkileriyle ilgili onceki calismalar ¢eliskilidir. Baz1 calismalar
yararh bir etki gostermedigini belirtirken (Roberts ve ark., 1982; Turner ve ark., 1989)

bagka arastirmacilar ise ¢ok daha iyi bir iyilesme orani bildirmistir (Stevenson ve ark.,
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1986; Dyson, 1987; Enwemeka, 1989; Enwemeka ve ark., 1990; Gan ve ark., 1995).
Horoz ve sicandaki tendon yaralanmasi i¢in ultrason tedavisi ile mekanik giicte veya
enflamatuar yanitta iyilesme gostermeyen benzer bulgular da bildirilmistir (Goddard ve
ark., 1983; Turner ve ark., 1989). Harvey ve ark. siirekli ya da darbeli tipte terapotik
ultrason ile tedavi edilen kiiltiirlenmis fibroblastlarin, sahte sonik kontrollerden daha
fazla protein sentezledigini bildirilmistir (Harvey ve ark., 1975). Bu c¢eligkili sonuglar,
hayvanlarin terapdtik ultrasona farkli tepki verdigini ve etkinin tedavi parametrelerine
duyarli oldugunu gosterebilir (Gelberman ve ark., 1984). Bunlar, yaralanma sekli ve
eklemlerin immobilizasyon etkisi nedeniyle sonuglar1 etkilemis olabilir. Terapdtik
miidahalenin zamanlamasinin, tedavi sonucunun 6nemli bir belirleyicisi olabilecegi ve
ultrason miidahalesinin gecikmesinin O6nemli sonuglara katkida bulunabilecegi
belgelenmistir (Enwemeka, 1989; Turner ve ark., 1989). Dyson ve ark. terapdtik
ultrasonun kollajenin polimerizasyonu ile baglantili kimyasal bag olusumuna miidahale
edebilecegini ileri silrmiistiir. Ayrica, kollajen ve diger matriks proteinlerinin
sentezinden sorumlu olan, bag dokusu onariminda temel 6neme sahip hiicreler olan

fibroblastlarin aktivitesini uyardigmni 6ne siirdiiler (Dyson ve ark., 1968).

Ayrica tendon yaralanmalarinin tedavisinde terapdtik ultrasonun kullanim dozu, siiresi
ve etkinligi ile ilgili ¢eliskili sonuglar bildirilmistir. Hem yiiksek hem de diisiik doz
kullanilarak yapilan caligmalar literatiirde oldukg¢a fazladir. Bu karsilastirmay1 yapan
baz1 calismalarda diisiik doz ultrason ile yapilan tedavinin yiiksek doz ultrasona gore
daha etkin ve tedavi edici bulunmustur (Fyfe ve Chahl, 1984; Enwemeka ve ark., 1990;
Demir ve ark., 2004)

Ancak terap6tik ultrasonun tedavi yogunlugunun etkisi iyi karsilastirilmamigtir. Simdiye
dek, ultrason tedavisi i¢in parametre se¢imi konusunda genel bir fikir birligi yoktur ve
terapotik ultrasonun kismi yirtilma tendonlar1 iizerindeki klinik etkinligine dair kanitlar
hala eksiktir Pozitif sonug veren ¢aligmalarin ¢ogu, 3 MHz frekansinda siirekli ultrason
dalgasimi 1 W/ cm?® siddeti modunda kullanmustir. Biz de calismamizda denekelere
terapotik ultrason kriteri olarak 3 MHz frekansinda siirekli ultrason dalgast modu
kullandik. Ayrica terapdtik ultrasonu haftanin 5 giinii 5 dakika boyunca 1 W/ cm?

