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Amag: Bu calismada tendon onarimi sonrasinda, mezenkimal kék hiicre (MKH) uygulamasinin ten-
don giicil ve iyilesmesi lizerine etkileri ve olas1 etki mekanizmalari arastirildi.

Calisma plani: Caligmaya alinan 40 adet Wistar albino sicanin 6'sinin femur ve tibialar1 mezenkimal
kok hiicre elde etmek icin kullanild:, Kalan 34 sicanda acik olarak Asil tendon kesilip onarildi. Siganlar
daha sonra 2 gruba ayrildi. Dérdiincii haftada ¢alisma grubuna (n=17) perkiitan MKH uygulamasi
yapilirken, kontrol grubuna (n=17) sadece serum fizyolojik verildi. Sicanlardan, 12. haftada eter anes-
tezisi altinda servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek alinan rnekler, histolojik ve immiinohistokimya-
sal olarak degerlendirildi. Biyomekanik analizde 10 mm/dk ile traksiyon kuvveti uyguland: ve kopma
giicii her tendon i¢in Newton cinsinden kaydedildi.

Bulgular: Histolojik olarak gruplar arasinda anlaml fark bulunamadi (p>0.05). Yapilan immiinohis-
tokimyasal caligmalarda ise verilen MKH'lerin daha yogun olarak onarim sahasina yerlestigi, kont-
rol grubunda belirgin olarak artmis apoptozun ¢alisma grubunda ¢ok diisiik oldugu gériildii. Tendon
giicii agisindan ise 12. haftada, mezenkimal kék hiicre verilen ¢alisma grubunun kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha iistiin oldugu bulundu (p<0.05).

Cikarimlar: Niiks yirtiklarini azaltmak i¢in bagvurulan MKH uygulamasi, muhtemel anti-apoptotik
etkileri sayesinde tendonun giiciinii arttirmaktadir. Mezenkimal kok hiicre uygulamalari tendon iyiles-
mesinin ge¢ dénemlerinde perkiitan olarak etkili bir sekilde kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Apoptoz; mezenkimal kk hiicre; tendon iyilesmesi.

Tendon iyilesmesinde mezenkimal kok hiicre Tendon iyilesmesi enflamasyon, onarim ve yeniden
(MKH) uygulamasini igeren ¢alismalar tendon giiciinde sekillendirme fazlarini icerir. Tendon iyilesmesinin ikin-
artiga isaret etmekteyse de, histopatolojik farkliliklar1 ve ci fazinda, matris depolamak ve yeni kolajen lifleri olus-
bu artisin mekanizmasini tam olarak ortaya koyamamus- turmak {izere hasar bolgesinde iyilestirici tendon fibrob-
oY lastlari artar. Ozellikle normal tendon iyilesmesinin geg
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sathalarinda, iyilesen kitlede artmus olan fibroblastlar
normal hiicre/matriks oranini yakalamak icin azalma-
ya baslar. Bu siire¢ sayis1 artan fibroblastlarin apoptoza
ugramast sonucu meydana gelir.” Sican patellar tendon
yaralanma modeli ile yapilan bir ¢alismada iyilesmenin
28. giiniinde apoptozun maksimum diizeye ulastig1 gos-
terilmistir.’) Steiner de, tendon iyilesmesi ile ilgili ¢alis-
masinda tendon giiciiniin 3. haftada normalin %50si, 4.
haftada ise %25'i kadar oldugunu belirtmistir.”!

Bu ¢alismanin amact tendon iyilesmesinin geg
donemlerinde uygulanan MKH’lerin  histopatolo-
jik ve biyomekanik agidan etkilerini arastirmakti. Biz
MKH'lerin tendon iyilesmesi sirasinda apoptozu azalt-
tgint ve bunun MKH’lerin tendon iyilesmesine neden
olan mekanizmalarindan biri oldugunu diisiiniiyoruz.

