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KISALTMALAR 
 
TGF-β : Transforming Growth Factor- Beta 

5-FU: 5- Flourourasil 

DNA: Deoksiribonükleic Acid 

RNA: Ribonucleic Acid 

MEM: Minimum Essential Medium 

rpm: rotor per minute 

RT- PCR: Real Time Reverse Transcription –Polimerase Chain Reaction 

EDTA: Ethylendiaminetetraacetic Acid 

dNTP: Deoxynucleotide Triphosphate 

HA: Hyaluronan 

MMPs: Matrix Metalloproteinases 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

     Fleksör tendon yaralanmalarında  postoperatif dönemde görülen  yapışıklıklar halen 

önemli bir sorundur. 

     Fleksör tendon yaralanması kompleks bir hücresel ve kemotaktik cevabı başlatır. 

Yapışıklık bölgesi incelendiğinde subsinovyal dokuda ve tendon fibroblastlarında yoğun 

bir inflamatuar reaksiyon görülmektedir. Transforming Growth Faktör - Beta  tendon 

iyileşmesinde ve yapışıklık oluşumunda  etkili  olduğu bilinen  önemli bir büyüme 

faktörüdür. Özellikle de profibrotik faktör olarak bilinen Transforming Growth Faktör 

Beta-1  skar oluşumunda etkilidir. 

     Tendon  onarımları sonrası yapışıklık oluşumunu önlemek için birçok kimyasal ajan 

denenmiştir. Son zamanlarda deneysel çalışmalarda kullanılan 5-Flourourasil’in   

yapışıklığı azalttığı bulunmuştur fakat bu olumlu etkisini nasıl gösterdiği tam olarak 

bilinmemektedir. 

     Planlanan bu deneysel çalışmada, kültüre tendon fibroblastlarına 5-FU uygulanarak  

Transforming Growth Faktör Beta-1 geninin ekspresyonu üzerine olan  etkisi 

araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2. 1. FLEKSÖR TENDONLARIN  YAPISI  VE HİSTOLOJİSİ  

     El hareketlerinin önemli bir bölümü  uzun  ekstrinsik fleksör  tendonlar  yoluyla  

gerçekleştirilmektedir. Bu ekstrinsik tendonlar proksimalde elin ekstrinsik  bir kasından  

orijin alarak distalde  proksimal veya distal falanksa yapışırlar.  

     Fleksör tendon dokusunun ana komponenti ekstrasellüler matrikstir (1,2,3).  Bu 

ekstrasellüler matriksin major bileşeni olan Tip 1  kollajen ise  tendon kuru ağırlığının 

yaklaşık % 70’ini oluşturmaktadır. Tendonun geri kalan kısmını fibroblastlar, kan 

damarları, sinirler ve lenfatikler oluşturur. Tendon yüzeyindeki fibroblastlara epitenon , 

içinde yerleşenlere ise endotenon denilmektedir. Bunlar kollajen üretiminden sorumlu 

primer hücrelerdir. Henderson ve arkadaşları tendon yüzeyindeki  hücrelerin Tip 1 ve Tip 

3 kollajen üretirken,  içindeki hücrelerin  sadece Tip 1 kollajen ürettiğini göstermiştir (4).  

Kollajen sentezi, messenger-RNA oluşturmak için DNA transkripsiyonu ile başlar. Daha 

sonra granüllü endoplazmik retikulum ribozomlarında polipeptid zincirlere translasyon 

gerçekleşir. Prolin ve lizin hidroksilasyonundan sonra helikal prokollajen ekstrasellüler 

ortama taşınarak amino ve karboksil uçları fibril oluşumu için temizlenir. Oluşan tendon 

fibrilleri çapraz bağlanarak   tendon fiberlerini meydana getirirler. Bu fiberler gruplaşarak 

fasikülleri, fasiküllerde tendon  paketlerini oluştururlar (5). 

     Ekstrasellüler matrikste Tip 1 kollajen dışında glikozaminoglikanlar ( hyaluronik asit, 

kondroidin-4 sülfat, dermatan sülfat ve heparan sülfat ), glikoproteinler ve nonkollajenöz 

proteinler bulunmaktadır. Bunlar güç uygulaması esnasında kayganlık sağlar ve tendonun 

deforme olmasını önler (5). 

     Ekstraselüler matriks glikoproteini olan fibronektinin, hücre-hücre, hücre-matriks 
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adhezyonu, hücre morfolijisinin düzenlenmesi  ve hücre göçü gibi  birçok  fonksiyonu 

olduğu bilinmektedir (6,7). Epitenon hücrelerinde endotenon hücrelerine göre 3.8 kat 

daha fazla  fibronektin düzeyi olduğu gösterilmiştir (8).Yara iyileşmesi esnasında 

epitenon hücrelerinde fibronektin miktarı artmaktadır (9).   

