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OZET

DENEYSEL ASIiL TENDINOPATI OLUSTURULAN
SICANLARDA SERISIN’IN TGF-BETA/SMAD YOLAGI
UZERINDEN ETKINLiGININ INCELENMESI

Dr. Dilek SAYIN

Asil tendonu; insan viicudundaki en agir yiik tasima kapasitesine sahip, en giiclii
tendondur. Giicline ragmen, en c¢ok travmaya ugrayan ve en cok riiptiire olan
tendondur. Asil tendinopati (AT) ise tendonun asiri derecede kullanilmasi veya
tendona fazla yiiklenilmesi sonucu ortaya ¢ikan bir patolojidir. Serisin; dogal, ucuz,
kolay ulasilabilir, biyolojik olarak uyumlu bir biyomateryaldir. Serisinin antioksidan
ve antiinflamatuvar etkinligi oldugu, kollajen sentezini arttirdig1 ve yara iylesmesi
tizerine olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, deneysel AT modeli
olusturulmus sicanlarda serisinin etkinliginin belirlenmesi, bu etkinliginin TGF-
f/Smad yolagi tizerinden gosterilmesi ve etkinliginin diklofenak sodyum ile
karsilastirilmast amaglanmistir. Bu amagla, Tip-1 kollajenaz ile AT modeli olusturulan
siganlara oral olarak diklofenak sodyum (14 giin) ve/veya intratendinéz serisin (3. ve
6. giinlerde) uygulamasi yapilmistir. Sicanlar 1. ayin sonunda genel anestezi altinda
dekapite edilmistir. TGF-B1, Smad2, CTGF, Dekorin, total oksidan-antioksidan (TOS-
TAS) ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI) seviyelerin tayini i¢in serum ornekleri,
Hemotoksilen eozin ve Masson’s trichrome boyalari ile histopatolojik, TGF-f1,
Smad2 ve Coll A1l antikorlar1 ile immiinohistokimyasal analizler i¢in asil tendon doku
ornekleri alinmistir. Bu caligsmada, serisinin fibroblast olusumunu ve kollajen sentezini
artirdig1; hemotoksilen eozin ve masson’s tricom boyalar1 ile histopatolojik olarak,
CollAl antikorlar1 ile Immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir. Serisinin AT
tedavisindeki etkinligi TGF-p/Smad yolag:i iizerinden hem ELISA hem de
immiinohistokimyasal olarak tespit edilmistir. Son olarak serisinin AT tedavisindeki
antioksidan etkinligi, ELISA yontemi ile belirlenmistir. Bulgularimiz ele alindiginda,
AT tedavisinde serisinin etkili oldugu ve rahatlikla kullanilabilecek dogal, etkin ve

hasta uyumu agisindan daha avantajli alternatif bir bilesik olabilecegi belirlenmistir.
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Calismamuz literatiirde AT tedavisinde serisin kullaniminin gosterildigi ilk ¢alisma
olup; AT tedavisine yonelik ileriki klinik c¢aligsmalara yol gosterici olabilecegi

dustintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Serisin, Diklofenak sodyum, Asil Tendinopati, TGF-f, Smad
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF SERISIN THROUGH
TGF-BETA/SMAD TRACT IN RATS WITH EXPERIMENTAL ACHILE
TENDINOPATHY

Dr. Dilek SAYIN

The Achilles tendon is the strongest tendon in the human body with the heaviest
load-bearing capacity. Despite its strength, it is the tendon that is most traumatized and
ruptured. Achilles tendinopathy (AT) is a pathology that occurs as a result of excessive
use or loading of the tendon. Sericin is a natural, inexpensive, readily available,
biocompatible biomaterial. It is known that sericin has antioxidant, anti-inflammatory
activity, increases collagen synthesis and has positive effects on wound healing. In this
study, it was aimed to determine the efficacy of sericin in rats with experimental AT
model, to show this efficacy via TGF-/Smad pathway and to compare its efficacy
with diclofenac sodium. For this purpose, diclofenac sodium (14 days) and/or
intratendinous sericin (on the 3rd and 6th days) were administered orally to rats whose
AT model was created with Type-1 collagenase. The rats were decapitated under
general anesthesia at the end of the first month. Serum samples for the determination
of TGF-B1, Smad2, CTGF, Decorin, Total oxidant-antioxidant (TOS-TAS) and OSI
levels, histopathologically with Hemotoxylin eosin and Masson's trichrome stains,
Achilles tendon tissue samples for immunohistochemical analysis with TGF-f1,
Smad2/3 and Coll A1l antibodies taken. In this study, it has been shown that sericin
increases fibroblast formation and collagen synthesis histopathologically with
hematoxylin-eosin and Masson's tricom dyes, and immunohistochemically with
CollAl antibodies. Again, its effectiveness in AT treatment was determined both by
ELISA and immunohistochemically via the TGF-B/Smad pathway. Finally, the
antioxidant activity of the series in the treatment of AT was determined by the ELISA
method. Considering our findings, it has been determined that sericin is effective in

the treatment of AT and it can be a natural, effective and more advantageous alternative

Xiii



compound that can be used easily in terms of patient compliance. Our study is the first
in the literature to show the use of sericin in the treatment of AT, and it is thought to

be a guide for future clinical studies on the treatment of AT.

Keywords: Sericin, Diclofenac sodium, Achilles Tendinopathy, TGF-B, Smad
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GIRiS

Asil tendonu, diger tendonlara gore daha yiiksek streslerle karsilastigi i¢in, insan
viicudunda en sik travmaya ugrayan ve riiptiire olan tendondur. Tendonlarin sik
yaralanmasinin yani sira, iyilesme siirecinin de uzun olmasi bazi fonksiyon kayiplarina
neden olmaktadir (1,2). Tedavi siirecinde cerrahi miidahelenin yaninda fizik tedavi,
steroid ve antiinflamatuvar ilaglar gibi cerrahi olmayan miidahalelerin etkinligi
sinirlidir (3). Bu nedenle rejeneratif yaklasimlarin gelistirilmesi i¢in tendon olusumu,
yaralanma ve iyilesme siirecindeki fizyolojik ve patolojik degisimlerin aydinlatilmasi

gerekmektedir (2).

Kas iskelet sisteminin ayrilmaz bir pargasi olan tendonlar, kas1 kemige baglar ve
kuvveti kastan kemige iletir. Bilesiminin ve yapisinin bir sonucu olarak; enerjiyi
depolayabilir ve hareketi miimkiin kilan yiiksek ¢ekme kuvvetlerine karsi
dayanabilirler (4). Normal bir tendon, kollajen liflerinin uzunlugu boyunca siralanmis
seyrek hiicreler (¢cogunlukla tenositler) ile kollajen liflerinden olusur (5). Tendinopati,
hasarli ve hastalikli tendonlarda meydana gelen, agriya ve azalmis fonksiyona yol agan
bir dizi degisiklik olarak tanimlanir. Tendonun mikro yapisindaki, bilesimindeki ve
hiicresel yapisindaki anormallikler ile karakterizedir (5). Kollajen liflerdeki
diizensizlikler, vaskiiler yapilagsma, organizasyon bozuklugu ve incelmenin yani sira

lifler arasinda artmis glikozaminoglikan (GAG) birikimi de olusmaktadir (6,7).

Hiicre dis1 matriks (ECM); esas olarak Tip I kollajenden olusan, proteoglikanlar
(PG), GAG ve 16sin agisindan zengin kiigiik proteoglikanlar (SLRP) dahil olmak tizere
glikoproteinlerden olusur (8). lyilesme siirecinde, yeniden sekillenme (remodeling)
mekanizmasinda ECM bilesenlerinin énemli rol oynadigi bilinmektedir. Tendonun
ana yapisal bileseni olan Tip I kollajen fibrillogenezinin, ECM'de bulunan PG'ler

tarafindan diizenlendigini bildirmistir (9).

Dontstiirticti biytime faktorii-p (TGF-) ailesi, TGF-P dahil olmak {izere, aktivin
ve kemik morfogenetik proteinler (BMP'ler); biiylime, doku homeostazisi ve bazi
hastaliklarin gelisiminde hayati rol oynarlar (10). TGF-B sinyalizasyonu, TGF-f'nin

hiicre zar1 tizerindeki serin ve treonin kinaz reseptorlerine, Tip II (TBRII) ve Tip I



(TBRI) reseptorlerine baglanmasiyla baslatilir (11). Aktif TGF-f reseptor
komplekslerinden hiicre ¢ekirdegine sinyallerin iletilmesi i¢in Smad proteinlerine
ithtiya¢ vardir (12). TGF-B1'in pro-fibrojenik etkisinin énemli bir amplifikatorii olarak
bilinen sitokin bag dokusu biiyiime faktérii (CTGF) mezenkimal hiicrelerde ve

fibroblastlarda TGF-B1/Smad sinyal yolaginda rol aldig1 bilinmektedir (13-15).

Serisin, ipek bocegi Bombyx mori tarafindan iiretilen bir proteindir (16). Ilag,
biyomedikal, kozmetik, gida ve tekstil gibi farkli endiistrilerde kullanilan bir
biyomalzemedir (17). Insan dokularina biyouyumlu, anti-bakteriyel etkili, biyolojik
bozulmaya ve oksidasyona karsi direncli oldugu bildirilmistir (18,19). Serisinin doku
hasar onarimi tizerine olumlu etkilere sahip oldugu, keratinositlerin ve fibroblastlarin
biiylimesini sagladig1, yara iyilesme siireci i¢in diizenleyici sitokinler {iretmenin yani
sira, yeniden epitelizasyona ve iyilesmede kritik rol oynayan ECM proteinlerinin

tiretimine katildigin1 ve kollajen olusumunu uyardigini gosterilmistir (20-22).

Asil Tendinopati (AT) patogenezini arastirmak i¢in hayvan modellerinin
kullanim1 6nemlidir ve kollajenaz kaynakli tendinopati yaygin olarak kullanilan bir
deney modelidir (23). Literatiirde deneysel tendinopatinin patolojisini ve fonksiyonel
prognozunu daha ayrintili olarak inceleyen az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
nedenle hem mevcut tedavilerin eksiklikleri, hem de hastalifin prognozu hakkinda
derinlemesine bilgi edinilmesi amaciyla mevcut uygulamalara yeni 151k tutabilen
potansiyel tedavi alternatiflerini kesfetmeye ihtiya¢ vardir. Serisinin doku
onarimi/rejenerasyon, anti-oksidan ve anti-inflamatuar etkinligini gosteren cesitli
caligmalar bulunmasina ragmen AT tedavisinde etkinligini gosteren herhangi bir

calisma literatiirde mevcut degildir.

Serisinin, keratinositlerin ve fibroblastlarin biiylimesini sagladigi, doku
onarimi/rejenerasyonda etkili oldugu, anti-oksidan ve anti-inflamatuar etkinlige sahip
oldugu bilinmektedir (20). Bu yiizden, glinimiiziin yaygin bir hastaligi olan AT
tedavisinde de serisin kullanilabilir. Bu bilgiler 1s181nda, bu calismada Tip-1 kollajenaz
ile olusturulan deneysel AT modelinde, AT patogenezinde onemli rol oynayan
oksidatif stres ve inflamasyonun azaltilmasinda potansiyel bir ajan olan Serisinin
etkinliginin TGF-f/Smad yolag1 {izerinden arastirilmasi ve bu etkinliginin AT

tedavisinde sik kullanilan diklofenak sodyum ile karsilastirilmasi amaglanmistir. Bu



calisma AT patogenezinde onemli rol oynayan inflamasyonun azaltilmasindaki
Serisinin roliinii arastirilarak AT tedavisindeki etkinliginin belirlenmesini, bu
etkinligini TGF-f/Smad yolag iizerinden arastirilmasit ve serisinin tedavideki
etkinliginin AT tedavisinde siklikla kullanmilan diklofenak sodyum ile
karsulasarilmasini icermektedir ve bu yoniiyle literatiirde bu konuyu kapsayan bir
calisma olmamasindan dolayt ozgiin bir deger kazanmaktadir. Ayrica, bu ¢alismada,
ilk kez serisin ile AT tedavisi sonrasinda tendon hasar1 ve buna bagli olusan AT
bulgularinin degisimi incelenecektir. Bu baglamda, dogal, ulasilabilir ve hasta uyumu
acisindan daha avantajli olan serisin bilesiginin AT tedavisinde etkinligi belirlenecek
olup, AT tedavisine yonelik ileriki klinik ¢alismalarda yeni bir bilesik olan serisinin

yer almasi1 hedeflenmektedir.



GENEL BIiLGILER

2.1.TENDON

2.1.1.Tendonun Yapisi

Tendonlar; parlak beyaz renkli, yuvarlak, bant veya serit gibi farkli sekillere
sahip olan fibroelastik dokulardir (24). Fizyolojik olarak kas ve kemik arasinda
yerlesim gosteren tendonlar, mekanik yiiklere karsi biiyiik direng gostererek kasta

olusturulan kuvveti kemige iletir ve eklem hareketini saglarlar (25).

Tendonlar ii¢ katmandan olusan bag dokusu ile sarilmistir. En dista elastik bir
kilif olarak islev géren Paratenon adi verilen gevsek areolar bag dokusu ile ¢evrilidir
(25,26). Paratenonun i¢ ylizeyinde yer alan Epitenon kilifi vaskiiler, lenfatik ve sinir
inervasyonunu bulunduran ince bir bag dokusudur (27). Epitenonun i¢ yiizeyinde
bulunan Endotenon ise her bir tendon lifini sarararak lif demetlerininin olusumunu

saglar (28) (Sekil 1).

Kollajen  Birincil Lif Ikincil Lif Ustinciil Lif Tendon
Lifleri Demetleri Demetleri Demetleri
(Subfasikiil) (Fasikiil)

Kollajen Lifi Endotenon Epitenon

Sekil 1: Tendonu saran bag dokusu kiliflar (29 nolu kaynaktan uyarlanmistir)

Kollajen lifleri, mikroskobik olarak incelenebilen ve mekanik olarak da test
edilebilen en kiiciik tendon birimidir. Yapisal olarak boyuna, enine ve yatay olarak
yonlenerek spiraller ve orgiiler olustururlar (28,30). Boylece tendonun hareket
durumunda, uzunlamasina, enine, yatay veya donme gibi kuvvetlere karsi iyi tampon

olustururlar. Kollajen lifleri, ti¢lii sarmal bir polipeptit zinciri olan tropokollagenden



baslayarak hiyerarsik diizenlenerek; lifler (birincil lifler); fasikiiller (ikincil lifler) ve

tendonun kendisi olan ti¢iinciil demetler seklinde organize olurlar (29) (Sekil 1).

ECM i¢inde yer alan tendonlarin hiicresel elemanlarinin yaklasik %90’ 1
tenoblastlar ve tenositler olustururken, geri kalan kismini kondrositler, sinoviyal
hiicreler, kilcal endotelyal hiicreler ve arteriyollerin diiz kas hiicreleri gibi vaskiiler
hiicreler olusturmaktadir (31,32). Tenoblastlar yliksek metabolik aktivite gosteren, igsi
yapida sekle sahip olgunlasmamis tendon hiicreleridir. Olgunlagma siirecinde
tenoblastlarin uzayarak tenositlere doniistiigii bilinmektedir. Tenositler metabolik
aktiviteleri daha az ve tenoblastlardan daha diisiik bir ¢ekirdek-sitoplazma oranina
sahip tendon hiicreleridir (32). Tenoblastlarin ve tenositlerin ¢ekirdekleri liflere paralel
uzanir. Tenoblastlar ve tenositler, kivrimli sitoplazma uzantilar1 ile kollajen
demetlerini sarmalamaktadirlar (Sekil 2) (1, 25, 31). Tenositler, enerji tiretiminde aktif

olup kollajen ve ECM nin tiim bilesenlerini sentezlemektedir (33).

Tendon K6k Hiicre Tenoblast Tenosit

Sekil 2: Tendon hiicrelerinin gelisimi (34 nolu kaynaktan uyarlanmistir).

Kollajeni ve tenositleri ¢evreleyen ECM'nin temel bilesenleri PG’ler, GAG’ler
ve glikoproteinlerdir (32). PG’ler giiclii hidrofilik yapida olup suda ¢oziiniir 6zelligiyle
molekiillerin hizli difiizyonuna ve hiicre gogiine katkida bulunurlar. Fibronektin ve
trombospondin gibi adheziv glikoproteinler ile onarim ve rejenerasyon siireglerine

katilirlar (35,36).



2.1.2.Tendon Matriks Proteinleri

Tendonlar diger konnektif dokulara kiyasla daha az hiicreden ve daha fazla
ECM’den olusurlar (36). Insan viicudunda o6zellikle tendonlarda en ¢ok bulunan
proteinlerden biri olan kollajen ise viicut kuru agirligmmin %30' unu, tendon kuru
agirliginin ise %70 'ini olusturan bag dokusu ana bilesenidir. 30 kadar farkli polipeptid
zincirinden olustugu bilinen 27 farkli tip kollajen bulunmaktadir (37,38). Literatiire
bakildiginda, Tip I kollajenin tendon yapisinda bulunan kollajenin yaklagik %95’ini
olusturdugu gortilmektedir (38). Tip I kollajenin yan sira, Tip III, V, VI, XI, XII ve
XIV gibi fibriler ve fibriler olmayan kollajen tiirleri de tendonlarda bulunmaktadir.
Genel olarak tendon gelisimi sirasinda ve dogum sonrasi bilylime fazinda eksprese
edildigi bilinmektedir (39). Tip II kollajenin kikirdak, intervertebral disk ve vitr6z
humorda; Tip I'in immatiir formu olan Tip III kollajenin genellikle iyilesmekte olan

dokularda ve Tip IV kollajenin bazal membranlarda bulundugu bilinmektedir (39).

Kollajen molekiilleri fibroblastlar tarafindan prokollajen olarak sentezlenir ve
tim tiplerinde Ui¢lii sarmal yap1 goriilmektedir (40). Bu iclii sarmal yapi, ECM
proteazlar tarafindan prokollajen molekiiliinden N ve C terminal propeptidlerinin
proteolitik olarak uzaklastirilmasi ile olusmaktadir. N-terminal kollajen propeptidi,
trombospondin Tip I motifleri (ADAMTS) 2, 3 veya 14 ile bir disintegrin benzeri ve
metalloproteaz ile c¢ikarilir (41). Hem N hem de C terminal prokollajen isleyen
proteazlar, dekorin, biglikan ve lisil oksidaz (LOX) gibi ek substratlara sahip
oldugundan kollajen Tip I fibril olusumu sirasinda ek asamalarin diizenlenmesinde rol

oynayabilecegi diistiniilmektedir (42).