Gerec ve yontem

Calismamizda agirliklar1 200-300 gram arasinda de-
gisen, disi ve gebe olmayan 40 adet Wistar albino sican
kullanildi. Caligmanin baginda bu sicanlarin 6's1, femur
ve tibialarindan sigan kemik iligi kaynakli mezenkimal
kék hiicre (rKI-MKH) elde etmek igin sakrifiye edildi.
Kalan sicanlar rKI-MKH verilen ¢aligma (n=17) ve se-
rum fizyolojik verilen kontrol grubu (n=17) olmak iizere
ikiye ayrildi. On ikinci haftada tiim siganlar eter aneste-
zisi altinda servikal dislokasyon yoluyla sakrifiye edildi.
Bu deneysel ¢aligma ve tiim prosediirleri Universitemiz
Hayvan Calismalar1 Etik Kurulunun onay: ile yapildi.

rKI-MKH’lerin izolasyonu ve kiiltiirii daha 6nce Ka-

radz ve ark. tarafindan tariflenen ydntemler ile yapildi.t”

Kiiltiirde iireyen rKI-MKH'lerin kendi fenotipik
ozelliklerinin devam ettigini dogrulamak icin akim si-
tometri analizinde farklilagmamis MKH'ler kullanildi.
Daha 6nce Karaéz ve ark. ile Kilig ve ark. tarafindan be-
lirtilen Pasaj 3'teki rKI-MKH'lere ait 3 yiizey belirteci
degetlendirildi.*”)

rKI-MKH'ler 75 ¢m? yiizey alanina sahip kiiltiir
kaplarina 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Kiiltiiriin 2.
giiniinde hiicreler kiiltiir kabinin %50'ini doldurdukla-
rinda, kiiltiir besi yeri, 10 mM BrdU (Sigma, St. Lou-
is, MO, ABD) iceren besi yeri ile degistirildi. Hiicreler
37°C ve %5 CO2de 48 saat inkiibe edildikten sonra trip-
sinizasyon islemi ile kiiltiir kabindan kaldirild1 ve canli-
lik bakimindan incelendi.[®

Siganlarin anestezisi i¢in intraperitoneal yol ile 50
mg/kg ketamin HCI (Ketalar®; Pfizer) ve 5 mg/kg ksi-
lazin HCI (Rompun®; Bayer) kombinasyonu kullanild.
Tiim cerrahi iglemler steril sartlarda ayni cerrah tarafin-
dan yapildi. Sag kruris orta hatta yapilan 2 em'lik longi-
tudinal insizyonla Asil ve plantaris tendonlari ortaya ko-
nuldu. Asil tendonuna kalkaneal insersiyosunun 0.5 cm

proksimalinden transvers, tam kat kesi yapildi. Plantaris
tendonu internal splint gérevi gérmesi amaci ile saglam
birakildi. Asil tendonu modifiye Kessler dikis teknigi ile
3/0 Ethibond dikis kullanilarak, cilt ise 4/0 monofila-
man naylon dikis ile onarildi.”® Cerrahi sonras siganlar
plastik kafeslere yerlestirildi ve herhangi bir immobili-
zasyon kullanilmadan gézlem altina alind1.

Cerrahi isleminden 4 hafta sonra, eter anestezisi
altinda onarim sahasina perkiitan peritendinédz olarak,
galigma grubunda rKI-MKH (0.5 mL, 1.0x10° hiicre),
kontrol grubunda ise ayni miktarda serum fizyolojik en-

jekee edildi.

Calismamiza alinan 34 sicandan kontrol grubuna
ait bir denek 3. haftada sldiigii, ¢aligma grubundan bir
denek ise 6rnek alinmasi sirasinda Asil tendonu yanlis
yerden kesildigi i¢in ¢alismadan ¢ikarildi. Caligma gru-
bunda 7 ve kontrol grubunda 7 olmak tizere 14 sican bi-
yomekanik testler i¢in rastgele secildi. Otuz iki sigandan
geriye kalan 181 ise immiinohistokimyasal degetlendi-
rilmelerde kullanild: (¢alisma grubu n=9, kontrol grubu
n=9). Tiim 6rnekler kor bir sekilde degerlendirildi. Hig-

bir denekte enfeksiyon bulgusu saptanmadi.

Hem calisma ve hem de kontrol grubu deneklerinin
9ar tanesinden alinan doku 6rnekleri histolojik ve im-
miinohistokimyasal degerlendirmeler i¢in kullanildi. Bu
dokular 24 saat %10 formalinde fikse edildikten sonra
parafine gomiildii./® Parafine gomiilmiis tendon 6rnek-
lerinden, her biri 5 pm kalinliginda 4 longitudinal kesit
serisi alindi ve hematoksilen eozin (H&E) ve Alsiyan
mavisi ile boyamalar1 yapildi. Fibrozis siddeti, tendonda-
ki kapiller damar yogunlugu, enflamatuvar hiicre dagili-
mi ve kikirdak metaplazisi degerlendirildi. Enflamasyon,
fibrozis ve damarlanma 0 (yok), 1 (minimal), 2 (orta), 3
(siddetli); kikirdak metaplazisi ise O (yok) veya 1 (var)

olmak tizere siniflandirilds.”