     Alfa düz-kas aktin de ekstrasellüler matriks komponentlerinden birisidir. Tendon 

hücrelerinin, uzunlamasına organize aktin fibrilleri ile yan yana dizildikleri gösterilmiştir 

(10).   

 

2. 2. FLEKSÖR TENDONLARIN BESLENMESİ  

     Fleksör tendon perfüzyonu  dijital arterlerden çıkan vasküler ağla (vincula) 

sağlanmaktadır (Şekil 1). 

 

              

         Şekil 1 : Fleksor tendon perfüzyonu  VM:Volar metakarpal arter, DA:Dijital arter, VLS: 

Vinculum longum süperficialis, VLP:Vinculum longum profundus, VBP:Vinculum breve profundus           

VBS:Vinculum breve superficialis (Williamson DG, Richards R. Flexor tendon injuries and reconstruction. 

Plastic Surgery Volume VII 2nd ed. Mathes S.J.Saunders Philadelphia. S:357.2006 ) 

          

     Bu vasküler ağ, intratendinöz vasküler ağla birleşmektedir ve bu intrinsik beslenme 
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endotenon içinde kollajen fibrillerine paralel olarak seyretmektedir (Şekil 2). 

                

 Şekil 2: Tendon anatomisi  TB: Tendon bundles EPI : Epitenon  END: Endotenon V: 

İntrinsik vaskularite (Williamson DG, Richards R. Flexor tendon injuries and reconstruction. Plastic 

Surgery Volume VII 2nd ed. Mathes S.J.Saunders Philadelphia. S:354.2006 ) 

          

      Fleksör tendon beslenmesinde diğer önemli bir mekanizma da  sinovyal diffüzyondur. 

Kapiller imbibisyon ve dijital hareketin pompa etkisi ile sinovyal sıvı tendon yüzeyindeki 

küçük açıklıklardan içeri girer (11).  

 

2.3 TENDON İYİLEŞMESİNİN FAZLARI 

     Tendon iyileşmesi 3 faza bölünmüştür.  

          1. İnflamasyon fazı 

          2. Fibroblastik proliferasyon fazı  

          3. Remodeling fazı  

     İyileşme süreci kategorik olarak bölünmesine rağmen aslında iç içe girmiş fazların 

zamanla diğerine baskın hale gelerek devam etmesidir. 
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     Fleksör tendon yaralanması kompleks bir kemotaktik ve hücresel cevabı başlatır. Kan 

pıhtısı oluşumu, endotelin açığa çıkması ve trombosit aktivasyonu sonrasında inflamatuar 

mediatörler, sitokinler ve büyüme faktörleri iyileşme  sürecini başlatır ( 12,13,14). Sonuç 

olarak vasküler geçirgenlik artar ve inflamatuar hücreler fagositoz için aktive olur. 

Neovaskülarizasyon ile kollajen üretimi  için hücresel farklılaşma stimüle edilir. İntrinsik 

ve ekstrinsik fibroblastlar kollajen sentezi için yaralanma sahasına göç eder. Makrofajlar 

ve polimorfonükleer hücreler yara debrisini temizler. Bu işlem ilk 3-5 gün içinde 

maksimumdur. Bu süre esnasında tendondaki iyileşme gerilimi sütür gerilimine bağlıdır.  

     Yaklaşık 3. günden 21. güne kadar fibroblastik  proliferasyon fazı dominanttır. 

Üçüncü günde kollajen depozisyonu tespit edilir. Kollajen başlangıçta random olarak 

depolanır. Tip 3 kollajenin Tip 1’e oranı artar. Fibroblastlar prolifere olmaya devam eder 

ve aynı anda  anjiogenezis gerçekleşir. Üçüncü haftada fibroblastlar tendon yüzeyinde 

longitidunal olarak oryante olmaya başlarlar . Metalloproteinazların kollajen  üretimini 

düzenledikleri düşünülmektedir ve 4. günden 9. güne kadar yarada bulunmaktadırlar (15). 

Fibronektin fibroblastlar için kemotaktiktir ve hücresel göç için  zemin oluşturur. 

Fibronektin; kılıf, epitenon ve endotenonda azalan miktarlarda mevcuttur ve tendon 

iyileşmesi esnasında 7. ve 17. günler arasında düzeyi artmaktadır (13,16). 

     Kollajen üretimi yıkımına eşitlendiğinde remodeling fazı başlar. Bu genellikle 4. 

haftada başlar ve 6. aya kadar devam edebilir. Tendon gerilimi  21. günden sonra hızla 

artar. Tendon stresi ve hareket kollajen fibrillerinin reorganizasyonunu arttırır. Kollajen 

fibrilleri tendon uzun aksı boyunca organize olur ve iyileşme gerilimi büyük miktarda 

artar. Ek olarak bu periodda skar dokusundaki miktar azalır. 20. hafta ile birlikte skar 

dokusu tamamem remodelize olur ve normal tendondan minimal histolojik farklılıklar 
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gösterir (17). 