siddetinde olmak {izere tedavi gruplarimiza uyguladik.
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Draper ve arkadaslari, Ashton ve arkadaslar1 ve Chan ve arkadaslari, ¢esitli derinliklere
(5 cm veya daha az) termistorler yerlestirdi ve 1 MHz ve 3 MHz ultrasonla 10 dakikalik
bir tedavi sirasinda kas sicakligindaki artis1 6lgtiiler. Veriler, 1-MHz ve 3-MHz ultrason
ile yapilan tedavinin, doku sicakligindaki zamana ve doza bagl bir artisa yol agtigini
gostermektedir (Draper ve ark., 1995; Ashton ve ark., 1998; Chan ve ark., 1998). Ter
Haar, cildin ve altindaki dokunun sitilmast igin ultrason yogunlugunun 1.5 W / cm?den
3.0 W/ cm®ye (1 MHz frekansi) yiikseltilmesi gerektigini buldu (Ter Haar ve Hopewell,
1982).

Turner ve ark. yaptiklar1 deneysel ¢alismada yogunlugu 1 W/cm?, frekanst 3 MHz,
giinde 4 dk ve haftada 3 giin olmak iizere 5 hafta terapotik ultrason uygulamiglardir.
Ancak tedaviye cerrahi sonras1 7. giinde baslayip alciy1 ise 3 hafta sonra ¢ikartmislardir.
Bunun sonucunda ise erken proliferatif donemi kagirarak olumlu sonu¢ alamadiklarini
tespit etmislerdir (Turner ve ark., 1989). Calismamizda yer alan deneklere al¢1 ya da
benzeri bir immobilizasyon uygulamayip operasyondan 1 giin sonra olmak iizere

terapotik ultrason uyguladik.

Enwemeka, 3 MHz siirekli ultrasonun tavsanlarda yarali Asil tendonu {izerindeki
etkilerini incelemis ve 5 dakika boyunca 1 W / cm?de tedavi seansi ile, tendonun hem
gerilme kuvvetinde hem de enerji emme kapasitesinde belirgin bir sekilde gelistigini
kesfetmistir (Enwemeka, 1989). Ayni ¢alismaci, daha sonraki bir ¢alismasinda, tendon
onarimu icin 0,5 W / cm”lik daha diisiik bir dozaj kullanarak da benzer bulgular rapor
etmistir (Enwemeka ve ark., 1990). Enwemeka'nin (1989, 1990) yaptig1 ¢alismalarda,
tendonlar tamamen kesilmis ve dikilmis ve ilgili eklemler ultrason tedavisi sirasinda
sabitlenmistir. Yaralanmadan 9 giin sonra, tamamen kesilmis ve cerrahi olarak tamir
edilmis sican Asil tendonlarinin gerilme kuvvetinin, terapotik ultrason ile tedavi edilen
tendonlarda daha fazla oldugunu bildirmistir (Enwemeka, 1989; Enwemeka ve ark.,
1990). Demir ve ark. riiptiire edilmis ratlara ait Asil tendonlarmda diisiik doz (0,5
W/ecm?) ve giinde 5 dk olmak iizere terapdtik ultrason tedavisi uygulamislardir.
Biyokimyasal ve biyomekanik bulgular dogrultusunda diisiik doz uygulanan terapotik
ultrasonun control grubuna gore anlamli bir sekilde hizlanan iyilesme parametresi elde
etmislerdir. Roberts ve ark. 0,8 W / cm?lik bir dozda 6 haftahk kesikli ultrason
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tedavisinin, tavsanlarda onarim tendonlarmin giiclinii arttiramadigmi bildirmistir

(Roberts ve ark., 1982).