Tendon yapisinda bulunan Tip I kollajen 1000 aminoasit (aa) igeren 2al ve a2
olmak tizere {i¢ polipeptid zincirinden olusmaktadir (43). Polipeptid zincirlerindeki her
ti¢c pozisyondan birinde bulunan ve Glisin-X-Y olarak tekrarlayan zincir yapisinda; X
genellikle prolin iken, Y genellikle diger bir¢ok proteinde bulunmayan hidroksiprolin
veya hidroksilizin olabilir (Sekil 3). Bu nedenle hidroksiprolin diizeyi kollajen
metabolizmasinin gostergesi olarak kabul edilmekte ve kollajen sentezindeki

degisiklikler hidroksiprolin diizeyleri ile takip edilebilmektedir (44).
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Sekil 3: Kollajenin yapisi (45 nolu kaynaktan uyarlanmistir)

Hidroksiprolinin kollajen metabolizmasinin yani sira polipeptid zincirleri
arasindaki hidrojen baglari1 olusturur ve tglii tropokollajen sarmalinin
dayanikliliginda rol oynadigi bilinmektedir. Tropokollajenlerin kiimelenmesi
sonucunda kollajen lifleri olugsmaktadir. Tropokollajen molekiilleri arasindaki ¢apraz
baglarin olugsmasiyla birlikte gerilme kuvveti saglanarak lif yapis1 gliglenir. Bu nedenle
kollajen molekiiliindeki ¢apraz baglarin say1 ve kalitesinin artmasiyla dogru orantili
olarak gerilme kuvvetinde de artma meydana gelmektedir (44). Tendonlar gerilme
giicleri karsisinda son derece direnglidir ancak esneme yetenekleri ¢ok azdir. Birbirine
paralel ve sik aralikli seyreden kollajen lifleri bazi bolgelerde kalin demetler

olustururlar. Bu 6zellikleri ile gekme ve gerilme kuvvetlerine kars1 direng géstermesini

saglamaktadir.

Tendon yapisinda yer alan ve tenositler ile ECM arasindaki etkilesimi saglayan
elastin ise tendonun toplam kuru agirliginin % 2'sini olusturmaktadir (46, 47). Elastin
liflerinin uzunluklarinin birkag kati uzayabildigi ve gerilme kuvveti sonlandiginda eski
haline donebildigi bilinmektedir (44). Sert ve esnek olmayan kollajenin aksine
elastinin esnek bir yapiya sahip olmasi, tendona esnek bir 6zellik kazandirmaktadir

(48).

Proteoglikanlar
PG'ler, tiim hayvan hiicrelerinin ylizeyinde ve hiicre i¢i graniillerinde, bazi

dokularda ise bazal membran ve hiicre dis1 matrikste bulunan protein konjugatlaridir.



Tipik olarak bir veya daha fazla GAG zinciri ile translasyonel olarak modifiye edilmis
cesitli ¢ekirdek proteinleri igerirler. Hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimleri, hiicre
gogli ve proliferasyonu, biiyiime faktorii sekestrasyonu, kemokin ve sitokin
aktivasyonu gibi farkli hiicresel siireglerde rol aldigi bilinmektedir (49,50). Anyonik
polisakkaritler olarak bilinen tekrarlayan disakkarit yapilarindan olusan GAG’ler ile
translasyonel olarak modifiye edilen PG’ler ¢ekirdek proteinlerini igeren c¢esitli
kompleksler olusturabilir. GAG!'ler, tekrarlayan disakkarit yapi taslarindan olusan
lineer, anyonik polisakkaritlerdir. Dort grup GAG vardir: hyaluronan, keratan siilfat,
kondroitin siilfat, heparan siilfat (51).

Tendonda bulunan PG’lerin %80°’1 dekorin, biglikan, lumikan ve fibromodulin
gibi SLRP’ler tarafindan olugmaktadir. SLRP'ler, tirozin kinaz reseptor ve toll benzeri
reseptorlerle etkilesime girerek; go¢, ¢ogalma, bagisiklik, apoptoz, otofaji ve

anjiyogenez dahil olmak {izere temel siire¢leri diizenlemekte gérev alirlar (52).

SLRP’lerin en baskin tiirii dekorindir (53). Dekorin, 42kDa molekiil agirliginda,
kondroitin siilfat/dermatan siilfattan olusan bir GAG zinciri ile 16sin tekrarlarini i¢eren
bir protein ¢ekirdeginden olusur (54). Dekorin; sahip oldugu kollajen lifler i¢in ¢oklu
baglanma bolgeleriyle, biiytime ve olgunlagma sirasinda birkag kollajen lifini kovalent
olmayan bir sekilde ¢apraz baglayarak kollajen liflerinin diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir (55). Dekorin molekiiliiniin protein bileseninin kollajen liflerinin
ylizeyine non-kovalent sekilde baglandigi, komsu kollajen lifler tizerindeki GAG
bilesenleriyle ise capraz baglar olusturarak kollajen liflerinin lateral flizyonunu

engelledigi, bu nedenle tendon kuvvetini arttirdig gosterilmistir (56-58).

2.2.ASIL TENDONU

2.2.1. Asil Tendon Anatomisi

Asil tendonu; Homeros’un Truva Savasi’mi anlatan ilyada adli eserindeki
efsanevi savas¢t Asil’den ismini almistir. Insan viicudunun en biiyiik ve en giiclii
tendonudur (59). Triceps surae kasinin olusturdugu kuvveti kalkaneusa aktarir (60).
Bu kadar giiclii olmasina ragmen, 1970’li yillarda gelismis tilkelerdeki tiim tendon

hasarlarinin %50’sini kapsadig: bildirilmistir.



Asil tendonuna baglanan kaslar, anatomik olarak bacagin arka bolgesinde
bulunur. M. triceps surae; M. soleus ve M. gastroknemiusun lateral ve medial baginin
birlesiminden meydana gelir (Resim 5). Ayagin en giclii flexor kast M. triceps
surae’dir. Bu kasin kuvveti apouneurosis plantaris tarafindan ayak ucuna
iletilmektedir. Kasin kuvveti Articulatio (Art) talocalcaneonavicularis’in oblik
ekseninin alt ve i¢ yoniinden gecerek, ayaga adduksiyon ve az miktarda supinasyon

(inversiyon) hareketi yaptirir (61).

Asil tendonun en yiizeyel kas1 M. gastroknemius'tur. Kaput mediale ve kaput
laterale olarak isimlendirilen iki bas1 arka orta hatta birlesir ve bacagin orta kisminda
genis bir apondroz olusturular (Sekil 5) (62). Sonrasinda daralir ve tendo musculi
gastrocnemii adini alarak asil tendonu olusturmak i¢in M. soleus’a ait derinden gelen
tendonla birlesirler. Asil tendonu tuber calcanei’nin arka alt kismina tutunarak
sonlanir. M. gastroknemius’un baslangic yeri femurun kondilleri oldugu icin diz
ekleminde bacaga fleksiyon yaptirir. Ancak diz ekleminin eksenine yakin tutunmasi

nedeni ile zayif bir etkisi vardir. (61,62).

M. gastroknemius’un 6niinde ve derininde M. soleus kasi yerlesim gosterir.
Facies posterior tibiaenin ve kaput fibulaenin arka tist kismindan icten disa dogru
uzanan arcus tendineus musculi solei ve Linea musculi solei’den baslar (Sekil 4).
Femurdan baslamadig icin M. soleus diz eklemine bir etkisi yoktur. M. soleus hareket

halinde ayak bileginin stabilizasyonunu saglar (61).

Cogu bireyde M. gastroknemius’un hemen altinda M. plantaris bulunur (Sekil
5). Popiilasyonun yaklasik %90' inda bulunan M. plantaris kast 7 ila 10 cm'lik kisa bir
kas gobegine sahiptir, M. gastroknemius’un lateral basinin hemen altinda ortaya ¢ikar
ve Asil tendonunun medialinde uzanan, uzun ince bir tendona sahiptir (63). Genellikle
Asil tendonunun bir parcasi olmamakla birlikte, Asil tendonu i¢inde yayildig1 ve orta
Asil tendinopatisinin bir kaynagi oldugu bildirilmistir (64). M. plantarisin 6niinde M.
soleus yer alir. M. gastroknemius ile ayni islevde olmakla birlikte, farkli kas lifleri

icerir (65).
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Sekil 4: Asil Tendonu Anatomisi (66 nolu kaynaktan uyarlanmistir)

M. gastroknemius kasi, M. soleus ile birleserek Asil tendonunu iki farkli sekilde
olustururlar. Daha yaygin olan Tip I birlesim noktasinda, iki aponéroz, kalkaneal
yerlestirilmelerinin 12 cm proksimalinde birlesir. Tip II'de, M. gastroknemius
apondrozu dogrudan M. soleusun aponorozuna girer (67). Asil tendonu iist kisminda
yuvarlak ve distalde ise 4 cm kadar diizdiir (68). Asil tendonunun lifleri dikey degil,
90° spiraldir. Lifler proksimalde mediale, distalde ise posteriora doner. Boylece tendon
uzamasi artar ve hareket esnasinda depolanmis olan enerjinin ortaya ¢ikmasina

yardimc1 olur (69).

Genel olarak gastroknemius kokenli kism1 11-26 cm ve soleus kokenli kismi ise
3—11 cm. uzunlugundadir (68). Asil tendonu ayak bilegi cevresindeki sinovyal kilifa
sahip diger tendonlardan farkli olarak, paratenon adli iki katmandan olusan bir zar ile
cevrelenmistir. Paratenon, bacagin derin fasiasindan, fasia cruris'ten kaynaklanir ve
tendonu arkadan orter (70). Asil tendonunun kalkaneal girisinde 2 bursa vardir.
Tendon ve cilt tizerinde subkutan bir bursa, tendon ve kalkaneum arasinda bir

retrokalkaneal bursa yer alir (71).
2.2.2.Asil Tendon Beslenmesi

Asil tendonunun beslenmesi vaskiiler perfiizyon ve sinovyal diffiizyon yoluyla
olmaktadir. Tam olarak bilinmemekle birlikte yapilan ¢aligmalar sinovyal diffiizyonun

beslenmede daha etkili oldugunu gostermistir (72).
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Tendonun beslenmesi proksimal ve distal kisimlarda Proksimal Tibial Arter
tarafindan, orta kisimda ise Peroneal Arter tarafindan saglanir (Sekil 5). Arterlerin cok
sayida ve daha kalin olmasindan dolay1 Asil tendonun 6n yiizeyi, damarlarin tendonun
icinden veya c¢evresinden gegtigi Asil tendonun arka yiizeyinden 6nemli 6l¢tide daha
iyi vaskiilarize edilmistir. Asil tendonun i¢indeki damarlar ti¢ ana yonde hareket eder:
boyuna, enine ve derine dogru. Yiizeysel enine damarlar boyut olarak en biiyiiktiir ve

tendon liflerine paralel ¢ok sayida uzunlamasina dal verir (73).

Sekil 5: Asil tendon damarlanmasi (66 nolu kaynaktan uyarlanmaistir)

Asil tendonunun kanlanmasi; paratenon ve kemik-tendon birlesim yeri, kas-
tendon birlesim yeri ve etrafindaki yumusak dokular tarafindan saglanir. Ana
damarlardan ¢ikan dallar mezotenondaki vinculalardan sinoviyal kilifin viseral
tabakasina ulasmakta ve burada pleksus meydana getirerek tendonun ytizeyel kisminin
kanlanmasin1 saglarlar (74). Endotenon i¢inde derinde olan bazi damarlar ise
intratendinéz ve peritendinz damar agin1 birbirine baglarlar. Asil tendonunun
kanlanmasinda yardimci olan paratenondan ayrilan damarlar, endotenon iginde
vaskiiler bir ag olustururlar. Bu nedenle paratenon, tendon iyilesmesinde énemli rol
oynar. Tendonun damarsal yapis1 bazi bolgelerde torsiyon, siirtiinme ve kompresyon
kuvvetlerinin etkisiyle yetersizdir (73). Yapilan ¢caligmalarda Asil tendonunun tendon
yapisma bolgesinin 2-7 cm proksimalinde bulunan ve tendon yaralanmalarinin sikc¢a

karsilasildigi hipovaskiiler bir alan tespit edilmistir (75). Bu bolgede tendonun gerilme
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glici azalmakta, olusan dejenerasyon nedeniyle tendonun gii¢siiz kaldig

distintilmektedir (76).
2.2.3.Venoz drenaj

Yiizeyel ve derinde bulunan venlerle ven6z drenaj saglanir. Venoz kanin drenaji
yiizeyel venlerden derin venlere dogrudur. Yiizeyel venler V. communicans ile
birbirlerine, V. perforans ile de derin venlere baglanir. V.perforans en ¢ok bacagin alt

yarisinda ve ayak bilegi yakininda bulunur (61).
2.2.4.Lenf drenaj1

Lenf drenaj1 derin ve ylizeyel lenf damarlar1 ile olmaktadir. Yiizeyel lenfatikler:
posterolateral ve anteromedial grup lenf damarlarindan olusur. Posterolateral lenf
damarlar1 nodi inguinales profundi’ye, anteromedial lenf damarlar1 nodi inguinales

superficiales inferiores’e direne olur. (61) .
2.2.5.Asil Tendon innervasyonu

Asil tendonu, esas olarak Nervus suralis’den kaynaklanan sinir lifleri tarafindan
innerve edilir (Sekil 6). Ayrica alt ekstremitenin distal posterolateral iicte birlik
kismindaki ve ayagin lateral kismindaki deriyi de besler. Kisa Safen sinir olarak da
bilinen n. suralis, ayrica topugun lateral yoniinii innerve eden lateral kalkaneal dal
verir. Sinir, N. tibialis sinirden kaynaklanan medial sural kutandz sinir ile bacagin orta
ticte birinde ortak peroneal sinirden dallanan N. peroneus accessorius’un birlesmesiyle
olusur (73). Kalkaneusun {ist sinirinin 8-10 cm proksimalinde n suralis, asil
tendonunun lateral smirin1 gecer (77). Bu nedenle n suralis, asil tendonunda
gerceklestirilen ameliyatlar sirasinda iyatrojenik yaralanma agisindan yiiksek risk

altindadir (73).

i SUrERPICIAL
SURAL NERVE : CRONTAL REAVE

Sekil 6: Asil tendon innervasyonu (78 nolu kaynaktan uyarlanmistir)
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Asil tendonunun innervasyonu olusturan sinir govdeleri; muskiiler, kutanoz ve
peritendindz sinir govdeleridir (79). Asil refleksi, sakral 1-2 (S1-2) sinirler araciligiyla

olusur. S1 sinir kokii kesilmis ya da basi altinda ise, asil refleksi alinamaz (80).

2.3. Asil Tendinopati

2.3.1.Asil Tendinopati Histolojisi

Tendinopati terimi, tendonlarda ve yakin yapilarda agri, sislik ve fonksiyonel
kisitlamalar ile karakterize klinik durumlar1 ifade eder (81). AT hastalarinda tendon
kalinlagmis, diizensiz ve kahverengimsi hale gelmistir. Etkilenen dokunun histolojik
incelemesi makrofaj, notrofil veya diger inflamatuar hiicreleri gostermez (82).
Geleneksel terimler tendinit ve tendonitis, bu tendon bozuklugunu belirtmek i¢in
uygun degildir (83). Tendinit, tendinoz ve paratendinit dahil olmak tizere tendon
bozukluklarint tanimlamak icin ¢esitli terimler kullanilmis, inflamatuar yanitin
olmamasi, tendinopati teriminin tendon bozukluklarini tanimlamak i¢in kullanilmasi

gerektigini diistindiirmistiir (84).

Histolojik caligsmalar, temel maddede artan sayida tenosit ve GAG
konsantrasyonu, kollajen diizensizligi ve parcalanmasi ve neovaskiilarizasyon
gosterdiginden, "Tendinopati" terimi tercih edilebilir goriinmektedir. Dejenerasyon
bolgesinde bulunan tenositler diizensiz bir sekle ve daha yiiksek apoptoz oranina

sahiptir (83).

Tendinopati, tendonun mikro yapisinda, bilesiminde ve hiicreselliginde
anormallikler ile karakterizedir. Normal bir tendon, kollajen liflerinin uzunlugu
boyunca siralanmis, seyrek hiicreler (cogunlukla tenositler) ile yiiksek diizeyde
diizenlenmis kollajen liflerinden olusur (8). Tendinopatinin 6zii, tenositlerin
gelisiglizel proliferasyonu, tendon hiicrelerinde dejenerasyon, kollajen liflerinde
bozulma ve kollajen olmayan matriste artis ile izlenen basarisiz bir iyilesme tepkisidir
(Sekil 7) (84,85). Kollajen liflerinin paralel yonelimi kaybolur. Kollajen lifi capinda

ve toplam kollajen yogunlugunda azalma olur. (86, 87).
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Interfassikular Matriks

Tip I Kollajen Lifi
Immiin Hicresi

Tendon = Kan Hicresi

Myotendinéz
Kavgak Tip III Kollajen Lifi

Dejeneratif Tip I Kollajen Lifi

Sekil 7: Asil Tendinopati Histopatolojisi (8 nolu kaynaktan uyarlanmustir).