 

2. 4 TENDON İYİLEŞMESİNİN MEKANİZMASI ve İYİLEŞMEYE CEVABIN 

MODÜLASYONU 

     Deneysel araştırmalar fleksör tendonların intrinsik ve/veya ekstrinsik yolla iyileşme 

kapasiteleri olduğunu göstermiştir (18,19.20,21,22). Ekstrinsik ve intrinsik iyileşme aynı 

anda meydana gelir ve rölatif etkileşimleri yaralanmanın tipine, cerrahi tekniğe ve 

postoperatif rehabilitasyona bağlıdır.  

     İntrinsik iyileşme basit olarak tendonun kendi içindeki elemanlarıyla iyileşmesini 

tanımlar. İntratendinöz  kan dolaşımı ve sinovyal diffüzyon yoluyla beslenen epitenon ve 

endotenon tenositleri intrinsik iyileşmeyi sağlar (23,24,25). Tendon iyileşmesinde 

intrinsik yolun rolünü araştırmanın en ideal yöntemi kan elemanları da dahil tüm ekstra 

tendinöz hücrelerden arındırılmış hücre kültür ortamlarıdır (26,27). 

     Ekstrinsik iyileşme tendon dışında yerleşen fibroblastlar yoluyla olur. Yapışıklıkların 

oluşmasından sorumlu tutulmaktadır. Oluşan yapışıklıklar erken dönemde  besleyici  

damar desteği sağlamaktadır  fakat daha sonra  fonksiyon kaybına neden  olmaktadır.    

     İntrinsik iyileşmenin baskın olduğu durumlarda tendonlar minimal yapışıklıkla 

iyileşmektedir. Tersine ektrinsik iyileşme dominant olursa  tendon ve onu çevreleyen 

tendon kılıfı arasında,  belirgin derecede tendon hareketini sınırlayan   kalın yapışıklıklar 

gözlenir. Eğer ekstrinsik ve intrinsik iyileşme arasındaki hassas denge değişitirilebilirse 

yapışıklık oluşumu en aza indirilebilir.  

     Yapılan  çalışmalarda  ekstrinsik iyileşmeyi modüle ederek yapışıklık oluşumunu  en 

aza indirmek amacıyla çok  farklı  kimyasal ajanlar kullanılmıştır. Steroidler, 
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antihistaminikler ve beta – aminoproprionitrilin ile klinik olarak  skar oluşumununun 

azaltıldığı gösterilememiştir (28,29). İbuprofen ve indometazinin çok az etkili olduğu 

bulunmuştur (30,31). 

     Yüksek molekül ağırlıklıi bir polisakkrit olan hyaluronanın tendon iyileşmesi ve 

yapışıklıklar üzerindeki  etkilerinin araştırıldığı invivo, invitro kombine bir çalışmada 

HA’nın iyileşmeyi belirgin etkilemediği saptanmıştır. Solüsyon şeklinde tek doz 

uygulanan HA’nın yedi gün içinde tamamen ortamdan kaldırıldığı ve etkisiz hale geldiği 

bulunmuştur (32).  

     Kömürcü  ve arkadaşları  tavşan fleksör tendonlarına  lokal aprotinin uygulayarak  

yapışıklık oluşumu üzerine etkisini araştırmışlardır. Primer  kılıf tamiri ile birlikte   

15000 IU/kg lokal aprotinin uyguladıkları grupta postoperatif  en iyi sonuçların elde 

edildiğini bildirmişlerdir (33). 

     Son zamanlarda yapılan deneysel çalışmalarda  kullanılan 5- Flourourasil’ in lokal ve 

tek doz  olarak uygulanmasının tendon yapışıklığını azalttığı gösterilmiştir (34,35). 5-FU 

kanser kemoterapisinde kullanılan bir antimetabolittir. Oftalmik cerrahlar ise zedelenmiş 

gözde skar oluşumunu kontrol altına almak için klinik olarak kullanmaktadırlar (36). 5-

FU’in hücre kültürlerinde fibroblast proliferasyonunu inhibe ettiği ve bu supresyonun  

hücre ölüm bulguları olmadan 36. güne kadar devam ettiği gösterilmiştir (37). Bu etkiler 

uygulama alanı ve süresi ile  sınırlıdır (38,39,40). 