Literatiirdeki baska bir ¢calisma, hem diisiik dozun (1.0 W / cm?) hem de yiiksek dozun
(20 W / cm? ultrason tedavisinin, kismen transfekte edilmis Asil tendonunun
kuvvetinin artmasiyla belirtildigi gibi Asil tendonu onarim hizin1 artirabilecegini
gostermistir. Yiiksek doz grubunun, diisikk doz grubundan daha fazla ortalama gii¢ elde
ettigi gortlmistiir (Ng ve ark., 2003). Jacson ve ark. siirekli terapi, tedavi seans1 basina
4 dakika boyunca 1 W/ cm? siddetinde tendona uygulamuslardir. Sonuglar, ultrason
tedavisinin, sicanlarin yarali Asil tendonlarmin tamir hizini arttirdigini géstermektedir.
Sonuglar ayrica, artmis kolajen sentezi ve tendon onarmm sirasinda daha fazla gerilme
arasidaki iliskiyle de tutarhidir (Jackson ve ark., 1991). Yaptigimiz deneyselgalismalar
sonucunda literatiirde yer alan bir¢ok sonugla dogru orantili bulgular elde ettik. Tendon
onariminda terapotik ultrason uygulamasi sonucunda kollajen liflerin zamanla diizenli
hale geldigini, sayica 6nemli bir artis oldugunu ve bu bdlgede vazkiilarizasyonun artmis
olmasi ile dokuda tamir mekanizmasmin tedavi siiresiyle dogru oranth bir sekilde

calistigin1 gostermis bulunmaktayiz.

Kitosanin ylizeysel yara onarmmi iizerindeki etkilerin yani sira, dokuma olmayan
polyester elyaf ile onarimdan sonra, kitinin koyun fleksor tendonlarinin iyilesmesi
tizerindeki etkisi arastirilmustir.  Kitinin - dokunmamis kumas tendon implantlari
etrafindaki kolajen farklilagsmasi1 {izerinde yararli bir etkisi oldugu bulunmustur

(Okamoto ve ark., 1997).

Su ve ark. yaptiklar1 deneysel caligmada kitosan matrisi kullanarak Asil tendon
hasarinda tedavi grubu olusturdular. Tiim tendonlar 12 hafta i¢inde iyilesmisti. Genel
olarak, tamir bolgesinde olusturulan doku, net bir yonelim olmadan, tenosit benzeri
hiicrelerin (fibrotik doku) ve graniilasyon dokusunun bir karisimini sergilemistir.
Kitosan ile tedavi edilen tendonlar kontrol grubuna goére (ortalama,% 12.3) daha fazla
fibrotik dokuya (genel ortalama,% 21.5) sahip olan ve anlaml bir fark (P = .003) elde
etmislerdir. Kitosan ile tedavi edilen tendonlarin, tedavi edilmeyen kontrol tendonlarina
gore 1 ile 2 hafta (P <.001) icerisinde belirgin sekilde daha yiiksek hiicre yogunluguna

sahip oldugunu tespit etmislerdir. Kitosan ile tedavi edilen grupta fibréz doku
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yiizdesinin kontrol grubuna gére anlamli derecede yliksek oldugunu gostermislerdir. Bu
gelismis fibroblastik tepkinin, kitosanin hiicre gog¢iinii arttirma ve tamir igin bir iskele
gorevi gormesine bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger caligmalar, kitosanin
primer tiirev oldugu kitinin, hiicre ve deri alt1 dokularinin hiicre gociinii artirarak

iyilesmesini hizlandirdigini géstermistir (Su ve ark., 1999).

Melamed ve ark. ise kitosani rotator cuff yirtigi deneysel modelinde kullanmustir.
Hiicresel bir matris olarak kitosanin kullanimi, iyilesen fibroz doku olusumunu
gelistirdigini ve hiicre sayisint arttirdigini  géstermislerdir. Caligsmalarinda kitosan
matrisinin ameliyattan 6 hafta sonra absorbe olma egiliminde oldugunu belirtmislerdir.
Ek olarak, histolojik bulgular, fibr6z tamir dokusunun, ameliyattan 8 hafta sonra zirveye
ulagana kadar kademeli olarak arttigin1 gostermistir. Kitosan iskelesinin emilim hizinin,
tamir dokusunun tamamen geri kazanilmasinda nemli bir gosterge oldugunu
belirtmiglerdir. Onarim sahasindaki yapismasi ve nihai absorpsiyon, artroskopik cerrahi
ortamindaki subakromiyal bosluktan sulama sivisinin akisiyla zorlanabilir. Bununla
birlikte, kitosan daha saglam bir jel formunda kaldigindan, tamir yerinden yikanmaya

kars1 daha iyi dayanir. (Melamed ve ark., 2015).