BrdU isaretli rKI-MKH enjeksiyonu sonrast hiicre
takibi yapmak icin Adas ve ark. tarafindan tanimlanan
immiinofloresan ikili boyama protokolii kullanilds.

Parafine gomiilmiis tendon doku 6rneklerinden, her
biri 5 pm kalinliginda 5 longitudinal kesit serisi alind1.
TUNEL ve Caspase-3 immiinohistokimyasal boyama-
lar1 apoptozu, anti-BrdU immiinohistokimyasal bo-
yamasi ise BrdU-pozitif hiicreleri gostermek amaciyla
gerceklestirildi. Fibronektin ve desmin monoklonal an-
tikorlari, BrdU ve Caspase-3 ile boyanan 6rnekler icin
ikincil immiinboyanma amaciyla kullanildi. Rastgele se-
¢ilen 3 kesitin her birinde 294 mm? alanda TUNEL-po-
zitif hiicreler 151tk mikroskobu (Leica DMI 4000B; Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Germany) ile
sayilarak toplam yiizey alani ile oranland1.

Asil tendonlar: distalde kalkaneus, proksimalde ise
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kas bilegkesi ile alindi ve %0.9 NaCl ile 1sla-
tilmis gazli bez icinde muhafaza edilerek 3
saat icinde gerceklestirilen biyomekanik test-
ler i¢in hazirlandi. Tendon rnekleri 10 mm/
dk traksiyon kuvveti uygulayan test cihazinin
ozel olarak hazirlanmus disli klempleri arasina
yerlestirildi ve her 6rnek i¢in yetmezligin olus-
tugu kuvvet Newton cinsinden kaydedildi.
Veriler “SPSS for Windows v13.0” (SPSS
Inc., Chicago, IL, ABD) yazilimi ile degetlen-
dirildi. Histolojik degetlendirmede kullanilan
18 ornekten elde edilen verilerin istatistiksel
analizinde ki-kare testi kullanildi. Biyome-
kanik testlerde kullanilan 14 &rnein veri-
lerinde ise non-parametrik Mann-Whitney
U-testinden yararlanildi. 0.05'ten diisiik p de-
geri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Inkiibasyonun ilk giinleri boyunca rKi-
MKH'leri hiicre kiiltiir flasklarina yapisa-
rak fibroblast benzeri igsi morfoloji gosterdi.
Kiiltiiriin 3. veya 4. giiniinden sonra hiicreler
kiigiik koloniler halinde prolifere olarak biiyii-
meye bagladilar ve 6 ile 8. giinler arasinda bu
koloniler degisik boyutlara ulasarak sayilar:
artt1 (Sekil 1a ve b). Biiyiimeyle beraber yan
yana olan koloniler birbirleri ile bitleserek 12.
ve 15. giinler arasinda tek tabaka olarak kiiltiir
flaskinin tabanini doldurdular ve hiicre canli-
lik oranlar1 %95 olarak saptands.®

rKI-MKH'ler CD29 ve CD90 antikotla-
11 i¢in pozitif olarak ekspresyon gésterirken,
CD45 antikorunu eksprese etmedikleri belir-
lendi ve tiim pasajlar boyunca bu fenotiplerini

korudular (Sekil 1e).

Fibrozis ve damarlanma artis1 kontrol gru-
bunda daha ¢ok goriilse de istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamad: (p>0.05). Enflama-
tuvar hiicreler ve kikirdak metaplazisi acisin-

dan gruplar arasinda fark gériilmedi (p>0.05).

Kolajen lifleri diizenli yapilarini kaybet-
misti. Ozellikle onarim sahast evresinde yeni
olusan bag dokusu diizensiz, miksoid ve hiic-
reden zengindi. Yapilan histolojik degerlendir-
melerde immiin yanit ve rejeksiyonu gésteren
herhangi bir bulguya rastlanmad.