     Occleston ve arkadaşları oküler fibroblastların 5-FU ile muamele edilmesinin matriks 

molekülleri ve büyüme faktörlerinin salınımında azalmaya neden olduğunu 

göstermişlerdir. Düşük doz 5-FU uygulanan hücreler migrasyon ve sekresyon gibi belli 

fonksiyonlarını kaybetmemektedirler (41). Bu araştırmalar, 5-FU’in  özellikle sinovyal 
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kılıf içindeki fleksör tendon cerrahisi sonrasında görülen yapışıklıklarda  da etkili 

olabileceğini  gündeme getirmiştir ve ilacın etkinliği fleksör tendonlar üzerinde yapılan 

deneysel çalışmalarda gösterilmiştir (34,35).  

 

2. 5. TENDON İYİLEŞMESİ VE TRANSFORMİNG GROWTH FAKTÖR - BETA 

     Büyüme faktörleri iyileşme sürecinde tendon fibroblastlarının göçünü ve 

proliferasyonunu düzenleyen kimyasal sinyallerdir. 

     TGF-β çok sayıda biyolojik aktivitesi tanımlanmış olan önemli bir büyüme 

faktorüdür. Fibroblast ve makrofaj stimülasyonu, kollajen üretimi ve metalloproteinaz 

inhibitör düzeylerini arttırma  gibi etkileri vardır. TGF- β1, β2 ve β3 olmak üzere üç  

izoformu bulunmaktadır. Bu izoformların % 60-80’i homologdur ve 12-kDa polipeptid 

dimerleridir. TGF-β1 ve β2 profibrotik olarak bilinmektedir  ve skar oluşumunda 

etkilidir. β3’ ün  bazı modellerde  antiskar etkisi olduğu gösterilmiştir. TGF-β peptidleri 

R1, R2, R3 olarak tanımlanan  üç membran reseptörüne bağlanır. R1 ve R2 

transmembran serin/treonin kinaz reseptörleridir ve TGF-β sinyal iletimi için gereklidir. 

R3  membran bağımlı bir proteoglikandır.  R3 başlıca R2’ ye ligandları sunar. Bütün 

TGF-β peptid ve reseptör izoformları, yara iyileşmesinde aktif olan hücrelerin çoğu 

tarafından üretilmektedir ve yara iyileşme sürecinin temel düzenleyicileridir (42).  

     TGF-β’nın tendon iyileşmesinde de önemli etkileri olduğu gösterilmiştir.  

Anjiogenezis, kayma yüzeyi restorasyonu ve yapışıklık oluşumunda etkili olduğu 

bilinmektedir (43).  Yaralanmış tendonlarda yükselmiş  TGF-β düzeyi tespit edilmiş ve 

bu yükselmiş TGF-β düzeyinin 8. haftaya kadar devam ettiği gösterilmiştir (44). TGF-

β1’in fibroblastlar ile ekstaselüler matriks proteinleri arasındaki etkileşimi düzenlediği 



 12 

bilinmektedir (45). Tendon onarımı sonrasında üç TGF-β reseptör  düzeyinde de artış 

olduğu gösterilmiştir ve  eksojen TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 uygulamasının tüm tendon 

hücre tiplerinde kollajen Tip 1 ve Tip 3 üretimini arttırdığı bulunmuştur (42). 

Zon 2 fleksör tendon iyileşmesinin araştırıldığı deneysel bir çalışmada  TGF-β1 

gen ekspresyonu, in situ hibridizasyon ve immunohistokimyasal yöntemlerle 1,3,7,14,28 

ve 56. günlerde ölçülmüştür. Yaralanma öncesi tenosit ve epitenositlerde az miktarda 

TGF-β1 mRNA sı saptanırken, yaralanma sonrasında TGF-β1 mRNA ekspresyonu yapan 

hücre sayısının çok büyük oranda artmış olduğu saptanmıştır. Tenosit, epitenosit ve 

bölgeye göç eden inflamatuar hücrelerin tümü büyük miktarlarda TGF-β1 sentezlemeye 

başlamışlardır. TGF-β1 aktif olan hücrelerden latent propeptid şeklinde salındıktan sonra 

yaralanma ile oluşan asidik ortamda proteolitik yıkımla aktif molekül haline 

dönüşmektedir. Yaralanma ile artmaya başlayan bu sentezin ikinci aya kadar yüksek 

düzeylerde kaldığı gözlenmiştir. Çalışmada, TGF-β1’in tendon iyileşmenin tüm 

fazlarında etkili olduğu ve iyileşme sonunda sentez miktarının azalmasının da bir 

otokontrol mekanizmasına bağlı olduğu vurgulanmıştır (12). 