H.Zhang ve ark. 55 eriskin legbornlu tavugun uzun fleksor tendonu kesip Kitosan
membrani ile kapsiillenmis hale getirerek dikmislerdir. Isik mikroskobu ile tendon
iyilesmesi ve yapisma goézlemislerdir. Tendon iyilesmesinin 4 hafta igerisinde kitosan
membrandan etkilendigini ve 4 hafta sonra tendon gerginligi Onleyici kuvvet
arttirildigini - bildirmislerdir. Kitosan membranin su ozelliklere sahip oldugunu
bildirmislerdir: higbir yan etkisinin olmadigy, iyi gegirgenlik, ¢oziilebilirlilik, emilebilir

ve se¢ici inhibisyon, fibroblast biiyiimesini 6nlemek ( Zhang ve ark., 1999).

Chen ve ark. yaptiklar1 ¢alismada en dnemli bulgu olarak, kitosan ile yapilan tedavinin,
hem si¢an onarmmli tendon dokusunda hem de ondan izole edilen fibroblastlarda miR-
29b ekspresyonunu belirgin sekilde arttirdigini  belirtmislerdir. Sonug¢ olarak,
caligmalarinda kitosanin ameliyattan sonra Asil tendonunun kayma hareketini arttirdigi
ve tendon fibroblastlarinin in vitro deneylerde biiylimesini Onledigi goriildii. Ayrica,
kitosanin tendon iyilesmesi iizerindeki olumlu etkilerinin miR-29b'nin yiiksek

ekspresyonuna ve bunun TGF-/1 / Smad3'in asagi regiilasyonuna ve G1 fazinda

67



fibroblastlarin yukari regiilasyonuna katkida bulundugunu gostermektedir. Mevcut
bulgular, kitosanin tendon iyilesmesine daha iyi uygulanmasi i¢in teorik bir temel
sunmakta oldugunu diistindiirmektedir (Chen ve ark., 2014).

Hiicrelerle ekilmis biyobozunur ii¢ boyutlu (3D) iskeleleri kullanan doku miithendisligi
yaklagimi, siddetli bag ve tendon hasarmin tedavisi i¢cin daha fazla potansiyel alternatife
sahiptir. 3D iskelenin doku miithendisliginde ana rolii, hiicreler kendi iiretene kadar dogal
ekstraseliiler matrix biyomekanik 6zelliklerine sahip gecici bir sablon saglamaktir. Ek
olarak, yap1 iskelelerinin rolii, hiicre yapismasini, biiylimesini, go¢iinii, farklilagmasima,
doku diizenini ve matrisin yeniden yapilanmasimi diizenleyen biyolojik bir uyaricinin
rolii olacaktir. Bir ligament ve tendon dokusundaki hiicreler, karmasik bir ekstraseliiler
matrixe gomiiliidir (Hynes, 1999). Funakoshi ve ark. yaptiklar1 deneysel ¢alismada
kitosan bazli hibrid polimer elyaflarindan yapilmis bir 3D iskelenin tip | kollajen
iretimini arttirdigimi ve rotator mansetin yenilenen dokusuna in vivo olarak yeterli
mekanik dayanim sagladigimni dogrulamistir. Birka¢ simnirlama olmasina ragmen, bu
sonuglar, bu yeni 3D iskele ile mevcut doku miihendisligi teknikleri kullanilarak rotator
manget rejenerasyonunun fizibilitesini kuvvetle ortaya koymaktadir (Funakoshi ve ark.,

2005).

Alg jel kaph kitosan-kollajen jel hizali poli nanofiber iskelenin hizalanmis tendon
rejenerasyonu i¢in immobilize edilmis kosullarda uygun bir yap1 saglayacagi sonucuna

varmustir (Deepthi ve ark., 2016).