Kontrol grubunda anti-BrdU antikorlar1
immiinboyanmasi sonucunda, immiinoflore-
san mikroskop altinda damar ici otofloresan
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Sekil 1. (a, b) rKi-MKH'lerin primer kiltiir morfolojisi ve (¢, d) farkli pasajlarini

gosteren alan goruntuleri. (a) Kalturtin baslangicinda (P0O-7. guin), sican
kemik iliginden izole edilen hucrelerin tek hicre kaynakli kolonileri (ok-
lar). (b) PO-9. guinde, tek hticre kaynakli koloninin daha buytk gortntusu.
Sonraki pasajlarda, (c: P1-5. Gun, d: P4-9. gln) buyuk, duz ve fibroblast
benzeri morfoloji gosteren kok hiicreler gortlmekte (orijinal biyutmeler:
(a-c): x40, d: x100). (e) Pasaj 3'teki MKH ylzey belirteclerinin akim sito-
metri analizleri. [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici
versiyonunda renkli gorulebilir.]



190 Acta Orthop Traumatol Turc

veren eritrositler diginda pozitif boyanma saptanmads 3g-1). Mikroskobik inceleme (floresan ve 1sik mikros-
(Sekil 2). BrdU immiinboyanma sonuglarini degerlen- kopisi) sonucunda kontrol grubu tendon érneklerinde
dirmek i¢in normal tendon Srnekleri de incelendi (Sekil BrdU-porzitif hiicre gériilmedi.

=¥

Sekil 2. (a-f) Kontrol grubu tendonlarina ait kesitlerin BrdU ve desmin icin immdnboyanma sonrasi gériinimleri. Otof-
loresan damar ici eritrositler (oklar) disinda BrdU icin pozitif boyanma gortlmemektedir (Bar cubuklari: 50 um).
[Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gorulebilir.]

Sekil 3. Tendolarin BrdU icin immunohistokimyasal boyama sonuclari. (a-c) Calisma grubu tendolari, (d-f) kontrol grubu
tendonlari ve (G-I) saglam tendonlar. Kok hticre uygulanan grupta BrdU-pozitif hiicreler (oklar) izlenirken, diger
gruplarda gortlmemektedir (Bar cubuklari: A-C,D,E,G-I: 50 um, F: 70 um). [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr
adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gorulebilir.]
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Dérdiincii haftada rKI-MKH uygulanan Asil ten-
don doku &rneklerinde 12. haftada &zellikle onarim
sahasinda yogunlasan BrdU-pozitif hiicreler saptan-
di. Tendonun farkli bolgelerinden alinan kesitlerde de
BrdU-poxzitif hiicrelerin olmast verilen rKI-MKH'lerin
sadece yaralanma sahasinda bulunmadigini gésterdi
(Sekil 3a-c ve Sekil 4).

On ikinci haftada yapilan TUNEL ve Caspase-3 im-
miinboyanmalari sonucu kontrol grubunda tiim &rnek-
lerde yogun apoptoz gériiliirken (ortalama hiicre sayis
orant: 28+3.75), bu say1 ¢alisma grubunda istatistiksel
olarak anlamli derecede daha azdi (ortalama hiicre sayis

orani: 12+4.30) (p<0.05) (Sekil 5 ve 6).

Tendonlardaki ortalama yetmezlik yiikii ¢aligma gru-

bu (n=7) i¢in 38.3 N ve kontrol grubu (n=7) igin 23.7
N olarak bulundu (Tablo 1). Gruplar arasindaki bu fark
istatistiksel olarak anlaml idi (p<0.05). Yetmezlik 6t-
neklerin 10'unda kalkaneal insersiyoda, 2'sinde onarim
sahasinin proksimalinde ve kalan 2sinde ise onarim
sahasinda gelisti. Calisma grubunda onarim sahasinda
yetmezlik goriilmezken, kontrol grubunda 2 6rnekte
yetmezlik gelisti (p>0.05).

Tartisma

Tendon iyilesmesinin erken safhalari enflamasyon,
hiicre gocii ve olgunlagmasini igerir. Yara yerinde, fib-
roblast sayis1 matris birikimi ve bu matrisin yeniden se-
killendirilebilmesi i¢in hizla artmaktadir. Enflamasyon