 

2. 6 POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU 

     Tüm dünyada canlıları oluşturan genetik yapının çözümlenmesi, ortaya çıkarılan bu 

yapıdaki genlerin yerlerinin saptanması, işlevlerinin anlaşılması, ilişkilerinin belirlenmesi 

amacıyla yürütülen çalışmalar hızla devam etmektedir. Bu amaç doğrultusunda, 

belirlenen hedefe ulaşmayı kolaylaştıracak, hızlandıracak yöntemlerin geliştirilmesi 

zorunlu hale gelmiştir. Geliştirilen bu yöntemlerin en önemlilerinden birisi Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu ("Polymerase Chain Reaction")'dur. 
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     1985 yılında Amerika Birleşik Devletleri'nde bulunan Cetus şirketine bağlı olarak 

çalışan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafından geliştirilen metod 

nükleik asitlerin canlı organizma içinde bulunmadan, uygun koşullar altında 

çoğaltılmasına dayanır (46). 

     PCR da 30 veya 40 kez tekrarlanan 3 temel  basamak vardır. Bu basamaklar reaksiyon 

karışımını içeren tüpleri çok kısa zaman içinde ısıtıp soğutabilen özel bir cihaz tarafından 

gerçekleştirilmektedir.  

1. Deoksiribonükleikasidin (DNA) iki zincirinin yüksek sıcaklıkta birbirinden 

ayrılması ("Denaturation") 

2. Sentetik oligonükleotidlerin hedef DNA'ya bağlanması ("Annealing")  

3. Zincirin yeni çift zincirli DNA'lar oluşturacak şekilde uzaması ("Extension") 

aşamalarından meydana gelir   

     Bir PCR döngüsü için gerekli olan beş ana madde vardır: DNA örneği; çoğaltılacak 

bölgeyi sağdan ve soldan çevreleyen bir çift sentetik primer; deoksi-nükleotit-trifosfatlar; 

yüksek ısıya dayanıklı DNA polimeraz enzimi; uygun pH ve iyon koşullarını sağlayan 

tampon karışımı. 
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3. MATERYAL – METOD 

     Mayo Klinik Biyomekanik Laboratuvarı 90603004 no’lu etik kurul izni ile 15-03-

2005 tarihinde çalışma planlandı. Çalışma için bir yaşında, ağırlığı 15 kg olan Mongrel 

cinsi köpekten arka ayak ikinci fleksör digitorum profundus tendonu alınarak hücre 

kültürü hazırlandı.  

     3. 1 Gruplar 
 
     Hücre kültürleri kontrol (n=10) ve 5-FU (n=30) grubu olmak üzere iki ana gruba 

ayrıldı. 5-FU grubu ilaç dozuna göre kendi içinde üç alt gruba ayrıldı.  

      Kontrol Grubu                   5-FU Grubu 

      Kontrol: 0 mgr/ml 5-FU (n=10)            Grup 1: 5 mg/ml 5-FU (n=10) 

                                                                       Grup 2: 15 mgr/ml 5-FU (n=10) 

                                                                       Grup 3: 25 mgr/ml 5-FU (n=10) 

 

    5-FU gruplarına ilaç Minimum Essential Media (MEM) (MEM w/L-glut and Earle’s 

salts 500ml, Fisher, USA) besleme solüsyonu ile dilüe edilerek uygulanırken kontrol 

gruplarına sadece MEM solüsyonu uygulandı.  

 

     3. 2 Köpek fleksör tendonundan  hücre kültürü hazırlanması ve 5-FU uygulanması  

     Köpek  fleksör digitorum profundus tendonu alınarak epitenon hücreleri elde edildi. 

Epitenon hücresi elde etmek için daha önce Banes ve arkadaşları tarafından tanımlanmış 

tekniğin modifikasyonu kullanıldı (47). Tendon lup şeklinde bağlandıktan sonra, 20 

mM’lik Hepes solüsyonu (Hepes 1M Solution 238.3 mgr/ml, 100 ml, Fisher, USA) ile 

hazırlanan  % 0.25’lik tripsin (Trypsin 1X in HBSS, 100 ml, Fisher, USA) içinde  37°C 

ve  % 5 CO2  ortamı bulunan inkübatörde 20 dakika bekletildi. Süpernatant kısmı 

toplandıktan sonra  1132 rpm’de tripsin solüsyonunu uzaklaştırmak için 5 dakika 
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santrifüj edildi. Elde edilen epitenon hücreleri  100 mm’lik kültür tabaklarına (Falcon 

100x20 mm, CN: 353003, USA)  ekildi. Üzerine 10 ml’lik %10’luk Fetal Bovine Serum 

(Fetal Bovine Serum 500ml, Fisher, USA)  ve % 0.5’lik penisilin/ streptomisin (Pen Strep 

5000 IU, Fisher, USA) içeren MEM besleme solüsyonu ilave edildi.  37°C’de  inkübatöre 

konuldu. İki günde bir besleme solüsyonu değiştirilerek hücrelerin  çoğalması için 

beklenildi (Resim 1,2). 