AT’nin iki ana kategorisi anatomik yerlesime gore simiflandirilir. Bu
siiflandirma; insersiyonel (kalkaneus-asil tendon bileskesinde) ve insersiyonel
olmayan (asil tendonunun kalkaneusa yerlestirilmesinin 2 ila 6 cm proksimalinde)
tendinopatiyi icerir (88). Insersiyonel tendinopati; daha aktif kisilerde ortaya ¢ikma
egilimi gosterirken, insersiyonel olmayan tendon yaralanmasi daha yasli, daha az aktif

ve fazla kilolu kisilerde ortaya ¢ikma egilimindedir (89).
2.3.2.Asil tendinopati patogenezi

AT’nin patogenezinin; mikroskobik olarak kollajen liflerinin yapisal hasarina
yol agan, tekrarlayan tendon asir1 yiiklenmeleri ile basladigi gériinmektedir. Normal
sartlar altinda, tendon matriks yaralanmasi erken déonemde etkili bir iyilesme siirecini
tetikler; bununla birlikte, tendonun azalmis intrensek iyilesme yetenegi veya yetersiz
iyilesme, zaman i¢inde matriks hasarmin olugsmasina yol acabilir (8). Pargcalanmis
kollajen lifleri, diizensiz kollajen demetleri, GAG’lerin birikmesi ve artan
mikrovaskiilatiireden olusur (5). Tenositlerin hacmi azalir, tenositler uzar ve incelir.
Tenositlerdeki ¢ekirdek/sitoplazma orani artar ve hiicre daha az ECM firetir. Tip IlI

kollajen yogunlugunda artis olur (8).
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Tendinopatideki matriks degisiklikleri; kollajenin yapisal organizasyonunun
kaybi, fibro-kikirdak kompozisyondaki degisiklikler ve matriks proteinlerinin
birikmesiyle ile karakterize edilir (32). Hasarin ilk asamasinda Tip I1I kollajen tiretilir.
Tip III kollajen; gelisigiizel, diizensiz hizalanmalar gosterir. Hasarli tendonda daha
diisiik biyomekanik giice neden olur (90). Zamanla Tip I kollajen, Tip III kollajenin

yerini alir ve dogrusal yapilandirilmis diizenlemeyi siirdiiriir (69).

Tendon patolojisinde, 6zellikle biiylik PG' lerin artan tiretimi; hiicre yapismasini,
goclinli ve ¢ogalmasini tehlikeye atabilir ve hiicre-matris etkilesimini engelleyebilir.
Artan PG’ler suyu ¢eker ve baglar. Bu durum tendonun sismesine neden olur ve
mekanik transdiiksiyonu bozabilir (91). Paralel siralanan tenositler arasindaki gap
junctionlarin bozulmasina sebep olur (92). Tendinopatide tenositler; ¢ogalir, daha

yuvarlak hale gelir ve yliksek oranda protein lireten organeller igerir (93).

Hiicre kiiltiirlerinde ve hayvanlarda yapilan ¢esitli deneyler, tendinopatilerin
patogenezinde oksidatif stresin de onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (94).
Tendon yaralanmalari, genellikle artan oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon
ile karakterize hipoksik kritik bolgede meydana gelir (95). Ayrica, hipoksik durum
mitokondriyal homeostaz1 diizensizlestirir. Bu durum yiiksek seviyelerde Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROS), niikleer faktér (NF)-xB dimerizasyonu ve mitofajiye neden
olur (96,97). Mekanik asir1 yiiklenme; yasam tarzi ve kalitsal faktorlerle birlikte
tendon biitlinliigiinii etkileyen ve dejenerasyona katkida bulunan ROS {iretimini uyarir
(98). Artan ROS; lipit peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein modifikasyonu yoluyla
tendinopati patolojisinde yer almaktadir (99). Oksidatif stres, tendon progenitor
hiicrelerinin iyilegsmesini ve yagsam siiresini azaltir. MMP-1 ekspresyonunda artisa ve

hiicre apoptozuna yol acar (100,101,102).
2.3.3.Asil tendinopati risk faktorleri

Asil tendonu, viicuttaki en biiyiik ve en gii¢lii tendon olup, kogsma ve ziplama
sirasinda viicudun agirhiginin 12,5 kat1 kadar agirliga dayanabilir (103). Ancak, Asil
tendonunun spontan riiptiir insidans1 oldukg¢a yiiksektir (104). Dejeneratif
degisikliklerin ve tendondaki gerim kuvvetini azaltan tekrarli mekanik yiiklerin asil

tendonu riiptiiriine neden olan faktérler olduguna inanilmaktadir (105). AT, daha ¢ok
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atletlerde karsilasilan asir1 kas kullanimina bagli bir patolojidir. Tendon hasarlar1 akut
veya kronik olabilir. Tek basina veya kombinasyon halinde i¢sel veya dissal

faktorlerden kaynaklanabilir (106).

Tendinopati i¢in risk faktorleri, intrinsik veya ekstrinsik faktorleri igerir.
Intrinsik faktorler, tendonun sagligmmi ve bilesimini dogrudan etkiler. Sistemik
intrinsik risk faktorleri arasinda ileri yas, obezite, artmis bel cevresi, diyabet,
hipertansiyon, dislipidemi, genetik yatkinlik sayilabilir. Yaslanma stireci,
tendinopatide goriilenlere benzer veya ayni histolojik bulgularla sonuglanabilir, bu da
hastalar1 kismi yirtiklara ve agr1 gelisimine yatkin hale getirir. Obezite, artmis bel
cevresi, diyabet, hipertansiyon ve dislipidemi; mikrovaskiilariteyi etkileyebilir ve bu
nedenle tendinopati gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir. AT’ de
goriilen lipit profilinin, artan insiilin direnciyle iliskili lipit profiline ¢ok benzedigi
ayrica tendinopatili deneklerden alman biyopsilerde lipit birikimi bulundugu
bilinmektedir. Tendinopatide yer alan genetik risk faktorlerinin, tendinopati gelistirme
olasiligimi artirabilecegi diistintilmektedir. Bunlarin yani sira sistemik olmayan
intrinsik risk faktorleri arasinda anormal biyomekanik, kas esnekligi, azalmis kas giicii

ve eklem gevsekligi yer almaktadir. (89,107-109).

Ekstrinsik risk faktorleri; asir1 mekanik yiik, antrenman hatalar1 (6r. asiri
antrenman), hizli ilerleme, kosu yiizeyi ve kotii teknik, uygun olmayan ekipman (or.
ayakkabi, raketler ve koltuk yiiksekligi) ve c¢alisma, tekrarlayan hareketler, sigara
kullanim1 ve lateral dirsek tendinopatisi ile iliskilendirilmistir. Florokinolonlar,
steroidler, hormon replasman tedavisi, oral kontraseptifler, nonsteroid antiinflamatuar
(NSAI) ilaglar, retinoidler gibi ilaglar da ekstrinsik risk faktorleri olarak tendon
patolojisi ile iliskilendirilmistir (89,109-111).

Sitokin salinimi ve kiimiilatif mikrotravmalar gibi farkl stres faktorlerine bagl
olarak tendon hasar1 olusabilecegi distiniilmektedir. Hasarin aktif onarimi
ger¢eklesemedigi durumlarda, tekrarlayan asir1 yiiklere uyum saglayamama ve hiicre
aktivitesinin modiilasyonuna yol acan sitokin salinmasina bagli olarak tendonlarda

zayiflama veya ilerleyen donemlerde yirtilmalar olusabilir (112).
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2.3.4.Biiyiime Faktorleri

Hiicre ylizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak hiicre i¢i sinyal iletimi, hiicre
proliferasyonu, migrasyonu, matriks sentezi ve diger biiylime faktorlerinin
sekresyonuna neden olan kii¢iik polipeptidler biiyime faktorleri olarak bilinmektedir
(113). Tendon iyilesme siireci, doku iyilesmesinin karmasik biyolojisini diizenleyen
cesitli bliylime faktorleri (GF) tarafindan diizenlenmektedir. GF’lere 6rnek olarak
CTGF, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), trombosit kaynakli biiytime faktorii
(PDGF), vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF), temel fibroblast biiyiime
faktorii (bFGF), BMP'ler ve TGF-p verilebilir (38, 114).

TGF-B

TGF-B, hiicre biiytimesi ve hiicre dis1 matriksin olusumunda yer alan gii¢li bir
immiinomodiilatordiir (115). TGF-f ailesi skar formasyonu ve kemik iyilesmesi ile
iligkili bliyime faktorii ailesidir. TGF-B ailesi alti korunmus sistein kalintisi ile
karakterize olup homodimerler veya heterodimerler olarak salgilanan BMP'ler,
aktivinler, biiylime ve farklilagsma faktorleri gibi bir¢ok yapisal olarak benzer proteini
icermektedir (116,117). TGF-B’nin; tiim iyilesme siireci boyunca eksprese edilerek
aktif kaldigi ve matris metaloproteinaz aktivitesi aracili hiicre dis1 matriks
degradasyonunu ve yeniden organizasyonunu diizenledigi bildirilmistir. Bunun yani
sira tenosit gogilinii, mitogenezi ve hiicre digi matris tiretiminin uyarilmasiyla da Tip

[IT'ten Tip I kollajene erken gegisi destekler (118).

TGF-B; TGF-BRI ve TGF-BRII olarak adlandirilan iki transmembran
serin/treonin kinaz igceren reseptdr komplekslerine baglanarak hiicre i¢i sinyal

yolaklarini uyarmaktadir (117) (Sekil 8).
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Sekil 8: TGF-p sinyal yolu (119 nolu kaynaktan uyarlanmstir).

Baslangigta hiicre proliferasyonunu uyardigi diistiniilse de, tipki bir¢ok biiytime
faktorii gibi, TGF-B’ nin hiicre proliferasyonunu inhibe eden veya uyaran iki islevli bir
diizenleyici oldugu kabul edilmistir. TGF-B'nin fizyolojik olarak cesitli anahtar
olaylar1 diizenledigi kabul edilmektedir; TGF-B sinyalinin bozulmasi, bag dokusu
bozukluklari, fibrozisi gibi hiicresel olaylari etkileyerek hastaliklarin patojenezinde rol
oynamaktadir. Hiicresel fonksiyon ve gen ekspresyonu Smad yolunun aktivasyonu ile

saglanir (120).

TGF-B’nin 3 formu (B1, 2 ve B3) bulunmaktadir. TGF-B1’in anjiogenez, onarim
ve adhezyon ile iligkili oldugu gosterilmistir (121). TGF-B1’in; fibroblast ve
makrofajlar1 artirarak kollajen liretimini stimiile ederek, tendon iyilesmesini arttiran
bir rolii vardir. TGF-B1 ekspresyonu, molekiiler diizeyde iyilesme gostergesi olarak

kullanilmistir (120, 122). TGF-B2 hasarli dokuda agresif inflamatuar yaniti uyarir. 1L-
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2 bagiml T hiicre biiytimesini kontrol eder. Kirik ve tiimor iyilegsmesinde 6nemli rol
oynar. TGF-B3 ise hiicre farklilagmasi ve embriogenez de yer almaktadir. Yara

iyilesmesinde de gorevi oldugu disiiniilmektedir (123).
Smad

Smad proteinleri olarak adlandirilan TGF-f ligandlari, hiicre i¢i sinyallemenin
transdiiksiyonuna aracilik  etmektedir (124). Smad’lar 3 grup halinde
incelenmektedirler: reseptor iliskili olan RSmadlar (Smad 1, 2, 3, 5 ve 8), ortak
mediator Co-Smad (Smad 4) ve inhibitor 6zellikte olan I-Smadlar (Smad 6 ve 7) (125).
Spesifik olarak, TGF-BR1, reseptorle aktive olan Smads (R-Smads) olarak bilinen
Smad alt grubunu tanir, Smad2 ve Smad3' ii icerir (126). Bu R-Smad'ler 2 korunmus
alandan olusur; N-terminal MH1 alani, DNA-baglama aktivitesine sahipken, C-
terminali MH2 alani, ¢ekirdege translokasyonu yonlendirir ve transkripsiyon

diizenleyici aktiviteye sahiptir (125).

TGF-B1; Smad2 ve Smad3'in TGF-BRI tarafindan fosforilasyonunu ve
aktivasyonunu igeren, ¢ok iyi tamimlanmis olan, klasik sinyal yolag: ile etki eder.
Smad4, aktive Smad2/3'i baglar ve bu kompleksi ¢ekirdege translokasyon yapmak ve
spesifik genleri kopyalamak i¢in etkinlestirir (127). TGF-B sinyali ile uyarilan
yolaklara PI3K, Wnt/B-katenin, Smad ve MAPK 6rnek verilebilir. Ancak baslica tercih
edilen TGF-P sinyal iletimi Smad temelli sinyal yolagidir (Sekil 9) (125).

CTGF

CCN2 olarak da bilinen CTGF; biiytime, proliferasyon, adezyon, migrasyon,
ECM sentezi ve apoptoz gibi hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemek icin otokrin veya
parakrin yollar aracilifiyla hareket eden, cesitli hiicre tipleri tarafindan iiretilen, ¢ok
islevli bir proteindir (40 kD) (128). CTGF, diger hiicre dis1 proteinlerdeki alanlara
benzeyen ve birgok temel biyolojik islevi diizenleyen dort korunmus modiil

igcermektedir (129).

Modiil 1, insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici protein homologudur. Modiil
2, BMP ve TGFp1'1 baglayan von Willebrand faktér C/kordin benzeri sistein
bakimindan zengin motif igerir (130). Modiil 3, diisiik yogunluklu lipoprotein
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reseptort ile ilgili proteini, integrinleri ve heparan siilfat proteoglikanlarini ve vaskiiler
endotelyal biliylime faktoriinii baglayan bir trombospondin motifi igerir (131). Modiil
4, sistein diigiimi olarak bilinir. Bu modiilin VEGF baglanmasina yardimc1 oldugu,
heparin ve integrin baglanmasina dahil ettigi rapor edilmistir (132). Bu modiiller,
TGF-B, yiiksek glikoz, hipoksi ve basing gibi mekanik stresler tarafindan aktive
edilebilir (129).

TGF-B, proksimal promoter i¢inde yer alan bir Smad baglanma yoluyla "klasik"
Smad yolu ile CTGF'yi gii¢lii bir sekilde indiikler (Sekil 9) (129). C-terminal alani,
fibroblast proliferasyonunu diizenler. N-terminal alan1 miyofibroblast farklilasmasina
ve kollajen sentezine aracilik eder (133). CTGF; TGF-B ile etkilesim yoluyla dolayl
olarak Smad yolunu modiile edebilir. Boylece reseptor baglanmasini arttirabilir veya

anti-Smad seviyelerini degistirerek TGF-f sinyallemesini uzatabilir (129).
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Sekil 9: CTGF sinyal yolu (134 nolu kaynaktan uyarlanmistir)
2.3.5.Asil Tendinopati Iyilesme Siireci

Tendon yapis1 bozuldugunda baglayan iyilesme siireci i¢in ekstrinsik ve intrinsik
tyilesme olmak tizere iki teori bulunmaktadir. Tendon iyilesmesi, epitenon ve
endotenon tenositlerin proliferasyonu ve migrasyonuyla yoluyla intrinsik olarak veya
cevreleyen kilif ve sinovyumdan gelen hiicreler yoluyla ekstrinsik olarak

gerceklesebilir (135). Ekstrinsik iyilesmede skar dokusu, tendonun kaymasini bozan
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adezyon olusumuna neden olur. Intrinsik iyilesme daha az komplikasyonla sonuglanir.

(136).

Ekstrinsik iyilesme; damarlardan ¢evre dokulara olusan hiicre migrasyonu ile
baslatilmaktadir ve periferal yapisiklik goriilebilmektedir. Tendon uglarindaki
tenositler pasif durumda kalmasi nedeniyle iyilesmeye katilamazlar ve yapisiklik
olusmasina neden olurlar. Bolgeye invaze olan fibroblastlar prolifere olabilirken,

tendon hiicreleri diferansiye olarak ECM tretirler (137).

Intrinsik iyilesme; tenositler prolifere olarak aktif tenoblastlara déniisiirek
kollajen tiretimini saglarlar. Tendonda yapisiklik olusturmadan, kollajen sentezi ve
fibroplazi olusmaktadir. Burada endotenon ve epitenon hiicresel aktiviteleri ile tendon

kilifindan bagimsiz bir sekilde iyilesme gerceklesmektedir (137).

2.3.6.Asil Tendinopati Iyilesme Evreleri

AT’nin iyilesmesindeki temel hedef kollajen liflerinin tekrar olusmasini
saglayabilmektir. Genel olarak iyilesme siireci yaklasik 6-8 hafta devam eder ve tipik
yara iyilesme siirecini takip eder; erken inflamasyon, proliferatif ve remodelasyon

asamalar1 olmak tizere birbirini takip eden 3 safhaya ayrilir (138).

1. Inflamasyon Faz1 (1-4 giin): Hasarli bolgede kan akimi artar. Kemotaktik faktorler
l6kositleri aktive eder ve bu lokositlerin bolgeye izl gog etmesi saglanir (7). Ilk 24
saat de makrofaj ve monositlerin yogunlugu ortaya c¢ikar. Olusan nekrotik
materyallerin fagosite edilir. Vaskiiler ge¢irgenlik, vazoaktif ve kemotaktik faktorlerin
salimimiyla artar ve anjiogenez baslar. Tenositler (fibroblastlar) proliferasyona ugrar
ve yara yerine go¢ ederler. Tip III kollajen sentezi ile onarim dokusu yeniden

olusturulur (7).

2. Kollajen Sentez (Proliferatif) Faz1 (5-21 giin): Baskin hiicre tipleri fibroblastlar,
daha az sayida makrofaj ve mast hiicresidir. Aktif ECM sentezinin gostergesi olarak
fibroblastlarin endoplazmik retikulumunda artis, Tip III kollajen ve DNA
konsantrasyonlarinin onarim siirecinde en yliksek seviyelerine ulastigi gosterilmistir

(139). Olusan matrikste belirgin bir kollajen fibril yonelimi ve olusturulan
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tropokollajende ¢apraz baglanmalar yoktur. Tropokollajen molekiiliindeki hidrojen
baglarinin yerini giiglii capraz baglarin almasi sonucunda kollajen lifleri sekillenir ve
gerilme kuvvetinde artis goriiliir. Tyilesmenin ilk ti¢ haftasinda fibroblastlar artarken
ve lclincli haftanin sonunda bolge belirgin bir graniilasyon dokusuyla cevrelenir.
Kollajenin miktar ve yonelimi tendonun dayanikliligin1 olusturur. Dordiincti haftada

olusan yeni kollajenler tendon aksina paralel dizilirler (7).

3. Remodelasyon Fazi: Selliilarite ile kollajen ve glikozaminoglikan sentezi de
azalmaya baslar (7). Kollajen sentez hizi azalmasina ragmen gerilme ve kirilma
kuvveti artmaya devam etmektedir (43). Remodelasyon fazi; konsolidasyon ve

matiirasyon olmak tizere iki boliime ayrilabilir.

Konsolidasyon; alt1 ile onuncu hafta arasinda olusur. Tamir dokusunda selliilarite
azalirken fibroz bir yap1 olusur ve tenosit metabolizmasindaki artis devam eder.
Tenositler ve kollajen lifleri, yiik ekseni dogrultusunda dizilim gosterirken yiiksek

oranda Tip I kollajen sentezi olusur.