Sekil 4. (a-1) Calisma grubuna (rKI-MKH verilen grup) ait farkli hayvanlardan elde edilmis kesitlerin imminofluoresan
boyanmasi sonrasindaki mikroskobik goérintmleri. BrdU isaretli kék hicrelerin cekirdekleri kirmizi olarak izlen-
mekte (oklar). Desmin ile pozitif reaksiyon veren (yesil) hiicresel komponentler tenosit ya da fibroblastlar temsil
etmektedir (Bar cubuklari: 50 um). [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli
gorulebilir]
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Sekil 5. (a-1) Kontrol grubuna ait kesitlerin Caspase-3 (TR-kirmizi) ve fibronektin (FITC-yesil) icin imminboyanma son-
rasi goranumleri. Farkli sicanlardan elde edilen gortntulerde, Caspase-3 icin pozitif reaksiyon (ntkleer) veren
apoptotik hicreler bol miktarda izlenmekte (oklar) (Bar cubuklari: 50 um). [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr
adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gorilebilir]

sirasinda, bityiime faktotleri ve sitokinler, fibroblastlar:
olgunlagmak ve hiicre dis1 matriks iiretmek i¢in uyarirlar.
Baylece yeni kolajen lifleri olusarak hiicre/matris orani
diizenlenmeye ¢aligilir. Tendon iyilesmesinin ge¢ do-
nemlerinde ise hiicre/matris orani hiicre sayisi azaltila-
rak saglanir. Bu olayin kesin mekanizmasi bilinmemekle
beraber, Lui ve ark.” nedenin apoptoz olabilecegini gos-
termistir. Bu ¢alismada fibroblast benzeri hiicrelerin 4.
giinde artt1§1, daha sonra ise sayilarinin azalarak apop-
tozun 28. giinde en iist seviyede oldugu gosterilmistir.
Tendon iyilesmesinin ge¢ donemlerinde artan niiks yir-
t1§1 oraninin nedeni hiicre/matriss oranini diizeltmeye
¢alisan artmus apoptoz olabilir.

Mezenkimal kok hiicrelerin tedavi edici etkileri sa-
dece yarali doku igine dogrudan farklilagmas: ile degil,

ayni zamanda parakrin ve otokrin faktdrlerin iiretimi
ile de olur. Mezenkimal kok hiicreler yaralanma bél-
gesinde parakrin ve otokrin etkileri olan cesitli sitokin
ve biiyiime faktdrlerinin salinimuini da diizenler.'” Bu
konuda yapilmis bircok ¢alisma vardir. Enfarkta ugra-
yan kardiak dokuya yerlestirilen MKH'lerin etki meka-
nizmasina bakildiginda, bir¢ok arastirmact MKH’lerin
hipoksik ortamlarda kalp koruyucu bityiime faktorleri-
ni in vitro normoksik kosullara gore daha ¢ok salgila-
digin1 gostermistir.') Bir diger ¢alismada ise MKH'ler
streptozotosin (STZ) ile yaralanmis pankreas adacik
hiicreleri tizerine hiicre koruyucu, anti-enflamatuvar ve
anti-apoptotik etkileri gibi parakrin fonksiyonlar ile etki
etmislerdir.'”) Mezenkimal kok hiicrelerden salinan IL6,
TGE-B1, osteopontin ve fibronektin gibi parakrin me-

Tablo 1.  Gruplarin tendon kopma glici degerleri.
Kopma giicii (N)
Denek sayisi Minimum Maksimum Ortalama Standart sapma
Calisma grubu 7 22.1 67.1 38.28 14.777
Kontrol grubu 7 15.3 40.5 23.68 9.07
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Sekil 6. (a-c) rKi-MKH uygulanmis calisma grubu ve (d-f) uygulanmamis kontrol gruplarina ait parafine gémuli kesit-
lerin TUNEL ile immin boyamasi sonrasinda elde edilen mikroskobik gérintiler. Calisma grubunda cekirdekleri
kahverengi olarak izlenen apoptotik hiicrelerin kontrol grubuna oranla belirgin sekilde az oldugu gérilmektedir.
(e, f) Ozellikle kontrol grubundaki fibrokartilagenéz doku hicrelerindeki apoptoz belirgin sekilde dikkati cek-
mektedir. (g) Kok hticre verilen grupta TUNEL-pozitif hiicrelerin kontrol grubuna gore anlamli olarak daha azdir
(p<0.05) (Bar cubuklari: 50 um). [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli

gorulebilir]

diatotlerin pankreas adaciginin canliligini diizenleyen
mekanizmalar olabilecegi gdsterilmistir.