     3-5 pasaj sonrasında çoğalan  tendon fibroblastları toplanarak hemositometre 

(Neubauer, Germany) ile hücre sayısı belirlendi. Kültür tabaklarına yarım milyon tendon 

hücresi konularak MEM solüsyonu ile dilüe edilmiş 0, 5, 15, 25 mg/ml  dozlarında 5-FU 

(5-Flourouracil 50mgr/ml flacon, Ebewe Pharma, Austria) 1 dakika süre ile uygulandı. 

Bir dakika sonunda uygulanan 5-FU aspire edilerek MEM solüsyonu ile toplam 15 

dakikada üç kez yıkama yapıldı. 

  

 

 

 

 

 

       Resim 1: Kültür tabaklarına ekilmiş tendon fibroblastları 
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        Resim 2: Tendon fibroblastlarının mikroskobik görünümü (40x büyütme) 

 

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile TGF–β1 gen ekspresyonunun ölçülmesi  

     5-FU uygulamasından sonraki 3. ve 7. günlerde hücreler toplanarak RNA’ları izole 

edildi ve  TGF–β1 gen ekspresyonu Real Time  Reverse Transkripsiyon - Polimeraz 

Zincir  Reaksiyonu (RT-PCR) ile test edildi 

 

     3.3.1  5-FU uygulanmış hücre kültürlerinden RNA izolasyonu ve saflaştırılması  

 

     5-FU ile tedavi edilmiş ve  kontrol grubundaki hücrelerin RNA’ları trizol solüsyonu 

ile elde edildi. Kısaca, 5-10 x106 hücre üzerine 1 ml trizol (Trizol Reagent CN: 15596-

026, Invitrogen, USA) solüsyonu konularak 15-30°C de 5 dakika inkübe edildi. Her 1 ml 

trizol  solüsyonu üzerine 0.2 ml kloroform eklendi. Örnekler  12000 rpm’de 15 dakika 

santrifüj edildi. Santrifüj sonunda RNA’nın bulunduğu renksiz üst berrak kısım yeni bir 

tüpe transfer edildi. RNA’yı çöktürmek amacıyla 0.5 ml izopropil alkol ilave edildi.  15-

30°C’de 10 dakika inkübe edildikten sonra 12000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrasında üst kısmı uzaklaştırılarak elde edilen RNA 1 ml  % 75’lik etanol 
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solüsyonu ile yıkandı.   

     Elde edilen RNA’nın saflaştırılması için DNA kontaminasyonunu uzaklaştırmak 

amacıyla  DNase I, RNase-free (Roche CN: 776 785, Germany) ve Protector RNase 

Inhibitor (Roche CN: 3 335 399, Germany) kullanıldı. Kısaca elde edilen total RNA, 

50mM Tris-EDTA, 10mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 7mM β-merkaptoetanol, RNase 

inhibitörü ve RNase-free DNase karışımından hazırlanan  solüsyon içinde 37°C’de 1 saat 

bekletildi. RNA saflaştırılması sonrasında elde edilen RNA miktarı Ribogreen RNA 

Quantification Kit (Invitrogen CN: R11490, USA) kullanılarak tespit edildi.   

 

     3.3.2. “Complementary DNA” Sentezi  

     Elde edilen RNA saflaştırıldıktan sonra 1st Strand cDNA Synthesis Kit (Roche CN: 1 

483 188, Germany) kullanılarak complementary DNA’ya  reverse transkripte edildi. İçinde  

3.2 mikrogram random primer, 1 mM deoksinükleotid mix, 5 mM magnezyun klorür, 50 

ünite RNase inhibitörü ve Reverse Transkriptaz olacak şekilde 20 mikrolitre reaksiyon 

solüsyonu hazırlandı. Hazırlanan solüsyon önce 25°C’de 10 dakika ardından 42°C’de 1 

saat inkübe edilerek complementary DNA’ya reverse transkripte edildi. Reaksiyon sonunda 

elde edilen DNA miktarı PicoGreen dsDNA Quantification Kit (Invitrogen CN: P7589, 

USA) kullanılarak tespit edildi.  

 

3.3.3 Real-Time Polimeraz  Zincir  Reaksiyonu (RT-PCR) 

     Elde edilen DNA’lar RT-PCR ile amplifiye edilerek TGF-β1 gen ekspresyonları test 

edildi.  

      RT-PCR reaksiyonu için gerekli olan forward ve reverse TGF-β1 primerleri  
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LightCycler Probe Design Software 2.0 programında dizayn edildi (Tablo 1). 

 

TGF-β1 LightCycler Probe Design Software 

 

Forward ACCATTCATGGCATGAACC 
 

Reverse CAGATCCTTGCGGAAGTC 
 

 
Tablo 1 : TGF-β1’in primer gen dizilimleri 

 
 

     RT-PCR LightCycler DNA Master SYBR Green I Kit (Roche CN: 2 015 099, 

Germany) kullanılarak kapiller cam tüpler içinde LightCycler  cihazında (Rapid thermal 

cycling instrument of Roche-Roche Diagnostics GmbH, Germany) yapıldı. 