Insan kaynakli pluripotent kdk hiicreler (hiPSC), Asil tendonu onarmm modelinde
gosterildigi gibi yirtik tendonlarmm yenilenmesi icin hiicresel bir kaynak gorevi
gorebilmektedir. Kitosan bazl iyi hizalanmis fiber yap1 iskeleti, hiPSC'lerin in vitro ve
in vivo olarak tenojenik farklilasmasini sagladigi belirtilmistir. Sican Asil tendonu
onarim modelinin makroskobik morfolojisi, histolojisi ve biyomekanik analizi,
hizalanmis fiber iskelesinin hiPSC'lerin farklilasmasini diizenledigini ve boylece tendon

onarmini destekledigini gosterir ( Zhang ve ark., 2015).

Depress-Tremblay ve ark. ¢alismalarinda, otolog Plateletten Zengin Plazma (PRP)

¢oziindiiriilmiis, dondurularak kurutulmus kitosandan olusan implantlarin bir tavsan
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modelinde rotator manget onarimini iyilestirip iyilestiremeyecegini degerlendirmislerdir.
Calismalarinin sinirlamalarina ragmen, 6n caligmalarinda kitosan-PRP implantlarinin
enjeksiyon yerinde tutuldugunu ve eklemde zararli etkiler yaratmadigini gostermislerdir.
Ek olarak, kitosan-PRP implantlarinin, transossedz dikis ile birlikte kullanilmasi,
supraspinatus tendonunun humeral basa tek basma dikise kiyasla daha iyi yapismasini
saglamistir. Bu ¢alisma, kitosan-PRP implantlarinin kiigiik bir hayvan modelinde rotator
manset yirtilmasi onariminin iyilestirilmesinde giivenli ve muhtemelen etkili oldugunu

tespit etmislerdir (Depres-Tremblay ve ark., 2019).

Literatiirdeki baska bir ¢alismanin amaci, tendon kok hiicrelerinin (TSC) kitosan / b-
gliserofosfat / kollajen (C / GP / Co) hidrojel ile lokal olarak uygulanmasmin, sican
modelinde akut Asil tendon yaralanmasindan sonra iyilesmeyi destekleyip
desteklemedigini belirlemekti. Bu ¢alisma, C / GP / Co hidrojel ile birlestirilmis TSC
transplantasyonunun, implantasyondan 4 ve 6 hafta sonra rejenere dokunun histolojik,
immiinohistokimya ve biyomekanik sonuglarmi o6nemli oOlgiide iyilestirdigini
gostermektedir. C / GP / Co hidrojelli TSC'ler, tendon hasar1 i¢in potansiyel olarak etkili
bir tedavi yontemi oldugu savunulmaktadir. Yaralanma sonrasi 2. haftada tendon
fibroblastlarinda ve matrikslerde hafif kollajen tip III ekspresyonu vardi. Yaralanma
sonrasi 4. haftada tendon fibroblastlarinda ve matrikslerde kollajen tip IIl'iin yogun
ekspresyonu artmusti. Yara igindeki kollajen tip III ekspresyonu 6. haftada 6nemli dl¢iide
azaldi (Yang ve ark., 2018) . Bu c¢alismanin sonucuna paralel olarak bizde

bulgularimizda kollajen 3 ekpresyonu bulgularmni elde ettik.

Literatiirde yer alan tendon hasar1 sonrasi kitosana bagli bir¢ok tedavi yOntemi
bulunmaktadir. PRP, insan kaynakli pluripotent kok hiicreler, 3D iskelenin doku
mithendisligi ve poli nanofiber yapi olarak kitosanin oldukga genis kullanim sahasi
bulunmaktadir. Jel halinde kullanildig1 gibi son yillarda gen {izerinden ve doku
mithendisligi calisma parametrelerinde de kullanilmaktadir. Deneysel ¢aligmalarimizda
kullandigimiz yontem olan kitosan soliisyonuna uygun olarak literatiirde c¢ok fazla
caligma yoktur. Bu nedenle bulgularimiz1 karsilastirabilecegimiz pek fazla kaynak elde

edemedik.
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6. SONUC ve ONERILER

2.,4. ve 6. haftalarda ki deney gruplarinda doku iyilesmeleri fonksiyonel ve histolojik
olarak arastirilmistir. Hematoksilen ve Eozin, Masson Trikom ve TEM bulgularindan

birbirini destekleyen sonuglar alinmustir.