Mae ve ark/nin sigan patellar tendon allogreftleri iize-
rine yaptif1 ¢calismasinda, allogreftin 4. haftada en zayif
(gercek giiciiniin %20'si) seviyesinde oldugu aktarilmig-
t1r.[¥) Steiner ise, sican Asil tendonlar: iizerine yaptig
biyomekanik ¢aligmada, tendon giiciiniin 3. haftada %50
ve 4. haftada %25 diizeyinde oldugunu gostermistir. Ya-
zar, 3. haftadaki bu degisikligi erken fibrodisplaziye, 4.
haftadaki zayiflamayi ise fibrodisplazinin yerini alan bii-
yiik lifler ve onlarin arasindaki longitudinal diizene bag-
lamigtir. Steiner, Mae ve ark., Lui ve ark/nin ¢aligmalari
ile diger ge¢ ddnem niiks yirtigini bildiren galismalar 151-
ginda, MKH'ler, bizim ¢alismamizda, tendonun en zayif

oldugu zamanda, yani tendon onarimi sonrasi 4. haftada
uygulanmugtrr,"18)

Bir¢ok ¢alismada, biyomekanik ozellikleri agisindan
MHK ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunma-
sina ragmen bu ¢alismalarin ¢ogunda histolojik incele-
melerde istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanma-
mistir. Awad ve ark., MKH ve tavsan patellar tendonlar:
ile yaptig1 calismasinda histolojik fark saptamadiklarini
bildirmislerdir."”) Chong ve ark. ise, MKH uyguladiklar
grupta sadece erken dénemde (3. hafta) hiicre ¢ekirde-
gi boy orani ve ¢ekirdek oryantasyon acisi arasinda fark
gosterebilmistir.™® Young ve ark.,*! MKH verdikleri
¢alisma grubunun kontrol grubuna gére daha biiyiik bir
enine kesit alanina ve daha iyi organize olmus kolajen
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liflerine sahip oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar,
ozellikle ¢aligmanin erken donemlerinde tiim gruplarda
sutiir materyali ¢evresinde yogun fibrozis ve enflama-
tuvar hiicreler saptamistir. Bizim ¢alismamizda, MKH
verdi§imiz grupta daha az fibrozis ve damarlanma go-
rillmesine ragmen istatistiksel olarak bir fark bulunama-
muistt. Her iki grupta da sutiir materyali cevresinde enfla-
matuvar hiicreler yogundu. Tendon hiicrelerinin belirgin
sitoplazma i¢inde ¢ekirdeklerinin bityiiyiip yuvarlaklas-
masi kikirdak metaplazisi olarak yorumlanmakta olup,
bunun olug mekanizmasi ise tam olarak aciklanamamig-
tr.?? Biz de gruplardan bagimsiz olarak baz: kesitlerde
kikirdak metaplazisi gordiik, ancak istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptamadik.

Isaretlenmis MKH'lerin olusturulmus tendon de-
fektleri modelinde ayni anda verildiginde, defekt saha-
sina yerlestigi ve burada canli olarak kalabildigi gésteril-
mistir.?) Bununla birlikte, daha 6nceden olusturulmus
bir tendon defektine ge¢ donemde MKH uygulamas:
ile ilgili caligma yoktur. Calismamizda tendon onarimi
sonrast iyilesmenin ikinci evresi olan fibroblast (onarim)
evresinde BrdU ile isaretlenmis MKH perkiitanoz ola-
rak uygulandi. Transplante edilen MKH’lerin 12. haf-
tada, farkhilasmis ve farklilagmamis hallerde, iyilesme
bélgesinde var oldugu saptandi. Iyilesmenin ilk evresin-
de (enflamasyon evresi) MKH'lerin iyilesme bélgesine
gdciinii saglayan kemotaktik faktorler enflamatuvar
hiicrelerce salgilanir. Calismamizda ge¢ dénemde perkii-
tan verildiginde dahi MKH'lerin bu bélgeye yerlesmesi,
kemotaktik faktdrlerin enflamatuvar hiicrelerce salini-
minin iyilesmenin ilerleyen dénemlerinde de devam etti-
gini gostermektedir.