     RT-PCR aşağıda tanımlanan standart protokol  kulladığımız primerlere göre 

düzenlenerek yapılmıştır (Tablo 2). 

     1. Aşağıdaki komponentleri içeren karışım hazırlanarak steril mikrotüplere konuldu. 

Komponent  Hacim  Son konsantrasyon 

H2O, steril  11.6 mikrolitre  

MgCl2  stok solüsyonu  2.4 mikrolitre 4 mM 

 Primer karışımı   2  mikrolitre 0.5 mikro M 

LightCycler DNA Master 

SYBR Green I 

 2  mikrolitre 1 X 

Total 18 mikrolitre  

   Tablo 2:  RT-PCR için tanımlanan standart protokol   

2. Hazırlanan karışım  kibarca sallanıp  LightCycler kapiller tüplere konuldu 

(Resim 4). 



 19 

3.  Üzerine 2 mikrolitre DNA eklenerek 700xg’da 5 saniye santrifüj edildi 

4. Kapiller tüpler yuvarlak taşıyıcılara konularak Light-Cycler enstrümanına 

yerleştirildi ve  reaksiyon başlatıldı (Resim 5). 

5.  Reaksiyon sonunda  hedef DNA  kuantifiye edildi (Resim 6). 

 

    

                

      Resim 4: Hazırlanan karışımın konuldugu cam tüpler ve bu tüplerin yerleştirildiği 

yuvarlak taşıyıcılar 

                      

                          

                                        Resim 5:   Light-Cycler cihazı 
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      Resim 6 : LightCycler sistemde DNA kuantifikasyon sonucu  
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3.3.4 İSTATİKSEL ANALİZ  

     Veriler bilgisayar ortamına aktarılarak hata kontrolleri yapıldı. Verilerin istatistik 

çözümlemesi SPSS programı ile yapıldı. Veriler median, minimum ve maksimum 

şeklinde özetlendi. Gruplar arası karşılaştırma Kruskal-Wallis varyans analizi ile yapıldı. 

İkincil test olarak gruplar arası ikili karşılaştırmalar Mann-Whitney U testi ile yapıldı. 

Anlamlılık seviyesi 0.05 olarak alındı.  
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4. BULGULAR 

 
     4.1 Üçüncü  gün TGF-ββββ1 gen ekpresyon düzeyleri 

     Kültüre edilen tendon fibroblastlarının 1 dakika 5-FU ile tedavisi sonrası  3. günde 

ölçülen  TGF-β1 gen ekpresyon düzeyleri hem kontrol grubu hemde kendi aralarında 

karşılaştırıldığında  istatiksel olarak anlamlı farklılık olmadığı tespit edildi (p>0,05) 

(Grafik 1).  
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         Grafik 1:   Tendon fibroblastlarının 3. gün  TGF-β1  ekpsresyonu 
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     4.2 Yedinci gün  TGF-ββββ1 gen ekpresyon düzeyleri 

     7. günde ölçülen  TGF-β1 gen ekspresyonları  5-FU tedavisi uygulanan bütün 

gruplarda kontrol grubuna göre daha düşük bulundu fakat bu azalma tüm gruplarda 

istatiksel olarak anlamlı bulunmadı (p>0,05) (Grafik 2). 
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   Grafik 2:  Tendon fibroblastlarının 7. gün  TGF-β1 ekpsresyonu 

 

 

 

 



 24 

     4.3 Ekspresyonda  3. günden 7. güne olan  değişim  

     Tendon fibroblastlarının 3. günden 7. güne kadar olan TGF-β1 ekspresyonundaki 

değişim yüzdeleri karşılaştırıldığında ilacın verilmediği kontrol grubu ile diğer tüm 

gruplar (5, 15, 25 mgr/ml) arasında istatiksel olarak anlamlı farklılık bulundu (p<0.05).    

Bu fark en fazla % 89 + 12  (p< 0.05) ile 25 mg/ml 5-FU uygulanan grupta  görüldü. 5 

mgr/ml ve 15 mgr/ml 5-FU uygulanan gruplar arasında  ise  sırayla  % 63 + 14 ve  % 60 

+ 4 oranında bir azalma  ile belirgin farklılık tespit edilmedi (Grafik 3). 
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               Grafik 3: TGF-β1 ekpresyonunda 3. günden 7. güne kadar olan değişim  
 
 
 



 25 

5.TARTIŞMA 

     El cerrahisinde fleksör tendon yaralanmalarında görülen en önemli problemlerden biri 

tendon ve çevre dokular arasında nedbe  ve yapışıklık oluşmasıdır. Bu yapışıklıklar  

tendonun kayma özelliğini kaybetmesine neden olur. En sık özellikle  derin ve yüzeyel 

fleksör tendonların birlikte seyrettigi Zon 2 bölgesinde  en sık oluşmaktadır (48, 49, 50 ). 