Matiirasyon; onuncu hafta sonunda baslar ve tamir dokusu skar benzeri tendon
dokusuna donmeye baslar (7). Kollajen molekiilleri arasindaki ¢apraz baglarin sayisi

ve kalitesi artar (43). Matiirasyon donemi yaklasik bir yil siirer (7).

2.4.Asil Tendinopati Tedavi Yontemleri

Akut asil tendon riiptiiriiniin tedavisi konusunda fikir birligi yoktur (140).
Tedavi secenekleri, operatif ve konservatif (fizik tedavi, steroid enjeksiyonlar1 gibi)
olmak tizere iki ana yaklasimi igerir. Operatif tedavide ameliyat sonrasi enfeksiyon
riskinin yiiksek olmasi (141), konservatif tedavide ise riiptiir riski yiiksek olmasi
nedeniyle her iki yaklasimda dezavantajlara sahiptir. (142,143). Her ikisi de 7-9 hafta
hareketsizlestirme gerektirir, bu da baldir kaslarinin kuvvetini tehlikeye atabilir (144).
Ek olarak, tedavi tipine bakilmaksizin asil tendon riiptiirii sonrasi 2. yilda bile tamamen

diizelemeyecegi bildirilmistir (145).

Tendinopatinin tedavisi i¢in fizyoterapi ve farmakoterapi dahil ¢esitli konservatif

tedaviler onerilmistir (146). Akut fazda, alevlendirici faktorleri kontrol etmek igin
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dinlenme ve immobilizasyon diisiiniilebilir, ancak uzun siireli immobilizasyondan
kacinilmalidir (147). Asil tendinopati tedavisi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmasina
ragmen tedavi sonrasi iyilesmedeki basarisizliklar ve komplikasyonlarin

gozlemlenmesi nedeniyle alternatif tedaviler arastirma konusu olmustur.

AT i¢in arastirilan yeni tedavi alanlarina Gen terapisi, doku miihendisligi
uygulamalar1 ve mezensimal kok hiicreler, sklerozan maddeler, sitokinler ve biiyiime
faktorleri, hyaluronik asit, heparin, insan amniotik sivist 6rnek verilebilir (7, 67,148-

151)

Tendinopati tedavisinde NSAI ilaglar sik kullanilmaktadir. Fakat literatiirde
kullanimu ile ilgili calismalar simirlidir (152). NSAI ilaglarin tendon hiicre gogiinii ve
proliferasyonunu engelleyebilecegi ve tendon iyilesmesini bozabilecegi gosterilmistir

(153).

NSAI ilaglar, siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2)
enzimlerini inhibe ederek etki gosterirler. NSAl'lerin asil antienflamatuar etki
mekanizmasi, COX'lerin inhibisyonu yoluyla prostoglandinlerin sentezinin bloke
edilmesidir (154). COX arasidonik asit metabolizmasinin ve dolayisiyla prostoglandin
ve tromboksan sentezinin katalizoridiir. PGE2, inflamasyonda iiretilen baskin
prostanoidtir ve sentezinin NSAI ilaglar tarafindan inhibisyonuyla giilii analjezik ve
antiinflamatuar o6zelliklerinin ana mekanizmast olduguna inanilmaktadir (155).
Prostaglandin sentezinin inhibe olmasiyla NSAI'nin hem agr1 kesici hem de
antiinflamatuar etkileri ortaya cikar. Prostaglandinler ayrica vasodilatasyona ve hiicre
zar gegirgenliginin artigia sebep olurlar. NSAII inflamatuar cevaptaki diger
mediatorleri etkilememelerine ragmen inflamasyonun klinik olarak azalmasini

saglarlar (154)

NSAII grubu bir ajan olan diklofenak sodyumun; inflamatuvar ve dejeneratif
eklem hastaliklar1, posttravmatik agri, enflamasyon, romatizmal hastaliklar veya
yumusak doku hastaliklar1 gibi durumlarda etkili oldugu gosterilmistir (156,157).
Diklofenagin anti-inflamatuar ve diger farmakolojik etkilerinin ¢ogunun, genellikle

prostaglandin sentezinin inhibisyonu ile iligkili oldugu distiniilmektedir. Diklofenak,
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in vitro ve in vivo olarak giicli bir siklooksijenaz inhibitoriidiir. Boylece

prostaglandinler, prostasiklin ve tromboksan {iriinlerinin sentezini azaltir (158).

Oral uygulamayi takiben, diklofenagin sistemik absorpsiyonu genellikle hizli ve
dozla dogru orantilidir. Diklofenagin yaklasik %60' ilk gecis metabolizmasi nedeniyle
sistemik dolasima ulasir. Dozun yaklasik %65'1 idrarda ve %35'1 safrada degismemis
diklofenak ve metabolitlerinin konjugatlart olarak atilir. Diklofenak glukorokonjuge

ve siilfat metabolitlerine biyotransformasyonu takiben idrarla atilir (159).

Diklofenak, diger asidik NSAll'lere benzer sekilde, sadece sistemik dolasimda
degil, ayn1 zamanda zayif asidik ortamin plazma protein baglanmasini azalttii
iltihapli dokularda da konsantre olur. Boylece ilacin serbest fraksiyonunu artar ve
diklofenagin hiicre i¢i bosluklara diflizyonunu kolaylastirirarak terapotik etkisini
gosterebilir (160). 1980'lerin sonlarinda tanitilan diklofenak sodyum enterik kapli
(gecikmeli salinimli) tabletler, gastrik maruziyeti azaltmayi amaglayan ilk diklofenak

ilag tirtintidiir (161).
2.5.SERISIN

Serisin, Lepidoptera takimina ve Bombycidae familyasina ait holometabol olan
ipekbocegi Bombyx mori tarafindan tiretilen bir proteindir. Koza tekstil endiistrisinde
islenir (16). Fibroin ham ipege doniistiiriiliir, iplik ve ipek kumas tiretiminde kullanilir
(162). Serisin, zamk giderme ad1 verilen bir islemle biiyiik 6l¢tide uzaklastirilmaktadir.
Diinya genelinde 400.000 ton kuru koza, 50.000 ton serisin iiretildigi tahmin edilmekte

ve serisin ¢ogunlukla atik su ile atilmaktadir (163).

Serisin ve Fibroin iki farkli ana protein ailesinden olugsmaktadir. Fibroin lifi;
yaklasik 350 kDa'lik agir (H) zinciri, 27 kDa'lik hafif zincir (L) ve 25 kDa'lik P25'ten
olusan molekiiler kompleks bir glikoproteindir (164). Ince ikiz iplik seklinde, disiilfiir
baglar1 ile baglanmis ve yapiskan serisin tabakalari ile sarilmistir (Sekil 10) (165).
Serisinin B. mori kozasindan ekstrakte edilme yontemleri; yliksek sicaklik, yliksek
basing altinda otoklavlama, asit, baz ve iire gibi kimyasal kullanimiyla diger

bilesenlerden ayirmadir (16).
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Serisin

Sekil 10: ipek Fibrillin yapisi (166 nolu kaynaktan uyarlanmistir).

2.5.1. Serisinin Yapist

Serisin, ipek ipligi olusturmak icin iki fibroin filamentini birlestiren dogal bir
polimerdir (167). Polarizasyon mikroskobu incelemelerinde fibroin lifi ¢evresinde {i¢
katman olusturdugu gosterilmistir. Koza agirligmin yaklasik %25 ila %30'unu
olusturmaktadir (168).

Serisin 18 amino asitten olusmakta ve sentezinde Ser1, Ser2 ve Ser3 olmak iizere
tic gen tanimlanmigtir. Organik bilesimi; %46.5 karbon, %31 oksijen, %16.5 azot ve
%6 hidrojen olusturmaktadir (169). Yapisal olarak ise rastgele halka ve [3-
tabakalarindan olusan globular bir proteindir (16). Molekiil agirligi 20-400 kDa
arasinda degisir ve oldukca hidrofilik bir yapiya sahiptir (21). Hidrofilik karakterdeki
makromolekiil yapisinda; ¢apraz baglar, kopolimerizasyonlar ve diger polimerlerle
kombinasyonlar olusturabilen hidroksil, karboksil ve amino gruplar1 gibi giiclii polar

gruplar bulunmaktadir (sekil 11) (19).

Sericin

Sekil 11: Serisinin yapisi (170 nolu kaynaktan uyarlanmistir).
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2.5.2.8erisin Ozellikleri ve Biyomedikal Uygulamalart

Serisinin, ¢esitli biyolojik aktivitelere (anti-diyabetik, hipokolesterolemik, anti-
oksidan, immiinoregiilator, anti-timor, anti-viral, anti-bakteriyel gibi), UV 1sinlarina

dayaniklilik ve anti-apoptotik gibi 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir (171, 172).

Serisin, hidroksil grubu (esas olarak serin ve treoninden olmak iizere)
bulundurdugu i¢in serbest radikalleri ve reaktif oksijen tiirevlerini (ROS) baglayarak
antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirdigi bildirilmistir (173-175). Peptit yapisi
nedeniyle, anti-elastaz, anti-tirosinaz, nemlendirici ve mitojenik gibi biyoaktif
ozelliklere de sahip oldugu tespit edilmistir. Serisinin doku hasar onarimi {izerine
olumlu etkilere sahip oldugu, keratinositlerin ve fibroblastlarin biiylimesini sagladigi,
yara iyilesme siirecinde diizenleyici sitokinler {iretmenin yani1 sira yeniden
epitelizasyona ve iyilesmede kritik rol oynayan ECM proteinlerinin iiretimine
katildigimi ve kollajen olusumunu uyardigir gosterilmistir. (21,22,176). Serisinin,
alkoliin neden oldugu karaciger ve mide hasarina karst koruyucu etkisi yapilan

calismalarda bildirilmistir (177).

Yapilan hiicre kiiltiirii calismalar1 ile yara iyilesmesi {izerindeki etkinligi
gosterilmis, hasarli bolgeye fibroblast gocilinii arttirdigi, hiicre proliferasyonu ve
yapismasini arttirmada etkili oldugu tespit edilmistir. (178-181). Serisinin, memeli
hiicre kiiltiirlerinde (murin hibridomlar1 2E3-0, insan hepatoblastoma HepG2, insan
epitelyal HeLa hiicreleri ve insan embriyonal bobrek 293 hiicreleri) kiiltiir ortaminda
tek basma veya BSA ile birlestirildiginde hiicre proliferasyonunu ve canliligini
arttirdigl gosterilmistir (182). Bu nedenle hiicre kiiltlirii ortaminda yeni takviye ve

kriyoprezervasyon yontemlerinin gelistirilmesi icin alternatif olmustur (182,183).

Serisinin, antioksidan belirtecleri artirarak ve Malondialdehit (MDA) 'y1 inhibe
ederek oksidatif stresi azalttig1, apoptozu énemli dl¢lide baskilayabildigi ayrica lipit

peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir (184,185).

Serisinin proinflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-1B'yi inhibe ederek ve anti-
inflamatuar faktor IL-10"u artirarak inflamasyonu azalttig1 gosterilmektedir (184,186).

Serisinin antiinflamatuar sitokinler, IL-4, 1L-10 ve TGF-f {iretimini arttirdigini,
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lyilesme siireci sirasinda anjiyogenezi uyardigi, TGF-B1 ve TGF-B3 ekspresyonlarini

diizenleyerek skar dokusu olusumunu engelledigi gosterilmistir (187,188).

Serisinin TGF-B1/Smad3 sinyal yolunun aktivasyonunu inhibe ettigi, fibrozisi
hafiflettigi aym1 zamanda da iyilesme siirecini hizlandirdigi gosterilmistir
(178,179,189,190). Diyete serisin eklenmesinin kolesterol, trigliseritler, serbest yag
asitleri, fosfolipidler, ¢ok diisik yogunluklu lipoproteinler (VLDL) ve diisik
yogunluklu lipoprotein (LDL) serum konsantrasyonlarin1 azalttigi; karacigerdeki
trigliseritleri ve lipojenik enzimleri azalttig1, serum adiponektinini arttirdig1 ve glikoz
toleransini iyilestirdigi gosterilmistir (191). Serisin kullanimiin ¢inko, demir,
magnezyum ve kalsiyum iyonlarmin emilimini artirarak bu elementlerin

biyoyararlanimini artirdigi bildirilmistir (192).

Serisinin krem ve sampuan gibi kozmetik formiilasyonlarda kullanilmast,
nemlendirme, elastikiyet etkilerinin artmasina neden olur. Daha az tahris ile
temizleme, yaslanma ve kirisik 6nleme gibi 6zellikler kazandirirken, ayrica tirnaklarin
catlamasin1 ve kirillganligini 6nler (193). Bu uygulamalar 6zellikle, serin (%30-33)
gibi  hidrofilik yan gruplara (%80) sahip amino asitlerin varligindan
kaynaklanmaktadir ve bu amino asitler biiyiik su emme kapasitesine sahiptir. Serisin
ayrica cildin ylizeyinde yumusak ve piirlizsiiz bir film olusturarak su kaybini

Onlemektedir (16).

Biyomateryaller gecici implantlar olarak kullanilir ve yeni doku olusumu i¢in
kullanilir (194). Tedaviye uygun olan biyomateryallerin se¢imi dogal hiicre dis1
matriksinin (ECM) hem biyolojik hem de mekanik fonksiyonlarini taklit edebilmesi
acisindan 6nem arz etmektedir (195). Kollajen, aljinatlar ve kitosan gibi dogal olarak
tiiretilmis, biyolojik olarak uyumlu biyomateryallerdir. ipek proteinleri de son yillarda
dogal, ucuz, kolay ulasilabilir, biyolojik olarak pargalanabilen ve uyumlu bir iiriin

olmasi nedeniyle arastiricilarin ilgi odagi haline gelmis bir biyomateryaldir (196).

Serisinin doku onarimi/rejenerasyon etkinligini, anti-oksidan ve anti-inflamatuar
etkinligini gosteren ¢esitli ¢alismalar mevcut olmasina ragmen AT tedavisinde
etkinligini degerlendiren, AT tedavisi tizerine etkinligini gésteren herhangi bir ¢alisma

literatiirde mevcut degildir.

27



AMACLAR

Serisinin keratinositlerin ve fibroblastlarin biiylimesini sagladigi, doku
onarimi/rejenerasyonda etkili oldugu, anti-oksidan ve anti-inflamatuar etkinlige sahip
oldugu bilinmektedir. Bu yiizden giinlimiiziin yaygin bir hastalig1 olan AT tedavisinde

de serisinin kullanilabilecegi diistintilmiistiir.

Bu bilgiler 1s1ginda, mevcut tez kapsaminda, Tip-1 kollajenaz enzimi ile AT
modeli olusturulan sicanlarda gelismis olan inflamasyonun
giderilmesi/azaltilmasi/iyilestirilmesi {izerinde serisinin etkinliginin arastirilmasi, bu
etkinliginin TGF-B/Smad yolagi tizerinden belirlenmesi ve tendinopatinin
semptomatik tedavisinde yaygin olarak kullanilan diklofenak sodyum ile
karsilastirilmast amaglanmistir. Bu c¢alismada, ilk kez serisin ile AT tedavisi
sonrasinda tendon hasarmin ve AT bulgularinin degisimi incelenecektir. Boylece AT
tedavisine yonelik ileriki klinik ¢alismalarda dogal, kolay ulasilabilir, hasta uyumu

acisindan daha avantajli yeni bir bilesik olan serisinin yer almasi1 hedeflenmistir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
(PAUHADYEK-2021/10.150.1.102- 106831) onay alinarak Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu yonetmeligine uygun olarak yapilmistir. Calismada kullanilan deney
hayvanlarimin bakimi, deneysel AT modelinin olusturulmasi ve 6rnek alma asamalari
icin Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Arastirma Birimi (DEHAB)
kullanilmistir. Serum Dekorin, TGF-f1, Smad2 ve CTGF konsantrasyonlarinin tayini
icin gerceklestirilen solid faz sandwich enzim immunoassay (ELISA) ol¢timleri
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
yapilmustir. Histopatolojik Analizler Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji

Anabilim Dal1 laboratuvari kullanilmistir.
3.1.Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan Dekorin, TGF-f1, Smad2, CTGF ELISA test kitleri
Elabscience (Texas/ABD), Total Antioxidant Status (TAS) Assay Kit, Total Oxidant
Status (TOS) Assay Kit (BT Lab, Zhejiang/China), TGF-B1, Smad2/3, Coll A1 primer
antikor ve Goat Anti-Rabbit IgG (Santa Cruz, Texas/ABD), Tip-1 kollajenaz,
NaH2P04, NaCl, Etil alkol, Fosfatli tampon ¢ozeltisi (PBS), Formaldehid, Ksilen,
Serisin (Sigma-aldrich , Missouri, ABD), Voltaren 50 mg (Novartis, Istanbul/Tiirkiye;
Ketamine hydrochloride (Eczacibasi, Parke-Davis, Istanbul, Turkiye); Xylazine
hydrochloride (Alfasan International B.V. Woerden, Holland) firmasindan temin

edilmistir
3.2. Deney hayvanlarinin secimi ve gruplandirilmasi

12-16 haftalik 250-300 g agirhigindaki Spraque Dawley erkek siganlarin temini
Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma birimi (DEHAB)’dan
saglanmistir. Siganlar caligma siiresince standart sartlar altinda havalandirmali, sabit
1s1l1, %50 nem ortam1 ve 12 saatlik aydinlik-karanlik siklusu bulunan odalarda 6zel

hazirlanmis kafeslerde yem ve su kisitlamasi yapilmadan veteriner hekim kontrolii
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altinda baridirilmistir. Toplam 40 adet sican her grupta 8 adet olacak sekilde rastgele

5 gruba ayrilmistir.
3.2.1.Asil Tendinopati modeli olusturulmasi

Tip-1 kollajenaz ¢o6zeltisi, 10 mg Tip-1 kollajenaz (Sigma, SCR 103) 1 ml 50
mM NAH2P04 ( Sigma, S0751) , 150 mM NaCL( Sigma, S9888) iceren steril fosfat

tamponu (ph 7.1) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmstr.

Sicanlarda deneysel AT modeli gelistirmek i¢in Tip-1 kollajenaz kullanilmistir.
Literatiirde sicanlarda deneysel olarak AT olusturulmasi amaciyla en sik kullanilan

yontem Tip-1 kollajenaz'in peritendinous alanlarina enjeksiyonudur (23).