Tendon onarimi sonrast ge¢ dénemde MKH ver-
digimiz ¢alisma grubunda 12. haftada ¢ok az miktarda
apoptoz gorditk. Bununla birlikte, MKH verilmeyen
kontrol grubunda yaygin apoptoz mevcuttu. Iyilesmenin
ge¢ ddnemi olmasina karsin verilen MKH'lerin onarim
sahasina daha belirgin olarak yerlesmesinin bir nedeni
de bu bolgedeki artmis apoptotik aktivite olabilir. Biz
MKH'lerin, muhtemel olarak, eksprese ettikleri anti-
apoptotik genler sayesinde apoptozu azalttigini ve ten-
don giiciinde artiga neden oldugunu varsayiyoruz. Me-
zenkimal kok hiicrelerin etki mekanizmalari igin farkls
teoriler 6ne siiriilmiistiir. Bunlardan biri, MKH’lerin
farklilagarak tenosit haline déniismesi, iyilesme sahasin-
da ve yeniden sekillendirme asamasinda gérev almasiy-
ken; bir digeri ise MKH'lerin terminal farklilagmadan
ziyade ‘biiyiime faktorii pompast’ (growth factor pump)
olarak rol oynamasidir.”) Biz ise, hasar bélgesine nak-
ledilen MKH'lerin, parakrin etki mekanizmasiyla anti-
apoptotik islevi oldugunu 6ngérmekteyiz.

Sicanlar kolay iiretilebilmeleri, bakim kolaylig1, filo-
genetik skalada diger tiirlere gore daha alt siralarda ol-
malari, diisiik enfeksiyon riski ve kok hiicre ¢alismala-
rinda daha ¢ok verileri oldugu i¢in tarafimizdan tercih
edilmistir. Ancak, Asil tendonlarinin kisa olmasi biyo-
mekanik ¢alisma yapilmasi agisindan bir dezavantajidir.
Dérdiincii haftada perkiitan olarak MKH enjeksiyonu
yapacagimiz zaman, tendon onarimim yapilan bolgedeki
sutiir renginin cilt altinda gdriilmesi bize kolaylik sag-
ladi. Bununla birlikte, histolojik sonuglara bakildiginda,
bu sutiir materyali ¢evresinde enflamatuvar hiicreler ve
fibrozis daha yogun olarak gériildii. Bu nedenle, histo-
lojik inceleme i¢in tendon onarimindan daha ¢ok ten-
donda defekt olusturan modeller daha uygundur. Calis-
mamizda MHK ler cerrahi sonrasi 4. haftada uyguland:
ve sonuglar 12. haftada degerlendirildiyse de, tendon
onariminin iizerinden 12 hafta ge¢mesine ragmen tiim
deneklerde histolojik olarak iyilesmenin tamamlanmadi-
&1 goriildii. Bu nedenle, gelecekte yapilacak MKH uygu-
lamasi ¢alismalarinda daha uzun takip siireleri daha iyi
histolojik sonuglar almak agisindan faydali olacakeir.

Sonug olarak, MKH’lerin, deneysel veya klinik ol-
sun, yapilan bir¢ok uygulamada iyi sonuglar verdigi go-
rillmiis ve gelecekte bircok hastaligin ¢dziimii olacag:
distiniilmektedir. Yine de, bu iyi sonuglara ragmen, etki
mekanizmalar1 halen kesin olarak anlagilamamigtir. Geg
dénemde niiks yirtig1 insidansini azaltmak agisindan
MKH uygulamasinin, bu hiicrelerin muhtemel anti-
apoptotik etkileri sayesinde tendonun kopma giicii esi-
gini arttardigini diisitnmekeeyiz.

Cikar ortiigmesi: Cikar drtiismesi bulunmadii belirtilmisgtir.

Kaynaklar

1. Hoffmann A, Gross G. Tendon and ligament engineering
in the adult organism: mesenchymal stem cells and gene-
therapeutic approaches. Int Orthop 2007;31:791-7.

2. LuiPP, Cheuk YC, Hung LK, Fu SC, Chan KM. Increased
apoptosis at the late stage of tendon healing. Wound Re-
pair Regen 2007;15:702-7.

3. Steiner M. Biomechanics of tendon healing. J Biomech
1982;15:951-8.

4. Karaoz E, Aksoy A, Ayhan S, Sariboyaci AE, Kaymaz E
Kasap M. Characterization of mesenchymal stem cells
from rat bone marrow: ultrastructural properties, differ-
entiation potential and immunophenotypic markers. His-
tochem Cell Biol 2009;132:533-46.

5. Kili¢ E, Ceyhan T, Cetinkaya DU. Evaluation of differen-
tiation potential of human bone marrow-derived mesen-
chymal stromal cells to cartilage and bone cells. [Article in
Turkish] Acta Orthop Traumatol Turc 2007;41:295-301.