Hasar olusturulduktan 2,4 ve 6 hafta sonra sakrifiye edilen ratlara ait tendonlarda tedavi
yapilmayan grup oldugu halde kollajen liflerde az da olsa 1yilesme gdzlenmistir. Kolajen
liflerin zamanla diizenli hale geldigini ve bu bolgede vazkiilarizasyonun artmis olmasi

dokuda tamir mekanizmasmin az da olsa ¢alistigin1 gostermektedir.

Hasar sonrasi 2,4 ve 6 hafta boyunca kitosan uygulanan gruptaki deneklere ait
bulgularda hasar grubuna gore ¢ok daha iyi tenascin ¢ ve kollajen 3 ekspresyonu
gozlemlenmistir. Okromatik yapida niikleusa sahip tenosit sayisinda artis haftalar
arasinda dogru orantili bir sekilde gozlemlenmisitr. Kollajen lifler kontrol grubuna
oranla daha diizensiz, ¢aplar1 daha ince, sayica daha fazla ve etrafi piiriizlii haldeyken
kitosan tedavisinin 6 hafta sonrasinda sayica daha fazla, daha diizenli, kalin ve

pliriizsiizdii.

2,4 ve 6 hafta boyunca hasarli tendona uygulanan ultrason tedavisi sonucunda elde
edilen bulgular kitosan uygulanan deneklere gore az da olsa daha iyi sonu¢ gdéstermistir.
Kitosan grubunda da oldugu gibi iyilesme gostergesi olan kollajen lifler, tenascin ¢ ve

kollajen 3 ekspresyonu kitosan grubuna kiyasla biraz daha 1yi sonug¢ gostermistir.

Hasar sonrasi 2,4 ve 6 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan gruptaki
deneklere ait bulgular diger tedavi edici gruplarla karsilastirildiginda en iyi sonug veren
grup olmustur. Sadece kitosan ve sadece ultrason uygulanan gruplardan elde ettigimiz
veriler kendi aralarinda az da bir fark olmasina karsin tedavi agisindan benzer sonuclar
elde edilmistir. Tedavi uygulanan tiim gruplar icerisinde kontrol grubuna en yakin
morfolojideki kollajen lifleri 6 hafta boyunca hem ultrason hem de kitosan uygulanan
gruptaki deneklerde gozlemledik. Okromatik yapida niikleusa sahip tenosit sayismda
artisin daha fazla, diizensiz yapida olan kollajen liflerin daha diizenli, sayica oldukca

fazla ve etraflarmin ¢ok daha piiriizsiiz oldugu elde edilen bulgularla desteklenmistir.
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Calismamizin sonucunda 1iyilestirici 6zelligi olan kitosan ve ultrasonun beraber
kullanildiklar1 zaman sahip olduklar1 etki mekanizmalarinin birbirini tetikleyerek cok
daha iyi sonug¢ verdiklerini diisinmekteyiz. Uzun yillardir tedavi amacl kullanilan
terapotik ultrasonunun cerrahi sirasinda uygulanan kitosanla beraber c¢ok daha iyi
sonucglar elde edilip bir tedavi yoOntemi olarak olumlu etkilerinin olabilecegi
kanisindayiz. Bulgularimizin klinige yansimasiyla, hem ortopedi hem de fizik tedavi ve
rehabilitasyon kliniklerindeki benzer hasta gruplarmin tedavi siireglerine olumlu katki

saglayabilecegini ve hastanin yasam kalitesini de arttiracagini diisiinmekteyiz.
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