Deneysel AT modeli olusturmak icin si¢anlar bir gece 6nce a¢ birakilip, suya
serbest¢ce ulagsmalart saglanmistir. Siganlara deneysel AT modeli, intraperitonal olarak
ketamine (30 mg/kg) ve %2’lik xylazine (6 mg/kg) ile anestezisi altinda, her bir sigan
icin 30 pl Tip-1 kollajenaz cozeltisi (30 g enjektorle) sicanlarin sol peritendinous

alanlarina tek seferde uygulanarak olusturulmustur (Sekil 12).

Sekil 12: Tip-1 kollajenaz ile deneysel AT modelinin olusturulmasi
3.2.2. Deney Prosediirii

Deneysel AT modeli olusturulduktan 1 giin sonra sicanlar rastgele segilerek 5
esit gruba ayrilmis ve deney prosediirii baslatilmigtir. Deney gruplar1 Tablo 1° de

gosterilmis ve ¢alisma Tablo 1’°de belirtilen si¢an sayilari ile tamamlanmaistir.
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Tablo 1: Deney Gruplari

Denek sayisi

uygulanmustir.

Grup Ad1 Uygulanan tedavi @
Siganlarin sol peritendinous alanlarina 30 ul hacminde
K grubu enjektorle (30 G) tek sefer SF uygulanmistir. Sag bacak 8
Kontrol+ SF saglikli kontrol olarak kullanilmisgtir.
Sicanlarda AT modeli olusturulduktan sonra 3. ve 6.
AT grubu ginlerde 100 pL  PBS intratendingz  olarak 8
AT uygulanmstir.
Sicanlarda AT modeli olusturulduktan sonra 3. ve 6.
ATS grubu giinlerde 100 pl (0,8 g/kg/mL) serisin intratendinéz 8
AT + Serisin olarak uygulanmistir (Sekil 13).
ATN grubu | Sicanlarda AT modeli olusturulduktan sonra 14 giin
AT + boyunca giinde 2 kez 1 mL diklofenak sodyum (1,1 8
Diklofenak
Sodyum mg/kg) gavaj ile oral olarak uygulanmistir (Sekil 13).
Siganlarda AT modeli olusturulduktan sonra 3. ve 6.
ATSN grubu | giinlerde 100 pl (0,8 g/kg/mL) serisin intratendindz
AT + Serisin + | olarak uygulanirken, 14 giin boyunca giinde 2 kez 1 mL 8
D;Tg;i:k diklofenak sodyum (1,1 mg/kg) gavaj ile oral olarak

Serisinin Hazirlanmasi: Serisin proteini ticari olarak satin alinmis (Sigma, S5201)

ve 5 gr serisin proteini 35°C’de 2 saat siiresince 20 ml PBS (Ph:8.5) igerisinde

¢cOziilmustiir.

Diklofenak Hazirlanmasi: Ticari olarak satin alinmis olan diklofenak sodyum

(Voltaren 50 mg Novartis / Istanbul) iyice par¢alandiktan sonra distile su icinde 1 ml

de 1,1 mg/kg olacak sekilde ¢oziilerek her tedavi oncesi taze olarak hazirlanmistir

(157).
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Sekil 13: Siganlara Serisin ve Diklofenak uygulamasi

3.3.Deneyin Sonlandirilmasi, Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

AT modeli olusturulmasini takiben 4 hafta sonra (tedaviden 2 hafta sonra)
sicanlar bir gece once ac¢ birakilip, suya serbestce ulagmalar1 saglanmistir. Tiim
sicanlarin agirliklart 6l¢tilmis, sicanlar 30 mg/kg ketamine hydrochloride (Ketalar,
Parke-Davis, Istanbul, Tiirkiye) ve 6 mg/kg %?2’lik xylazine hydrochloride (Rompun,
Bayer, Istanbul, Tiirkiye) kombinasyonun i.p. olarak uygulanmasiyla saglanan genel

anestezi altinda sakrifiye edilmistir.

Kanlar abdominal aortadan alinarak 2000 g, 2-8 °C de 15 dakika santrifiij
edilmis ve elde edilen serum ornekleri -80 °C derin dondurucuda saklanmistir (Sekil

14).
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Sekil 14: Genel anestezi altinda dekapitasyon ile sakrifiye edilen si¢anlarin

abdominal aortasindan kan 6rnegi alinmasi

Sakrifiye edilen siganlarda serisin ve NSAI ilaclarin tedavi etkinlikleri, ayni
zamanda da inflamatuvar etkiyi arastirmak i¢in asil tendonlar1 alinarak histopatolojik
islemler icin igerisinde %10’luk formalin bulunan tiiplere konularak Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ABD laboratuvarma getirilmistir
(Sekil 15).

Sekil 15: Genel anestezi altinda dekapitasyon ile sakrifiye edilen siganlardan

histopatolojik islemler i¢in asil tendonlarinin ¢ikarilmasi
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3.4.Biyokimyasal analizler
3.4.1.Serum Dekorin, TGF-B1, Smad2 ve CTGF Diizeyinin Olgiilmesi

Serum Dekorin, TGF-B1, Smad2 ve CTGF konsantrasyonlarinin tayini i¢in
gerceklestirilen ELISA 6lgiimleri Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji

Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilmistir.

Serum Dekorin (Elabscience E-EL-R0321), TGF-B1 (Elabscience, E-EL-0162),
Smad2/MADH?2 (Elabscience, E-EL-R2582) ve CTGF (Elabscience, E-EL-R0259)
diizeyleri -80 °C’de bekletilen serum 6rnekleri kullanilarak solid faz sandwich ELISA
prensibine dayanan hazir 6l¢tim kitleri kullanilarak belirlenmistir. Kit igerisinde yer
alan 96 kuyucuktan olusan mikroplateler, Dekorin, TGF-B1, Smad2 ve CTGF’ye
kars1 gelistirilmis olan spesifik monoklonal antikorlar ile kaplanmustir. Orneklerde
bulunan Dekorin, TGF-f1, Smad2 ve CTGF molekiilleri bu kapli olan antikorlara
baglanacaktir. Antikorlar ile kaplanmis 96 kuyucuktan olugan mikroplatelere 100 pL
serum ve seri diliisyonlarda azalan konsantrasyonlarda elde edilen standart ¢ozeltiler

konulmus ve sirasi ile asagidaki islemlere yapilmistir.

e 37 °C'de 90 dakika inkiibasyona birakilmig

e Tiim kuyucuklar yitkama iglemi yapilmadan bosaltilmis ve 100 pL spesifik
ve biotin ile isaretlenmis olan ikinci bir antikor (Biotinylated Detection Ab)
kuyucuklara ilave edilmistir.

e 37 °C'de 60 dakika inkiibasyona birakilmis

e 3 defa yikama islemi ile baglanmayan molekiiller uzaklastirilmistir.

e 100 uL HRP Konjugat Calisma Soliisyonu eklenmis

e 37 °C'de 30 dakika inkiibasyona birakilmas.

e 5 defa yikama islemi gergeklestirilmis

e Ardindan tiim kuyucuklara 90 pLL Substrate Reaktifi eklenmis

e 37 °C'de karanlikta 15 dakika inkiibasyona birakilmas.

e Daha sonra reaksiyonu durdurmak i¢in her bir kuyucuga 50 pL Stop
Soliisyonu eklenmistir.

e Ardindan her bir kuyucuga ait absorbans degerleri spektrofotometre ile 450

nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Thermo scientific elisa reader).
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3.4.2. Total Antioksidan Seviye (TAS), Total Oksidan Seviye (TOS) ve
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Diizeyinin Ol¢iilmesi

3.4.2.1. TAS ve TOS Olciimii

Serum TAS ve TOS diizeyi -80 °C de bekletilen serum 6rnekleri kullanilarak solid
faz sandwich ELISA prensibine dayanan rat TAS ELISA hazir 6l¢iim kitleri (BT
LAB, E1710Ra) ve rat TOS ELISA (BT LAB, E1512Ra) kullanilmis ve sirasi ile
asagidaki islemler yapilmistir.

e 96 kuyucuktan olusan mikroplatelere seri dilisyonlarda azalan
konsantrasyonlarda hazirlanan standart soliisyonlardan 50 pL, serum
orneklerinden 40 pL eklenmistir.

e Serum 6rnekleri tizerine 10 ul anti-TOS veya anti-TAS antikoru eklenmistir.

e Ardindan blank hari¢c serum ve standart soliisyonlarinin tizerine 50 pL
streptavidin-HRP soliisyonu eklenmistir.

e 37 °C'de 60 dakika inkiibasyona birakilmis

e Tiim kuyucuklar bosaltilip 5 defa yikama islemi gerceklestirilmis

e Yikama islemi yapildiktan sonra kuyucuklara 50 pL substrate soliisyon A ve
50 pL substrate soliisyon B eklenmistir.

e 37°C'de 10 dakika inkiibasyona birakilmis

e Daha sonra reaksiyonu durdurmak icin her bir kuyucuga 50 pL Stop
Soliisyonu eklenmistir.

e Ardindan her bir kuyucuga ait absorbans degerleri spektrofotometre ile 450

nm dalga boyunda o6l¢iilmiistiir (Thermo scientific elisa reader).
3.4.2.2. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Oksidatif Stres Indeksi (OSI), total oksidan seviyenin total antioksidan seviyeye

boliinmesi ile elde edilen degerin 100 ile ¢arpilmasi ile hesap edilmistir.

TOS (%)

TAS (%)

0Si = x 100
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3.5.Histolojik ve Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Histolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler i¢in her bir gruptan 6’sar

adet toplamda 30 adet siganin tendonu kullanilmistir.
3.5.1.Doku takip yontemi

Histopatolojik islemlerin yapilmasi i¢in Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji AD laboratuvarina i¢inde %10’luk tamponlu formaldehit
bulunan ve etiketlenmis siseler icerisinde getirilen asil tendon Ornekleri 72 saat
bekletilmistir. Akarsuda 60 dakika yikandiktan sonra sirasiyla %50, 70, 80, 90,
100’11k etil alkol serilerinde 1 er saat ksilen I ve II’de 1’er saat, parafinde 2 defa 1’er
saat bekletilmistir. Daha sonra dokulara, parafinle gomme ve etiketleme islemi

yapilmistir.

Kesite hazir hale gelen parafin bloklardan histopatolojik ve histolojik
incelemeler i¢in ayri1 ayr1 leica marka (RM2125RT) mikrotom ile 5 mikron
kalinliginda kesitler lamlara alinarak etiive konulmustur. Histopatolojik
degerlendirmeler i¢in hematoksilen-eozin boyamasi, histokimyasal boyamalar i¢in

Masson's trichrome boyamasi yapilmastir.

3.5.2. Hematoksilen & Eozin Boyama Protokolii:

Deney gruplarina ait tendon dokulari, etiivde 60 dk bekletilerek

deparafinizasyon yapilmistir. Etiivden alinan dokular sirayla;

o Ksilen I ve Il de (seffaflagtirma amaci ile) 30’ar dakika,
e %100, %96, %80, %70 lik etil alkol serilerinde 10’ ar dk.
e Distile suda 10 dk bekletme islemi yapilmistir.

e Hematoksilen de 3 dk bekletilmistir.

e Akarsuda yikama yapilmistir.

e Asit-alkol’e batirip ¢ikarma islemi yapilmistir.

e Amonyak da 1-2 saniye bekletilmis.

e Akarsuda yikama yapilmas.
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e 10 sn Eozin de bekletilmis.

e Srrasiyla %70, %80, %96, %100’ lik etil alkol serilerinde 10 ar dk bekletilmis.

e Ksilen de 10 dk bekletilmistir.

e Ksilen den almman lamlar tizerine entellan damlatilip ve iizerinde hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde lamellerle kapatilarak Olympus Bx51
kullanilarak yiiksek giiclii 151k mikroskobu altinda histolojik olarak incelenmis

ve resimleri ¢ekilmistir.
3.5.3. Masson’s Trichrome boyama Prosediirii

Asil tendon doku 6rnekleri hazir masson’s trichrome boyama kiti kullanilarak
boyama yapilmistir. Trichrome boyama kiti bag dokudaki kas ve kollajen fibrinleri

incelemek i¢in kullanilmstir.

e Preparatlar deparafinize edilmis ve boyanmaya hazir hale getirilmistir.

e [Esit miktarda A ve B soliisyonlarindan karistirilmis ve preparatlarin tizerine
damlatilip 10 dk bekletilmistir.

e Preparatlar hizlica distile sudan gegirilmis.

e Preparatlarin tizerine C soliisyonundan damlatilmis ve 4 dakika bekletilmistir.

e Preparatlar distile sudan gecirilmistir.

¢ D soliisyonundan damlatilmis ve 15 dakika bekletilmistir.

e Preparatlar distile sudan gecirilmis.

e E soliisyonundan damlatilmis ve 5 dakika bekletilmistir.

e Preparatlarin tizerindeki soltisyon dokiilmiis ve yikamadan F sol. damlatilmig
ve 7- 8 dk arasinda bekletildi.

e Preparatlar distile sudan gecirilmis.

e Preparatlar sirayla %96 ve %99,9 derecedeki alkollerden gecirilmis

e Ksilenile 2 defa 2 ser dakika arayla gegirilmis.

e Mounting medium ile lamlar kapatilarak Olympus Bx51 kullanilarak yiiksek
giicli 151k mikroskobu altinda histolojik olarak incelenmis ve resimleri

cekilmistir.
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3.5.4.immunohistokimyasal Boyama Yéntemi

Doku takip yontemi tamamlanan doku bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5 pm’
lik kesitler alinmig ve kesitlere immunohistokimyasal islem uygulanmistir. Kesitlere

uygulanan immunohistokimyasal protokol sirasi asagidaki gibidir:

o Kaesitler etiivde 60°C’de 1 gece bekletilmis.

e Ksilende, deparafinizasyon islemi i¢in 1 saat bekletilmis.

e Ksilenden ¢ikarilip havada kurutularak PAP pen ile dokular isaretlenmis.

e Kesitler sirasiyla %100, %96, %80, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ ser
dakika bekletilmistir.

e Alkolden ¢ikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika siireyle yikanmuis.

e Antijen retrieval islemi i¢in 6nceden hazirlanmis ve 37°C de bekletilen
Tripsin soliisyonu (200cc PBS + 0,2gr Tripsin) ile 37°C’de 30 dakika
bekletilmistir.

e 10 dakika PBS’de birakilmis.

e Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, %30’ luk H,O> uygulanmis (H20:
Metanol (1: 9) karisimu ile) 10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirilmistir.

e PBS ile yikanan kesitler, tizerlerine ilave edilen serum bloklama soliisyonu ile
10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

o Kesitler tizerine TGF-B1, Smad2/3 ve Coll Al primer antikorlar1 ilave edilerek
1 gece inkiibasyona birakilmistir.

e Biitiin primer antikorlar 1:50 oraninda PBS ile diliie edilmistir.

e Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmis- sekonder
antikorlarla 20 dakika muamele edilmis

e Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmis-sekonder antikorlara
kolayca baglanabilen horse radish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-
SA) 10 dakika kadar muamele edilmistir.

e Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyasi DAB ile 3-10
dakika kadar muamele edilmistir.

e Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gozlenmesi i¢in kesitlere hematoksilen
boyasi ile zit boyama yapilmistir.

e Kesitler akan suda yikanmistir.
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e Sirasiyla %50, %70, %80, %96, %100’ lik etil alkol serilerinde 2 ser dakika
bekletilmistir.

e Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen I ve ksilen II ’de 2 ser dakika
bekletilmistir. Ksilenden alinan dokularin {izeri kurumasi beklenilmeden
entellan ile kapatildiktan sonra Olympus Bx51 kullanilarak yiiksek giiclii 151k
mikroskobu altinda incelenmis ve resimleri ¢cekilmistir. TGF-f1, Smad2/3 ve
CollA1l’in  boyanma lokalizasyonlar1 her sigan i¢in ayr1 ayri

degerlendirilmistir.
Goriintii analizi

Doku ornekleri, bir Olympus Bx51 kullanilarak yiiksek giiclii 151k mikroskobu
ile degerlendirilmistir. Her ornek, 40X biyiitme ile rastgele secilen 10 alanin
degerlendirilmesi ile incelenmistir. Skorlar, her sicandan elde edilen preparatlarda
151k mikroskopisi kullanilarak yari kantitatif olarak elde edilmis ve boyamanin

degerlendirilmesinde asagidaki skala kullanilmistir;

(+++) : Kuvvetli boyanma,

(++) : Orta derecede boyanma,
) : Zayif boyanma,
-) : Boyanma yok.

Bonar skorlamasi

Rutin Hematoksilen Eosin (HE) boyamasi yapilan kesitler degerlendirmesi asil
tendonunun degerlendirildigi Bonar’a gore Olympus BXS51 mikroskopu ile

degerlendirilmis ve mikroskobik kesitler fotograflandirilmistir.

Bonar histopatolojik skorlamasinda deney gruplarina ait tendon kesitleri;
tenositler, zemin maddesi, kollajen ve vaskiilarite agisindan degerlendirilmistir (197).
Bonar skorlama sisteminin detaylar1 Tablo 2’de gosterilmistir. Bonar skorlama

sistemine gore 0 (¢ok iyi) ve 12 (¢ok kotii) arasinda puanlamalar yapilmaistir.
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Tablo 2: Bonar Skorlamasi

Skor 0 1 2 3
Yuvarlak ve
Belirgin Belirgin Daha bityik ve buyuk
sitoplazma yok  sitoplazma yok yqvarlak (;ekl‘r dek
Tenositler IR cekirdekler, Bol miktarda
Uzun ig sekilli Yuvarlak .
ekirdekler ekirdekler Az miktarda stoplazma
¢ ¢ sitoplazma Lakiina
olusumu
Demetlerin net
sinirlariin Géze caromavan
. Boyanabilir Lifler arasinda  kaybolmasi ile sarpmay
Zemin . . o . kollajen boyama
. zemin maddesi boyanabilir lifler arasinda N
Maddesi o - ile birlikte bol
yok miisin mevcut boyanabilir . .
o miktarda musin
miisin
Demetlerin
Demetler
Normal yapida sinirlarin T
; korunmus, Kollajen liflerin
. kollajen, . kaybi,
Kollajen . Lifler ayrilmus, : tamamen
Homojen Ayrilmus lifler,
. Azalmig . ayrilmasi
polarizasyon olarizasvon Polarizasyon
p M kayb1
10°Tuk 10°Tuk 10°1uk
Demetler - - Lo
arasinda belirli biiylitmede biiylitmede biiylitmede
Vaskiilarite sahada sahada sahada
olmayan kan , ,
damarlar 1’den az 1-2 aras1 2’den fazla
kapiller kapiller kapiller
3.6.Istatiksel Analiz

Veriler SPSS 21.0 (IBM SPSS Statistics 21 software (Armonk, NY: IBM Corp.)

paket programiyla analiz edilecektir. Siirekli degiskenler ortalama + standart sapma

ve kategorik degiskenler say1r ve yiizde olarak verilecektir. Parametrik test

varsayimlari saglandiginda bagimsiz grup farkliliklarin karsilastirilmasinda tek yonlii

varyans analizi; parametrik test varsayimlari saglanmadiginda ise bagimsiz grup

farkliliklarin karsilagtirllmasinda Kruskal Wallis Varyans Analizi ve gruplar arasi

karsilastirmalar i¢in Mann Whitney U testi kullanilmistir. Tiim analizlerde P<0.05

istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Once ve sonra agirlik incelemelerinde 5 grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmamistir. Once ve sonra degisimlerinden elde edilen fark
degerleri incelendiginde de 5 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmamastir.