6. Adas G, Arikan S, Karatepe O, Kemik O, Ayhan S,



Selek ve ark. Mezenkimal kok hicrelerin anti-apoptotik etkileri ve tendon iyilesmesi

195

10.

11.

12.

13.

14.

Karaoz E, et al. Mesenchymal stem cells improve the heal-
ing of ischemic colonic anastomoses (experimental study).
Langenbecks Arch Surg 2011;396:115-26.

Saygi B, Yildirim Y, Cabukoglu C, Kara H, Ramadan SS,
Esemenli T. The effect of dehydration and irrigation on
the healing of Achilles tendon: an experimental study.
Ulus Travma Acil Cerrahi Derg 2008;14:103-9.

Upysal CA, Tobita M, Hyakusoku H, Mizuno H. Adipose-
derived stem cells enhance primary tendon repair: biome-
chanical and immunohistochemical evaluation. J Plast Re-
constr Aesthet Surg 2012;65:1712-9.

Xu YX, Chen L, Wang R, Hou WK, Lin P, Sun L, et al.
Mesenchymal stem cell therapy for diabetes through para-
crine mechanisms. Med Hypotheses 2008;71:390-3.
Ichim TE, Alexandrescu DT, Solano F, Lara F, Campion
Rde N, Paris E, et al. Mesenchymal stem cells as anti-
inflammatories: implications for treatment of Duchenne
muscular dystrophy. Cell Immunol 2010;260:75-82.
Gnecchi M, He H, Noiseux N, Liang OD, Zhang L, Mo-
rello F, et al. Evidence supporting paracrine hypothesis
for Akt-modified mesenchymal stem cell-mediated car-
diac protection and functional improvement. FASEB ]
2006;20:661-9.

Karaoz E, Geng¢ ZS, Demircan PC, Aksoy A, Duruksu
G. Protection of rat pancreatic islet function and viability
by coculture with rat bone marrow-derived mesenchymal
stem cells. Cell Death Dis 2010;1:e36.

Mae T, Shino K, Maeda A, Toritsuka Y, Horibe S, Ochi T.
Effect of gamma irradiation on remodeling process of ten-
don allograft. Clin Orthop Relat Res 2003;414:305-14.
Aoki M, Ogiwara N, Ohta T, Nabeta Y. Early active mo-
tion and weightbearing after cross-stitch achilles tendon

repair. Am ] Sports Med 1998;26:794-800.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

Cretnik A, Kosanovié¢ M, Smrkolj V. Percutaneous sutur-
ing of the ruptured Achilles tendon under local anesthesia.
J Foot Ankle Surg 2004;43:72-81.

Gelberman RH, Nunley JA 2nd, Osterman AL, Breen TE,
Dimick MP, Woo SL. Influences of the protected passive
mobilization interval on flexor tendon healing. A prospec-
tive randomized clinical study. Clin Orthop Relat Res
1991;264:189-96.

Cetti R, Henriksen LO, Jacobsen KS. A new treatment
of ruptured Achilles tendons. A prospective randomized
study. Clin Orthop Relat Res 1994;308:155-65.

Msller M, Movin T, Granhed H, Lind K, Faxén E, Karls-
son J. Acute rupture of tendon Achillis. A prospective ran-
domised study of comparison between surgical and non-
surgical treatment. ] Bone Joint Surg Br 2001;83:843-8.
Awad HA, Boivin GP, Dressler MR, Smith FN, Young
RG, Butler DL. Repair of patellar tendon injuries using a
cell-collagen composite. ] Orthop Res 2003;21:420-31.
Chong AK, Ang AD, Goh JC, Hui JH, Lim AY, Lee EH,
et al. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells influ-
ence early tendon-healing in a rabbit achilles tendon mod-
el. ] Bone Joint Surg Am 2007;89:74-81.

Young RG, Butler DL, Weber W, Caplan AI, Gordon SL,
Fink DJ. Use of mesenchymal stem cells in a collagen ma-
trix for Achilles tendon repair. ] Orthop Res 1998;16:406-
13.

Hapa O, Cakici H, Gideroglu K, Ozturan K, Kiikner A,
Bugdayci G. The effect of ethanol intake on tendon heal-
ing: a histological and biomechanical study in a rat model.
Arch Orthop Trauma Surg 2009;129:1721-6.

Caplan AL Review: mesenchymal stem cells: cell-based
reconstructive therapy in orthopedics. Tissue Eng

2005;11:1198-211.