Her grubun kendi i¢indeki degisimlere bakildiginda ise tiim gruplarda 6nce ve
sonra degisimleri istatistiksel olarak anlamlidir. Tim gruplarda anlamli yiikselis
oldugu saptanmistir. En fazla degisim olan grup AT grubu, en az degisim olan grup

ise ATN grubudur (Tablo 3).

Tablo 3: Deney hayvanlarimin ¢alisma oncesi ve calisma sonundaki viicut

agirhklar:
agirlik once agirlik sonra Grup i¢i p agirlik fark
AO=£S.S 238.88 +7.53 284.25+17.93 -45.38 +£15.32
K Med (IQR)  239(232.25-242.5)  281.5(268.5-302.75)  0.0001* (t=-8.38) -39.5 (-60.75 - -36.7¢
min - maks 229 -253 264 - 310 -69 - -23
AO=£S.S 232.63 £15.82 287.5+11.96 -54.88 = 12.46
AT Med (IQR) 230.5(217.75 - 248.75) 285.5(284.25-297.5) 0.0001* (t=-12.456) -54.5 (-67.25 - -44.2¢
min - maks 216 -254 265 - 305 -69 - -39
AO=£S.S 244.63 £ 14.6 300.88 +10.86 -56.25+18.88
ATS Med (IQR) 245.5(234.25 - 253.25) 297.5 (293 - 312) 0.0001* (t=-8.426)  -63 (-71.75 - -43.25
min - maks 222-270 289 -319 -75--19
AO=£S.S 235.5+14.17 301 +£29.9 -65.5+33.11
ATN Med (IQR)  239.5(221-248.75) 289 (276.75-332.25)  0.001* (t=-5.596) -62.5 (-94.25 - -35)
min - maks 215-251 271 -351 -116 - -26
AO=£S.S 247.25+£9.87 301.25+£22.71 -54 +£23.76
ATSN Med (IQR) 247.5(237.5-256.25) 299.5(282.25-324.75) 0.0001* (t=-6.428) -48.5 (-78.5 - -46.25
min - maks 234 -262 269 - 334 -85--11
Gruplar arasi p 0.145 (F=1.828) 0.25 (F=1.412) 0.502 (F=0.853)

*P<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: standart sapma; Med(IQR):
Ortanca (25. Ve 75. Yiizdelikler); min — maks: En kii¢iik — en biiyiik degerler; F: Tek yonlii varyans
analizi; t: Bagimli gruplarda t testi

K: kontrol grubu; AT: Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu; ATN: Asil
tendinopati + diklofenak sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak sodyum grubu
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4.1. Biyokimyasal sonuclar

4.1.1. Serum TGF-B1 Diizeyinin Belirlenmesi

Serum TGF-B1 diizeyi ELISA kit yardimi ile ng/mL diizeyinde belirlenmistir.
Serum TGF-B1 konsantrasyonunda, AT grubunda (4.058 £+ 0.171) kontrol grubuna
(2.263 + 0.289) gore istatiksel olarak artis tespit edilmistir (P =0.001). Tedavi
gruplarina bakildiginda tiim gruplarda TGF-B1 diizeyinin AT grubuna gore azalma
tespit edilmistir. Ancak, ATS ve ATSN grubunda istatiksel olarak anlaml diizeyde
azalirken (swrasiyla, P =0.001, P =0,039), ATN grubunda anlamli bir fark
saptanamamustir (P> 0.05) (Sekil 16).

4,5 - &
4
3,5 #
=) o
E 3 ‘
EXY
= N
T’
2 2
1
3 15
e
1 4
0,5 -
0 T T T T
K AT ATS ATN ATSN

Sekil 16: Deney gruplarinda serum TGF-B1 Diizeyi (ng/mL)
(Ortalama + standart sapma; n=8, *: P <0.001 diizeyinde AT grubundan fark; **: P <0.05 diizeyinde

AT grubundan fark; &: P <0.001 diizeyinde K grubundan fark; #: P <0.01 diizeyinde K grubundan fark;
K: kontrol grubu; AT: Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu; ATN: Asil
tendinopati + diklofenak sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak sodyum grubu).
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4.1.2. Serum CTGF Diizeyinin Belirlenmesi

Serum CTGF diizeyi ELISA kit yardimi ile pg/mL diizeyinde belirlenmistir.
Serum CTGF konsantrasyonunda, AT grubunda (436,3 + 52,830) kontrol grubuna
(105,6+35,481) gore istatiksel olarak artis tespit edilmistir (P =0.006). Tedavi
gruplarina bakildiginda tiim gruplarda CTGF diizeyinin AT grubuna gore azalma
tespit edilmistir. Ancak, bu azalmanin sadece ATS grubunda istatiksel olarak anlamli

diizeyde oldugu goriilmiistiir (P =0.001) (SEKIL 17)

600 -
500 1 pors
400 -
300 1

200 -

CTGF (pg/mL)

100 - *

T T T

K AT ATS AIN ATSN

Sekil 17: Deney gruplarinda serum CTGF Diizeyi (pg/ml)

(Ortalama + standart sapma; n=8, *: P <0.001 diizeyinde AT grubundan fark; #: P <0.01 diizeyinde K
grubundan fark; ##: P <0.05 diizeyinde K grubundan fark; K: kontrol grubu; AT: Asil tendinopati grubu;
ATS: Asil tendinopati + serisin grubu; ATN: Asil tendinopati + diklofenak sodyum grubu; ATSN: Asil
tendinopati + serisin + diklofenak sodyum grubu).
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4.1.3. Serum Smad?2 Diizeyinin Belirlenmesi

Serum Smad2 diizeyi ELISA kit yardimi ile ng/mL diizeyinde belirlenmistir.
Serum Smad2 konsantrasyonunda, AT grubunda (0.466 + 0.062) kontrol grubuna
(0.235+0.035) gore istatiksel olarak artis tespit edilmistir (P =0.001). Tedavi
gruplaria bakildiginda tiim gruplarda Smad2 diizeyinin AT grubuna goére azalma
tespit edilmistir. Ancak, bu azalmanin ATS ve ATSN gruplarinda istatiksel olarak
anlamli diizeyde iken (sirastyla, P =0.001, P =0.008, ATN grubunda anlamli fark
saptanamamistir (P >0.05) (SEKIL 18)

EE]
0,5 1
04
-s

0,2

0,1 -

0 b T T T
K AT ATS ATN ATSN

Sekil 18: Deney gruplarinda serum Smad2 Diizeyi (pg/ml)

(Ortalama + standart sapma; n=8, *: P <0.001 diizeyinde AT grubundan fark; **: P <0.05 diizeyinde
AT grubundan fark; ##: P <0.05 diizeyinde K grubundan fark; K: kontrol grubu; AT: Asil tendinopati
grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu; ATN: Asil tendinopati + diklofenak sodyum grubu;
ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak sodyum grubu).

'

SMAD (ng/mL)
o
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4.1.4. Serum Dekorin Diizeyinin Belirlenmesi

Serum Dekorin diizeyi ELISA kit yardimi ile pg/mL diizeyinde belirlenmistir.
Serum Dekorin konsantrasyonunda, AT grubunda (91,02+10,400) kontrol grubuna
(33,47£8,129) gore istatiksel olarak artis tespit edilmistir (P =0.001). Tedavi
gruplarina bakildiginda serum Dekorin diizeyi ATS grubunda istatiksel olarak anlamli
diizeyde azalirken (P =0.001), ATN ve ATSN gruplarinda anlamli bir fark
saptanamamustir (P > 0.05). (Sekil 19)
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Sekil 19: Deney gruplarinda serum Dekorin diizeyi (pg/ml)

(Ortalama + standart sapma; n=8, *: P <0.001 diizeyinde AT grubundan fark: ##: P <0.05 diizeyinde K
grubundan fark; K: kontrol grubu; AT: Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu;
ATN: Asil tendinopati + diklofenak sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak
sodyum grubu ).
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4.1.5. Serum TOS Diizeyinin Belirlenmesi

Serum TOS diizeyi ELISA kit yardimi ile U/mL diizeyinde belirlenmistir. Serum
TOS konsantrasyonunda, AT grubunda (8,514+0,859) kontrol grubuna (6,848+1,402)
gore istatiksel olarak artis tespit edilmistir (P = 0.034). Tedavi gruplarina bakildiginda
tiim gruplarda TOS diizeyinin AT grubuna goére azalma tespit edilmistir. Ancak, ATS
ve ATSN grubunda istatiksel olarak anlamli diizeyde azalirken (sirasiyla, P = 0.001,
P =0.042), ATN grubunda anlaml1 bir fark saptanamamistir (P > 0.05). (SEKIL 20)
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<
)
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ATN ATSN

TOS (U/mL)
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Sekil 20: Deney gruplarinda serum TOS Diizeyi (U/mL)

(Ortalama =+ standart sapma; n=8, *: P <0.001 dizeyinde AT grubundan fark; **: P <0.05 diizeyinde
AT grubundan fark: ##: P <0.05 diizeyinde K grubundan fark; K: kontrol grubu; AT: Asil tendinopati
grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu; ATN: Asil tendinopati + diklofenak sodyum grubu;
ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak sodyum grubu).
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4.1.6. Serum TAS Diizeyinin Belirlenmesi

Serum TAS diizeyi ELISA kit yardimi ile U/mL diizeyinde belirlenmistir. Serum
TAS konsantrasyonunda, AT grubunda kontrol grubuna goére azalma tespit edilmistir
(P>0.05). Tedavi gruplarina bakildiginda tiim gruplarda TAS diizeyinde artis tespit
edilse de anlamli bir fark saptanamamistir (P > 0.05). (SEKIL21)

T

Sekil 21: Deney gruplarinda serum TAS Diizeyi (U/mL)

(Ortalama + standart sapma; n=8; K: kontrol grubu; AT: Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati
+ serisin grubu; ATN: Asil tendinopati + diklofenak sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin
+ diklofenak sodyum grubu ).
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4.1.7. Serum OSI Diizeyinin Belirlenmesi

Serum OSI diizeyinde, AT grubunda (106,05+14,39) kontrol grubuna
(88,71+13,65) gore istatiksel olarak artis goriilmiistiir (P = 0.024). Tedavi gruplarina
bakildiginda tiim gruplarda OSI diizeyinin AT grubuna gore azalma tespit edilmistir.
Ancak, sadece ATS grubunda istatiksel olarak anlamli diizeyde ulasmistir (P =0.001)
(SEKIL 22)
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*
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K AT ATS

Sekil 22: Deney gruplarinda serum OSI Diizeyi

OSI

ATN ATSN

(Ortalama + standart sapma; n=8, *: P <0.001 diizeyinde AT grubundan fark; ##: P <0.05 diizeyinde K
grubundan fark; K: kontrol grubu; AT: Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu;
ATN: Asil tendinopati + diklofenak sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak
sodyum grubu ).
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4.2.Hematoksilen & Eozin Boyama ve Masson Trichrome boyama sonuclari

K ve SF grubundaki kollajen liflerinin diizenli oldugu, demetlerin siki olarak
diizenlendigi ve siirekli oldugu izlenmistir. Tendon hiicrelerinin ¢ekirdek yapisinin
beklendigi gibi igsi sekilli oldugu goézlenmistir. AT grupta dejenerasyon oldukga
belirgindi. Liflerde diizen kaybolmus ve lifler dagilmis olarak izlenmistir.
Cekirdeklerin ¢ogunun yuvarlaklastigi hatta bazi alanlarda lakunalar olusturdugu
belirlenmistir. Bu grupta damarlanmanin da oldukga arttigi dikkati ¢ekmistir. ATS
grubunda liflerin diizenli oldugu ve sikica paketlendigi izlenmistir. Cekirdekler
kontrol grubundakilere benzer olarak igsi sekildeydi. ATN grubundaki liflerin
cogunlugunun alanda diizensiz oldugu, lifler arasinda ayrilmalarin oldugu, bazi
liflerde kopmalarin oldugu ve siirekliligin kayboldugu, ¢ekirdeklerin de ¢ogu alanda
yuvarlak oldugu gozlenmistir. ATSN grubunda lifler ATN grubuna karsin daha
diizenliydi ancak bazi liflerde ayrilmalarin oldugu, hiicre ¢ekirdeklerinin bazi
alanlarda igsi yapisin1 korumasina karsin bazi alanlarda yuvarlak sekilde oldugu goze

carpmustir (Sekil 22).
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H&E Masson Trichrom}e

Sekil 23: Deney gruplarina ait asil tendonlarinin histolojik gériiniimleri

(K: kontrol grubu; SF: Serum Fizyolojik grubu; AT: Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati +
serisin grubu; ATN: Asil tendinopati + diklofenak sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin +
diklofenak sodyum grubu; Yildiz: kollajen lifler; Ok: g¢ekirdek; Ok basi: damar yapilari; Boya:
A,B,C,D,E,F: H&E; G,H,LJ,K,L: Masson trichom boyama; Biiyiitme: X500).
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4.2.1.Bonar skorlama sonuclari

Bonar skorlama sisteminin detaylar1 Tablo 2’te gosterilmistir. Bonar skorlama

sistemine gore 0 (¢ok iyi) ve 12 (cok kotii) arasinda puanlamalar yapilmastir.

AT grubunda (11,333 + 1,032) kontrol grubuna goére ve SF grubuna gore
(0,333+0,516) istatiksel olarak artig tespit edilmistir (P =0.001). Tedavi gruplarina
bakildiginda tiim gruplarda AT grubuna gore Bonar skorunda azalma tespit edilmistir.
Ancak, ATS grubunda istatiksel olarak anlamli diizeyde azalirken (P =0.027), ATN ve
ATSN grubunda anlamli bir fark saptanamamistir (P > 0.05).

14 1

10 A

Bonar Skoru

K SF AT ATS ATN ATSN

! - —

Sekil 24: Deney gruplarinda Bonar Skorlama Diizeyi

(Ortalama + standart sapma; n=6, *: P <0.001 diizeyinde AT grubundan fark; **: P <0.05 diizeyinde
AT grubundan fark; &: P <0.001 diizeyinde K grubundan fark; K: kontrol grubu; SF: Serum Fizyolojik
grubu; AT: Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu; ATN: Asil tendinopati +
diklofenak sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak sodyum grubu).
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4.3. Immiinohistokimyasal Boyama ile TGF-p, Smad2/3 ve CollAl

ekspresyonlarinin Belirlenmesi

TGF B SMAD COLIA1

Sekil 25 : Deney gruplarina ait asil tendonlarinin immunohistokimyasal boyama ile TGF-f, Smad2/3
ve Coll Al ekspresyonlarinin immunohistokimyasal gériiniimleri

( K: kontrol grubu; SF: Serum Fizyolojik grubu; AT: Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati +
serisin grubu; ATN: Asil tendinopati + diklofenak sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin +
diklofenak sodyum grubu; Biiyiitme: X500 )
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Immunhistokimyasal boyamada TGF-B1 ekspresyonunda, AT grubunda kontrol
grubu ve SF grubuna gore istatiksel olarak artig tespit edilmistir (sirastyla, P =0.001,
P =0,003). Tedavi gruplarina bakildiginda tiim gruplarda TGF-B1 ekspresyonunda AT
grubuna gore azalma tespit edilmistir. Ancak, ATS grubunda istatiksel olarak anlamli
diizeyde azalirken (P =0.003), ATN ve ATSN gruplarinda anlamli bir fark
saptanamamustir (P > 0.05).

TGF-$

o o
th (75 th
1 1

Histolojik Skor
o

[
1

- * %

—_— —_—

K SF AT ATS ATN ATSN

=
th
1

=]

Sekil 26: Immunohistokimyasal Boyama ile Deney gruplarinin asil tendonlarinda
TGF-B1 ekspresyonunun histolojik skoru

(Sonuglar Ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir; n=6, **: P <0.05 diizeyinde AT grubundan
fark; &: P <0.001 diizeyinde K grubundan fark; K: kontrol grubu; SF: Serum Fizyolojik grubu; AT:
Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu; ATN: Asil tendinopati + diklofenak
sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak sodyum grubu).
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Immunhistokimyasal boyamada Smad2/3 ekspresyonunda, AT grubunda
kontrol grubu ve SF grubuna gore istatiksel olarak artis tespit edilmistir (sirasiyla,
P=0.001, P=0,002). Tedavi gruplarma bakildiginda tiim gruplarda Smad2/3
ekspresyonunda AT grubuna gore azalma tespit edilmistir. Ancak, ATS grubunda
istatiksel olarak anlamli diizeyde azalirken (P =0.027), ATN ve ATSN grubunda
anlamli bir fark saptanamamuistir (P > 0.05) (Sekil 26).
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Sekil 27: Immunohistokimyasal Boyama ile Deney gruplarinin asil tendonlarinda

Smad2/3 ekspresyonunun histolojik skoru

(Sonuglar Ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir; n=6, **: P <0.05 diizeyinde AT grubundan
fark; &: P <0.001 diizeyinde K grubundan fark; K: kontrol grubu; SF: Serum Fizyolojik grubu; AT:
Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu; ATN: Asil tendinopati + diklofenak
sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak sodyum grubu ).
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Immunohistokimyasal boyamada CollAl ekspresyonunda, AT grubunda,
kontrol ve SF gruplarina gore istatiksel olarak artis tespit edilmistir (sirasiyla, P
=0.001, P=0,003). Tedavi gruplarina bakildiginda tiim gruplarda Col1 A1l diizeyinin
AT grubuna gore artma tespit edilmistir. Ancak, ATS grubunda istatiksel olarak
anlamli diizeyde artarken (P =0.004), ATN ve ATSN grubunda anlamli bir fark
saptanamamustir (P > 0.05).
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Sekil.28: Deney gruplarinda Coll A1 Immunohistokimyasal Boyama

(Sonuglar Ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir; n=6, **: P <0.05 diizeyinde AT grubundan
fark; &: P <0.001 diizeyinde K grubundan fark; K: kontrol grubu; SF: Serum Fizyolojik grubu; AT:
Asil tendinopati grubu; ATS: Asil tendinopati + serisin grubu; ATN: Asil tendinopati + diklofenak
sodyum grubu; ATSN: Asil tendinopati + serisin + diklofenak sodyum grubu ).
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TARTISMA

Asil tendonu, insan viicudundaki en gii¢lii ve en kalin tendon olmasina karsin,
diger tendonlara gore daha yiiksek in vivo stresle karsilasan ve en sik travmaya
ugrayan tendondur (198). Kosma ve ziplama gibi aktiviteler sirasinda viicut agirliginin
12,5 kat1 kadar kuvvete dayanabilmesine ragmen spontan riiptiir insidanst olduk¢a

yiiksektir (103, 104).

AT; inflamatuar olmayan, diizensiz kollajen yapisi ile dejeneratif bir siireci
gosteren, agri, sislik ve fonksiyonel bozulma olmak tizere ii¢ unsurla karakterize edilen
klinik bir sendrom olarak tanimlanmistir (199). Olusan dejeneratif degisikliklerin ve
tendondaki gerim kuvvetini azaltan tekrarli mekanik yiiklerin AT’ye neden olan
faktorler oldugu gosterilmistir (105). AT, daha c¢ok atletlerde karsilasilan, asir1 kas
kullanmaya bagli bir patolojidir. Sporcular arasinda tendinopati prevalanst %23.9,

genel popiilasyonda ise %2,1 olarak bildirilmistir (200).

AT’nin patolojisi olduk¢ca kompleks ve multifaktoriyel olmakla birlikte
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (201,202). Tendon dokusunun yenilenme
hiz1 distiktiir. Zayif vaskiilariteden dolay1 iyilesmesi genellikle uzun siirer. Tamir
edilen doku yaralanma Oncesi normal diizeyini elde edemez ve tekrar yaralanmaya
yatkindir (203). Tedavi segenekleri, operatif ve konservatif (fizik tedavi, steroid
enjeksiyonlar1 ve anti-inflamatuar ilaglar) olmak tizere iki ana yaklasim igerir ve
tedavilerin etkinligi sinirlidir (3). Bu nedenle mevcut uygulamalara yeni 151k tutabilen

potansiyel tedavi alternatiflerini kesfetmeye ihtiya¢ vardir.

Tendinopatide hayvan modellerinin kullanimi, bu karmasik hastalig
anlamamiza yardimci olmak ig¢in kritik Oneme sahiptir. Biyopsi veya cerrahi
rezeksiyon ile elde edilen insan dokusunun aksine, tendinopatinin her evresinin
kontroliiniin ve tekrarinin yapilmasina olanak saglar (204). Tendonlarinin boyutu,
cerrahi veya perkiitan islemlerin gerceklestirilmesi ve laboratuvar analizi i¢in yeterli
miktarda doku toplanmasi i¢in uygundur (205). Ek olarak, sicanlar kolay egitilebilir

ve tekrarlayan egzersizlere tabi tutulabilir (206).
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Hayvan modellerinde tendinopatiyi indiiklemek icin kullanilan en yaygimn iki
teknik; mekanik asir1 yiikleme ve kimyasallar (kollajenaz, kortikosteroid, sitokin gibi)
kullanilarak yapilan indiiksiyonlardir (207). Tendinopati modelinin hizli olusmas1 ve
kolay uygulanabilir olmas1 nedeniyle kollajenaz enzimi, calismalarda en yaygin
kullanilan modellerdendir (206). Kollajenaz, kollajenin parcalanmasi yoluyla tendon
dejenerasyonunu indiikler. Insan tendinopatisine benzer bir sekilde yikilan kollajen
demetlerinin hiicresel, molekiiler ve biyomekanik degisikliklerle sonuglandigi
gosterilmistir (204, 207,208). Bu avantajlarindan dolay1 c¢alismamizda, Tip-1

kollajenaz ile siganlarda olusturulan AT modeli tercih edilmistir.

Calismamizda, Tip-1 kollajenaz enzimi ile AT modeli olusturulan siganlarda
gelismis olan inflamasyonun giderilmesi, azaltilmasi ve iyilestirilmesi {izerinde
serisinin etkinliginin arastirilmasi, bu etkinliginin TGF-f/Smad yolag: iizerinden
belirlenmesi ve tendinopatinin semptomatik tedavisinde yaygin olarak kullanilan

diklofenak sodyum ile karsilastirilmasi amaglanmastir.

Bu amagcla, tendinopati modeli olusturmak i¢in si¢anlar seg¢ilmis, Tip-1
kollajenaz enziminin peritendindz alana uygulanmasi ile sicanlarda AT modeli
olusturulmus ve siganlar gruplara ayrilmistir. Sicanlara serisin 3. ve 6. giinlerde
peritendindz ve/veya diklofenak sodyum 14 giin oral olarak uygulanmistir. 4 hafta
sonrasinda hayvanlar dekapite edilerek serum ve asil tendon doku ornekleri
toplanmistir. Elde edilen serum ve doku Orneklerinden histopatolojik,

immiinhistokimyasal ve ELISA yontemleriyle analizler yapilmistir.

Literattire bakildiginda TGF-f ailesi, cok sayida c¢alismaya konu olmus ve
yogun olarak arastirilmistir. TGF-B, hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi, apoptozu ve ECM
sentezinin uyarilmasinda rol oynayan giiclii fibrojenik bir faktordiir (209). Temel

olarak hedef hiicrelerde gen ekspresyonlarinin degisimine sebep olur (210).

TGF-BRI ve TGF-BRII olmak tizere iki reseptoér bulunmaktadir (117). TGF-
klasik yolaginda, ikincil mesajcilar olarak Smad molekiillerini kullanmaktadir. Smad
proteinleri hiicre i¢i sinyallemenin transdiiksiyonuna aracilik etmektedir (124).
Smad’lar 3 grup halinde incelenmektedirler; reseptor iliskili RSmadlar (Smad 1, 2, 3,
5 ve 8), Co-Smadlar (Smad 4) ve inhibitdr [-Smadlar (Smad 6 ve 7) (211). TGF-,
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Smad yolu ile CTGF'yi indiiklemektedir (De Winter P, 2008). Yaygin olarak ifade
edilen CTGF, embriyonik gelisimde, hiicre ve bag dokusu fonksiyonlarinin
korunmasinda rol almaktadir. Ateroskleroz, fibrotik bozukluklar ve kanser gibi
hastaliklarla iligkilendirilmistir (129). TGF-B'nin neden oldugu fibrojenez igin
Smad/CTGEF sinyalleri gereklidir (14).

Ou ve ark. insan akciger epitel hiicre dizisi (A549) kullanarak kronik pulmoner
fibrozis hastaliginin progresyonunda rol alan yolaklar1 incelemisler, hiicre kiiltiir
ortamimna TGF- uygulanmasindan sonra CTGF protein ekspresyonunun arttigini
gostermislerdir (212). Mori ve ark calismalarinda; farelere eksojen uyguladiklari
biiytime faktorleriyle deri fibrozu olusturmuslar; tek doz veya 7 giin uygulanan TGF-
B enjeksiyonu sonrasi gegici graniillasyon dokusu olusurken, TGF-B ile CTGF
enjeksiyonu sonrasinda en az 14 giin siiren, uzun siireli fibrotik doku olusturmuslardir.
Yaptiklar1 analizlerde de CTGF mRNA'nin ekspresyonunun arttigini tespit etmislerdir
(213). Bagka bir ¢alismada da omurilik travmasi sonras1 hasarli doku bolgesinde TGF-
B1 ve reseptorlerinin arttigini, anti- TGF-B1 antikoru ile tedavi edilen siganlarin,
yaralanmis omurilik kaudalinde TGF-B1'in inhibisyonu ile glial skar olusumunun
baskilandigin1 gostermislerdir (214). Diger bir ¢calismada, diyabetik sican modelinde
fosfo-Smad2 ekspresyonunun, diyabetik si¢anlarin diiz kas hiicrelerinde ve
fibroblastlarinda  yiikseldigini, TGF-f1/Smad/CTGF sinyal yolunun yukari
regiilasyonunun ve diyabetin neden oldugu fibroz-kas yapisal degisikliklerinde 6nemli

bir rol oynayabilecegini bildirmiglerdir (215).

TGF-f dahil olmak tizere ¢ok sayida hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal yolunun,
tendon homeostazina yonelik adaptif yanita aracilik ettigi gosterilmistir (216,217).
Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada, TGF-f'nin asil tendonu entezopatisinin
baslangict ile iligkili oldugunu, TGF-B-nétralize edici antikor verdikten sonra,
kalkaneal ve fibrokartilaj patolojik degisikliklerini azalttigini tespit edilmislerdir
(218). Sigan asil tendon onarim modelinin olusturuldugu bir calismada ise, skar
olusumu siirecinde, TGF-B1 protein ekspresyon seviyelerinin ameliyattan sonra
onemli ol¢tide arttigini gostermislerdir (219). Goodier ve ark. rotator kas tendon
kopmasi olan hastalardan topladigi tendon 6rnekleri ile yaptiklar1 ¢alismada; TGF-3
aile tiyelerinin diizensiz oldugunu, TGF-B1, TGF-BR1 ve TGF-BR2 proteinlerinin
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azaldigini, mRNA diizeylerinde ise TGF- R1 onemli 6l¢iide azalirken, TGF- R2
arttigini tespit etmislerdir (217). Havis ve ark. ise, civciv embriyosu tizerindeki
calismalarinda, civciv bacak gelisiminde TGF-B’nin, mezodermal hiicrelerin tendon

baglanmasi ve tendon farklilagmasini diizenledigini bildirmislerdir (220).

Suda ¢o6ziiniir bir protein olan serisin, 18 amino asitten olusur ve hidroksil,
karboksil ve amino gibi gii¢lii polar yan gruplari bulunur (19). Antioksidan, anti-
inflamatuar, tirozinaz inhibisyonu, antikoagiilasyon, antikanser aktiviteleri gibi
benzersiz biyolojik fonksiyonlar1 nedeniyle, gida, farmakolojik ve kozmetik tirtinler
gibi bircok ticari tirtinde yaygin olarak kullanilmaktadir (186,221,222). Qi ve ark yara
modelinde, serisin tedavisinin inflamasyonu inhibe ettigini, anjiyogenezi uyardigini,
TGF-B1-3 ekspresyonlarint diizenleyerek skar dokusu olusumunu engelledigini
gostermislerdir (188). Diyabetik nefropatili bir sigan modelinde ise serisin tedavisinin,
sican bobreklerinde TGF-f1/Smad3 sinyal yolunun inhibisyonuyla glomeriiloskleroz

ve renal interstisyel fibrozisi azalttigi tespit edilmislerdir (189).

Guntmiizde NSAID'ler, tendon ve bag doku yaralanmalarinda ve cerrahi
islemler sonrasinda sik kullanilan analjezikler ilaglardir. Terapotik etki mekanizmast,
siklooksijenaz aktivitesinin baskilanmasi sonucunda proinflamatuar prostaglandin
sentezinin inhibisyonuna bagli olarak inflamasyonun azalmasidir. Diklofenak, hizli ve
uzun siireli analjezik etkiye sahip olmasinin yani sira yan etkilerinin daha az goriilmesi

nedeniyle NSAID grubunda en ¢ok tercih edilen ilagtir (158).

Literatiirde diklofenak tedavisinin TGF-f ekspresyonu tizerindeki etkisiyle ilgili
celigkili ¢alismalar mevcuttur. Opitz ve ark. domuzlar {izerinde mekanik plevral
abrazyon olusturmuslar, diklofenak ile sistemik tedavi sonrasi plevral sivida TGF-f
seviyesinin anlamli olarak azaldigmmi gostermislerdir (223). Eid ve ark yaptigi
calismada, diklofenakin topikal uygulanmasi, artan TGF-B1 ekspresyonu ile
sonug¢landigini, bu da diklofenakin TGF-B1 ekspresyonunu artirarak yara iyilesmesine
katkida bulundugunu gostermisler (224). Bununla birlikte, Pingel ve ark. 27
tendinopatili hastadan andiklar1 tendon biyopsi Ornekleri {izerinde yaptiklar
calismada; TGF-f, kollajen-1, kollajen-III, CTGF, IL-6 i¢in mRNA ekpresyonlarina
baktiklarinda NSAII kullanimimin sonuglar iizerinde belirgin bir etkisinin olmadigimni

gostermislerdir (225).
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Serisin ve diklofenak sodyumun farkli hastalik gruplarinda TGF-f/Smad yolagi
tizerinde etkinliginin gosterildigi ¢esitli calismalar mevcuttur (189). Fakat AT
tedavisinde serisin TGF-B/ Smad yolag {izerinde etkinligini gosteren ¢alisma

literatiirde mevcut degildir.

Bu calismada, serisinin etkinligini gostermek i¢in serum 6rnekleri kullanilarak
ELISA yontemi ile TGF-B, Smad2 ve CTGF diizeyleri belirlenmistir. Serum TGF-p,
Smad?2 ve CTGF diizeylerinin AT grubunda en yiiksek oldugu tespit edilmistir. Serisin
ve/veya diklofenak sodyum tedavisi ile bu diizeylerde azalma oldugu goriilmiis, fakat
en anlamli azalmanin ATS grubunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 16, 17, 18).
Tedaviye diklofenak sodyum eklenmesinin serisinin etkinligini antagonize ettigi

belirlenmistir.

Ayrica yine serisinin TGF-B/ Smad yolag: tizerinde etkinligini gostermek i¢in
sicanlarin  asil tendon doku Ornekleri kullanilarak  immunohistokimyasal
parametrelerden TGF-f ve Smad2/3 ekspresyonlar1 immunohistokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Immunohistokimyasal olarak degerlendirildiginde ise, AT
grubunda TGF- ve Smad2/3 ekspresyonlarinda belirgin atis ve immun pozitiflik
gozlenmistir. Serisin ve/veya diklofenak sodyum kullanimi ile TGF- ve Smad2/3
ekspresyonlarinda AT grubuna gore azalma goriiliirken, sadece ATS grubundaki
azalma istatiksel diizeye ulagmistir (Sekil 25, 26). Tedaviye diklofenak sodyum
eklenmesinin serisinin etkinligini antagonize ettigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile ilk defa

serisin bilesiginin AT’ de TGF-B/Smad yolagi tizerinde etkinligi gosterilmistir.

Asirt kullanima bagl tendon hasarina yanit olarak, tendon dokusu metabolik
aktivitesini arttirir; tenositler ¢ogalir, ECM doniisimii  diizenlenir (2006).
Tendinopatide, patolojik bolge hem matriks hem de hiicresel degisikliklerle normal
tendondan farklidir; hiicrelerde artma, yuvarlaklagsma, matrikste kollajen diizensizligi
ve kan damarlarinin artan infiltrasyonu vardir. Biyokimyasal ve molekiiler
degisiklikler; matrikste, GAG, SLRP, tip I ve III kollajen ekspresyonunda artma
gozlenmektedir (5).

Tendinopatik lezyonlar; kollajen, matriks ve tenositleri etkiler (85). Tenositlerin

hacmi azalir, uzar ve incelir, ¢ekirdek/sitoplazma orani artar ve daha az ECM f{iretir,

60



tip III kollajen yogunlugunda artis olur (8). Tip III kollajen, gelisigiizel, diizensiz
hizalanmalar gosterir (90). Tendinopatide kollajen liflerinin paralel yonelimi
kaybolmustur. Kollajen lifi ¢apinda ve toplam kollajen yogunlugunda bir azalma
oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (86,87,226). Tip III kollajen, hizl1 bir yama
saglamak i¢in tendon hasarmin ilk asamasinda {iretilir, ancak biyomekanik giicii
diistiktiir ve daha direncli bir doku elde etmek i¢in kademeli olarak Tip I kollajen ile
degistirilmesi  gerekmektedir (206). Tendinopatide, tenositlerin  gelisiglizel
proliferasyonu, tendon hiicrelerinde dejenerasyon, kollajen liflerinde bozulma ve

ECM de artis ile yetersiz bir iyilesme goriilmektedir (Sekil 7) (84,85,139).

Serisinin doku onarimi {izerine olumlu etkilere sahip oldugu, keratinositlerin ve
fibroblastlarin  bliylimesinde, sitokin {retiminde, epitelizasyonda ve ECM
proteinlerinin iiretiminde etkili oldugu daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (176).
Tip 2 diyabetli hayvan modelinde kornea lezyonunun tedavisi olarak salin i¢inde
seyreltilmig serisinin hasarli kornea iizerine damlatildiginda iyilesme siirecini
hizlandirdig1 gosterilmistir. Ayrica, insan kornea epitel hiicre hatti ortamina serisin
ilave edildiginde hiicre proliferasyonu ve yapismasini arttirmada etkili oldugu tespit
edilmistir (178,179,190). Song ve ark. diyabetik hayvan modelinde 35 giin oral verilen
serisinin kan glikozunu diistirdigli ve diyabetin olusturdugu siyatik sinir hiicre

hasarina kars1 korudugunu tespit edilmistir ( 189).

Yapilan ¢aligmalarla serisinin yara iyilegsmesinde kollajen olusumunu uyardig:
gosterilmistir (21,22). Aramwit ve ark. toplam viicut yiizey alaninin en az %15'ini
kaplayan yanik yarasi olan 29 hasta {izerinde yaptiklar1 ¢aligmada, tedavide giimiis
siilfadiazin ve/veya serisin uygulanmis ve serisinin yanik hastalarinda kollajen
tiretimini arttirdigin1 ve agriy1 azalttig: bildirilmislerdir (181). Aramwit, P.ve ark hem
in vitro hem de in vivo olarak serisinin kollajen iiretiminin aktivasyonunu ve fare
fibroblast hiicre dizisi [.929'un biiylimesini uyarabildigini bildirmislerdir (186).
Sicanlarda olusturulan bir yara modelinde topikal olarak uygulanan %38'lik serisin
kremin 7 gtinliik tedaviden sonra, dokuda TNF-a ve IL-1p ekspresyonunda azalma ve

tedavi edilen hayvanlarda yara iyilesmesi hizlandirdig1 gosterilmistir (21).

Diklofenak sodyumun kollajen sentezini engelledigi, yapilan bir hiicre kiiltiirii

calismasinda bildirilmistir (227). Zhang, Y ve ark in-vitro olarak yaptiklari calismada
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NSAIi’in insan tenosit proliferasyonunu ve kollajen olusumunu inhibe ettigini
bildirmislerdir (23). Kiiltiirlenmis tendon hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada
NSAII tedavisinden sonra Tip I ve III kollajenin mRNA ve protein ekspresyonunun
sabit kaldigmi, tendon hiicre gogiini ve proliferasyonunu inhibe ettigini

gostermislerdir (153).

Fredriksson ve ark yaptiklar1 bir ¢alismada, mezenkimal kok hiicrelerinde
farklilasmanin diklofenak maruziyeti sonrasinda, tenositik kokenden adipositik
kokene dogru degisim gosterdigini bulmusglardir. Bu nedenle progenitdr hiicre
diizeyinde tendon rejenerasyonu iizerinde olumsuz etkileri oldugunu tespit etmislerdir
(228). Yapilan bir bagka calismada, sigan derisinde olusturulan eksizyonel
yaralanmanin ardindan COX-2 spesifik veya spesifik olmayan COX inhibisyonu
yapan NSAII ile tedavi sonrasinda sigan derisinde COX-2 inhibitoriiniin
uygulanmasinin yara iyilesmesinin erken fazinda yeniden epitelizasyonu geciktirdigi
ve ayrica anjiyojenezi inhibe ettigini gosterilmistir (229). Marsolais ve ark. kollajenaz
ile indiikklenen sigan tendon hasari modelinde; tendon yaralanmasi sonucunda
diklofenak ile tedavinin, kollajen bozulmasini ve gerilme kuvveti kaybini
onlemedigini, Diklofenek tedavisinin kollajenin onariminda yeterli etkinlige sahip
olmadigint bildirmislerdir (230). Benzer sekilde Cabuk ve ark. rotator manset
yaralanmasinda diklofenak tedavisinin hem erken evre hem de yeniden sekillenme
evresi sirasinda normal tendon iyilesmesi iizerinde olumsuz etkisi oldugunu

gostermislerdir (231).

AT tedavisinde serisinin tendon iyilesmesi lizerine etkinligini gosteren ¢aligma
literatirde mevcut degildir. Bu ¢alismada, serisinin etkinligini gostermek i¢in asil
tendon doku ornekleri kullanilarak, H & E ve Masson’s Trichrome boyamalari
kullanilarak bonar skoru ile histopatolojik olarak ve CollAl antikoru ile
immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Bonar Skoruna gore, deney
gruplarina ait asil tendon kesitleri tenositler, zemin maddesi, kollajen ve vaskiilarite
acisindan degerlendirilmis (197), 0 (¢ok 1yi) ve 12 (cok koétii) arasinda puanlamalar
yapilmustir.

Calismamizda histopatolojik incelemede, kontrol grubunda herhangi bir lezyon

gozlemlenmemistir. AT grubunda tendon hiicrelerinde dejeneratif degisiklik, liflerde
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diizensizlik, ¢ekirdeklerde yuvarlaklasma ve damarlanmada artis tespit edilmistir.
Yine bonar skoruna goére, AT grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
artis gozlemlenmistir. Tedavi edilen gruplarda dejenerasyonda, lif diizensizliklerinde
ve yuvarlak ¢ekirdeklerde azalmalar tespit edilmistir. Ancak en belirgin diizelme ATS
grubunda gézlemlenmis, bu grupta lifler olduk¢a diizenli, igsi ¢ekirdeklerde artma ve
kontrole yakin bir gortiniim tespit edilmistir. Yine bonar skorunda ATS grubunda AT

grubuna gore anlaml diizeyde azalma belirlenmistir (Sekil 23).

Immunohistokimyasal olarak ise, AT grubunda kontrol grubuna gore CollAl
ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli azalma tespit edilmistir. Tim tedavi
grubunda Col1 A1 ekspresyonunda artig tespit edilirken, sadece ATS grubunda anlamli
diizeye ulasmustir (Sekil 27). Histopatolojik sonuglarimizda diklofenak sodyumun AT

tedavisinde serisinin etkinligini antagonize ettigi tespit edilmistir.

Hiicre kiiltiiri ve hayvanlarda yapilan ¢esitli ¢alismalar, tendinopati
patogenezinde OS’in 6nemli bir rol oynadigint gostermektedir (94). Mekanik asir1
yiiklenme, yasam tarzi tendon biitiinliigiinii etkiler ve dejenerasyona katkida bulunan
ROS tiretimini uyarir (98). Artan ROS, protein ve lipidlerin oksidatif modifikasyonlar1
yoluyla tendon hasarina yol agmaktadir (99). Fu ve ark. yaptig1 calismada H>O; ile
olusturulan tendon hasarinda, hipoekojenik degisiklikler, yapisal anormallikler ve
iyilesmenin bozulmasi ile tendinopatik degisikliklere neden oldugunu bildirmislerdir
(232). Benzer bir ¢alismada, H>O; ile olusturulan tendon hasarinda, OS' in kaspaz-3
aktivasyonu yoluyla tendon hiicrelerinin apoptotik O6liimiine neden oldugu
gosterilmistir (100). Lee ve ark’nin calismasinda ise, tendondan tiiretilen kok hiicreleri
H>O: ile oksidatif hasara maruz birakildiginda verilen H2O2’nin apoptozu artirdig,

hiicre canliligin1 ve goctinti baskiladigi tespit edilmistir (102).

Artan kronik OS kosullar1 altinda, ROS f{iretimi, ozellikle asir1 basing
yiiklenmesi sirasinda kardiyak hiicresel fonksiyonlarda bozulmaya yol actigi,
ateroskleroza neden oldugu bildirilmistir (233). Dai ve ark. fareler {iizerinde
anjiyotensin II ile indiiklenen kardiyomiyopati olusturduklari calismada, ROS'un
hiicre dis1 matris iiretimini, mitokondriyal yapisal ve membran potansiyel hasarini

dogrudan artirabildigini ve kardiyak fibrozise yol actigini gosterilmistir (234).
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Serisin, bulundurdugu hidroksil gruplariyla serbest radikalleri ve ROS’lar1
baglayarak antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirdigr gosterilmistir (173,175).
Yapilan ¢alismalarda serisinin, stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) antioksidan belirtegleri artirarak ve MDA' y1 inhibe ederek OS’i azalttigi,
apoptozu 6nemli 6l¢tide baskilayabildigi ayrica lipid peroksidasyonunu azalttig: tespit
edilmistir (184,185,235,236). Serisinin, 1,2-dimetilhidrazin ve UVB ile indiiklenen
akut hasara ve fare derisinde tiimor gelisimine karst OS'i, inflamatuar tepkileri ve

TNF-alfa'y1 baskilayarak koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (174).

Deori ve ark. yaptiklar calismada yiiksek yagh diyet ile besleyerek olusturulan
hiperkolesterolemik si¢anlara, 28 giin oral yolla verilen serisinin serebral ve periferik
dokularindaki oksidatif hasar1 azalttigini ayni zamanda hiperkolesterolemiyi de
tyilestirdigini tespit etmislerdir (237). Ersel ve ark. 28 Wistar-Albino sigan dorsal cilt
flebi ile olusturulan yara modelinde, serisinin epidermal kalinlik, damarlanmada artis,
inflamasyonda, nekrozda, MDA seviyeleri azalma; SOD, katalaz ve GPx aktiviteleri

artma oldugunu gostermislerdir (238).

COX enzim inhibisyonunun OS’i indiikledigi bilinmektedir (239). Normalde
viicutta oksidanlar ile antioksidanlar denge durumundadir ve kullanilan NSAII'ler
viicuttaki oksidatif dengeyi degistirebilir (240). Bununla birlikte, aspirin gibi bazi
NSAIll'lerin insan endotel hiicrelerinde ROS diizeylerini azalttigi 6ne siiriilmiistiir.
Salimi ve ark yaptiklari ¢aligmada diklofenagin ROS olusumunu, mitokondriyal
hasari, lipid peroksidasyonunu ve glutatyon tiiketimini artirdig1 géstermislerdir (241,
242). Bir bagka calismada diklofenagin sican karaciger mitokondrilerinde oksidatif
fosforilasyonu ve ATP sentezini inhibe ettigi tespit edilmistir (243). Diklofenak ile
uzun siire tedavi, oksidatif dengesizligi indiikledigi ve norotoksisiteye neden oldugu
onceki ¢aligmalarla bildirilmistir (244). Fattori ve ark. diklofenagin indiikledigi akut
bobrek hasari tizerine yaptiklart ¢alismada; artmis renal hasar biyobelirtegleri ve OS
plazma seviyeleri ile beraber, doku oksidatif stresi, histopatolojik hasar,

proinflamatuar sitokin tiretimi ve apoptoz olusturdugunu gostermislerdir (245).

Serisinin antioksidan 6zellige sahip oldugu daha 6nce bir¢cok ¢aligmada (238,
236) cesitli hastaliklar tizerinde gosterilmis ancak AT’de bu etkinligi ile ilgili bir

calisma literatiirde rastlanmamistir. Bu ¢alismada, antioksidan etkinligi, Ticari bir kit
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yardimiyla ELISA yéntemi kullanilarak TOS-TAS ve OSI degerleri ile belirlenmistir.
Serum TOS diizeyi en fazla AT grubunda tespit edilmistir. Serisin verilen gruplarda
(ATS ve ATSN) TOS diizeyinde AT grubuna gore istatiksel olarak anlamli azalma
tespit edilmis ve bu etkinligin diklofenak sodyumun kullanimi ile antagonize edildigi
belirlenmistir (Sekil 20). Calismamizda TOS diizeyleri hem diklofenak sodyumun

hem de serisinin etkisi literatiirle uyumlu olarak tespit edilmistir.

Serum TAS diizeyi ise en diisiik AT grubunda goriilmiistiir. Tedavi verilen
gruplarda TAS diizeyi AT grubuna gore artmis ancak bu artig istatiksel diizeye
ulasamamuistir (Sekil 21). Bu ¢alisma ile serisinin antioksidan etkinligi AT tedavisinde

de bir kez daha gosterilmistir

Serum OSI diizeyinde ise AT grubunda istatiksel olarak artis goriilmiistiir.
Serisin verilen grupta (ATS) OSI diizeyinde azalma tespit edilmistir.

SLPR’ler, kollajen fibrillerin diizenlenmesinde, tendon yapi ve islevinde yer
almaktadirlar (246). Tendondaki baskin SLRP'ler, bir veya iki GAG zincirine sahip
olan dekorin ve biglikan (sinif I SLRP) dir (247). Biglikanin, tendon yapisinin 6zellikle
erken gelisimi sirasinda yiiksek seviyelerde eksprese edildigi, dekorin ekspresyonu ise
olgun tendonda yiikselip ve sabit kaldig1 bildirilmistir (248). Dekorinin, kollajen
fibrillerinin hem boyutu hem de yogunlugu ile iliskili oldugu gosterilmistir (249).
Dekorin 'lerin genel olarak, kollajen fibril biiylimesi, inflamasyon ve hiicre ile matriks

iligkisi dahil olmak {izere sayisiz islem tizerinde etkili oldugu kabul edilmektedir (250).

Birc¢ok ¢alismada, dekorin ekspresyonunun ve sentezinin kollajen fibrillogenezi,
yara iyilesmesi ve skar olusumu sirasinda degistigini gostermektedir (251). Danielson
ve ark. Dekorin-null fareler (Dcn-/-) tizerinde yaptiklari ¢alisma sonucunda, farelerde
kirilgan cilt ve anormal fibril morfolojisi sergiledigi, kollajen fibrillerinin lateral
fizyonunun neden oldugu lif asimetrisi ve boyut degiskenligi gosterdigi tespit
etmislerdir (252). Dekorin igermeyen fareler tizerinde yapilan baska bir ¢alismada,
fibrillerin daha biiylik, fibril ¢aplarmin diizensiz oldugu ve fibrillerin islevsiz
diizenlendigi gosterilmistir (248). Fibrotik hastaliklarda dekorin uygulamasinin ise

gliclii anti-fibroz etkiye sahip oldugu bildirilmistir (253).
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Pingel ve ark. yaptiklari ¢alismada, NSAII’in dekorin ekpresyonu iizerinde
etkisinin olmadigini bildirmislerdir (225).

Bu ¢aligmada, serum dekorin diizeyi, ticari bir kit yardimiyla ELISA yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Serum dekorin diizeyi en fazla AT grubunda tespit
edilmistir. Serum dekorin diizeyi tedavi gruplarinda azalirken sadece ATS grubunda
istatiksel olarak anlamli diizeye ulasmistir (Sekil 19). Serum dekorin diizeyinin AT
grubunda en yiiksek olma nedeninin dokuda olusan yikima bagli kana gegmesi ile
oldugu dusinilmiis ancak doku seviyelerinin bakilmamasi c¢alismamizi

siirlandirmistir.

Serisinin doku onarimi/rejenerasyonu, anti oksidan ve anti-inflamatuar
etkinligini gosteren ¢esitli calismalar mevcut olmasina ragmen AT tedavisi {lizerine

etkinligini gosteren herhangi bir ¢alisma literatiirde mevcut degildir.

Bu baglamda, ilk kez serisin ile AT tedavisi sonrasinda tendon hasar1 ve buna
bagli olusan AT bulgularinin degisimi incelenmistir. AT tedavisinde serisinin, doku
onarim diizeyinde énemli bir yolak olan TGF-f/Smad yolag: tizerinden etkili oldugu
hem ELISA hemde immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Ayrica, serisinin
kollajen sentezini arttirdigi, tendonun lif yapisini diizenledigi ve dejenerasyonu
azalttig1 histopatalojik olarak belirlenmistir. Bilindigi gibi oksidan stres ile antioksidan
sistem arasinda bir denge vardir. Oksidatif stresin ortaya ¢ikmasi bu dengenin
oksidanlar lehine bozulmasi ile ortaya cikar. Oksidatif stres AT patogenezinde 6nemli
rol oynar. Daha oOnce bahsedildigi gibi serisinin antioksidan etkinligi cesitli
hastaliklarda bildirilmistir. Nitekim bu ¢alismada da serisinin antioksidan etkinligini
AT tedavisinde bir kez daha gosterilmistir. Bu sonuglar AT tedavisinde serisinin
onemli yer alma nedeninin antioksidan etkinligin de yer alabilecegini diistindiirmistiir.
Son olarak bu calisma ile serisinin tiim bu etkilerin NSAII kullanim1 ile antagonize
edildigi gosterilmistir.

Bu calisma serisinin AT bulgularini azaltabilecegini ve bu etkinliginin TGF-
/Smad yolag:i tizerinden gerceklestirebilecegini gosteren ilk ¢alismadir. Ayrica,
serisinin kullanilmasi ile hastalarin uzun siireli NSAIl kullanmasina bagli tendon

morfolojisinin bozulmasi, elastikiyetinin azalmasi ve tendonun yeniden kopma
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ithtimalini arttirmasinin ve kardiyovaskiiler hastaliklar veya gastrointestinal bozukluk
gibi sekonder komplikasyonlarin olusmasinin 6niine geg¢ilmis olacaktir.

Mevcut tez kapsaminda genel sonuglar ile birlikte bu ¢calismanin, tez 6nerisinde
belirtilen hedeflerini  gerceklestirildigi soylenebilir. Serisinin antiinflamatuar,
antinosiseptif ve kollajen sentezini artiric1 etkilere sahip oldugu ve bu ozellikleri
sayesinde cesitli hastaliklarda etkin oldugu ile ilgili ¢calismalar mevcuttur. Ancak son
yillarda olduk¢a yayginlasan bir saglik problemi haline gelen AT tedavisinde
kullanilmasia yo6nelik ¢alisma yoktur. Sonu¢ olarak bu tez calismasi ile serisinin
ve/veya kombine olarak AT tedavisinde rahatlikla kullanilabilecek dogal, etkin ve
hasta uyumu agisindan daha avantajli alternatif bir bilesik olabilecegini
ongormekteyiz. Ayrica bu calismanin, baska projelerin gelistirilmesi konusunda
olanak sagladig1 ve gelecekteki klinik ve epidemiyolojik calismalara yol gosterici

oldugu kanisinday1z.
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SONUCLAR

. Bu calisma ile ilk defa dogal, ulasilabilir ve hasta uyumu agisindan daha
avantajli bir biyomateryal olan serisin bilesiginin 6énemli bir saglik problemi

olan AT tedavisinde kullanilabilecegi gosterilmistir.

. AT patogenezinde TGF-B/Smad yolaginin rol oynadig1 ve TGF-1, Smad2,
CTGF diizeylerinin yiikseldigi tespit edilmistir.

Serisinin TGF-B/Smad yolaginda etkili oldugu AT tedavisinde gosterilmis
olup, serisin uygulanmasi ile hem ELISA hemde immunohistokimyasal olarak

TGF-B1 ve Smad diizeylerinde azalma tespit edilmistir.
. Bu calisma ile serisinin fibroblast olusumunu ve kollajen sentezini arttirdigi,
lif yapisinda diizelmeleri ve c¢ekirdek yuvarlaklagsmalarinda azalmalari

sagladig1, hemotoksilen eozin ve masson’s trichom boyalar1 ile histopatolojik

olarak ve Col1A1 antikorlar1 ile Immiinohistokimyasal olarak gésterilmistir.

Serisinin antioksidan etkinligi AT tedavisinde de tespit edilmistir.

. Diklofenak sodyum kullaniminin AT tedavisinde yeterince etkili olmadigi

hatta serisinin etkinligini de antagonize ettigi belirlenmistir.

Son olarak serum dekorin konsantrasyonunun AT grubunda en yiiksek oldugu

ve serisin uygulanmasi ile azaldig gosterilmistir.
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