     Günümüzde fleksör tendon onarımlarında iyileşmeyi hızlandırıp yapışıklık oluşumunu 

en aza indirmek için; cerrahi teknik, postoperatif  rehabilitasyon programları ve 

iyileşmeye cevabın farmakolojik modülasyonu üçlüsü  halen tartışılan ve araştırılan 

konulardır.   

     Cerrahide eskiden bazı çelişkiler olmasına rağmen şimdi yüzeyel ve derin tendonların 

her ikisininde tamiri yaygın olarak kabul görmüştür. Yüzeyel tendonun tamiri derin 

tendona yumuşak bir yatak sağlar ve vinkulum longum profundusun bütünlüğü korunmuş 

olur. Parmağın daha güçlü bir fleksiyonu sağlanır (51, 52). 

     Bazı yazarlar Zon 2 kılıfının kapatılmasını tavsiye etmektedirler. Kılıfın kapatılması 

sinovyal sıvı üretilmesi ile tendonun beslenmesini arttırır. Ek olarak kayma 

mekanizmasının bir komponentini de tamir edilmiş olur ve böylece onarılan  tendonla 

çevre dokular arasında bir bariyer oluşturularak  yapışıklık oluşumu azaltılabilir (53). 

     Bir kısım araştırmacı ise kılıf onarımının tersine kılıf eksizyonunu önermektedir. 

Bunlara göre tendon onarımıyla beraber kılıf onarımı  yapıldığında, tendon ve kılıf 

arasındaki potansiyel boşluk, gerek ilk travma ve cerrahi işlem sırasında  gelişen ödem 

gerekse kullanılan dikiş materyali nedeni ile azalmaktadır. Bu durum tendon ile kılıf 

arasında baskı oluşmasına neden olur. Bunu takibende iskemi, beslenme yetersizliği ve 

sonuçta tamir edilen kılıfta destrüksiyon ve fibrozis gelişmektedir (53, 54). 
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     Tendon cerrahisi sonrasında maksimum fonksiyonel  sonuca ulaşmak için cerrahi 

teknik dışında çeşitli postoperatif rehabilitasyon protokolleri de önerilmektedir. Kontrollü 

erken hareket streslerinin tendon geriliminin dönüşünü hızlandırdığı ve yapışıklık 

oluşumunu azalttığı bilinmektedir (17, 55, 56).  

     Kleinert ve Duran-Houser günümüzde en sık kullanılan  rehabilitasyon protokolleridir 

(23). Modifiye Kleinert protokolünde  aktif ekstansiyon pasif fleksiyon metodu 

kullanılmaktadır. Tırnaklardan önkola uzanan lastik bandlarla  birlikte dorsal 

ekstansiyonu engelleyen bir splint kullanılmaktadır. Dorsal koruyucu splint genellikle el 

bileği 30-40 derece fleksiyonda , MCP 60-70 derece fleksiyonda, PIP ve DIP eklemleri 

düz olacak şekilde hazırlanır. Lastik bantlar parmakların rezistansa karşı fleksiyonunu 

engeller. Aktif ekstansiyon sırasında ekstrinsik fleksörlerin resiprokal relaksasyonu 

tendon üzerindeki gerilimi azaltır. 3-4 hafta sonra dorsal splint çıkarılır (57). 

     Duran – Houser protokolünde onarılmış tendon, lastik bantlar kullanılmadan PIP ve 

DIP eklemlerine izole pasif ekstansiyon hareketi  yaptırılarak mobilize edilir (58). 

     Erken pasif mobilizasyon protokollerinde aktif harekete genelikle 3-6 hafta arasında 

başlanır. Aktif hareketlere geçiş genellikle hastanın durumuna ve skar oluşumunun 

derecesine göre belirlenir.  

     Bazı otörler tendon onarımlarından sonra erken kontrollü aktif fleksiyon 

protokollerinin kullanılmasını savunmaktadır (59, 60).  Bu protokollerde onarılmış 

tendon yine  bir splintle korunmakta ve pasif mobilizasyon hareketleride programa dahil 

edilmektedir. Programın aktif kısmı genellikle “place-and-hold” şeklinde 

uygulanmaktadır. Erken aktif mobilizasyon, tendon onarımı yeterince kuvvetli yapılan 

uyumlu hastalarda ve tecrübeli terapistler tarafından yapılmalıdır (61).  
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     Tendon yaralanması sonrasında gelişen kompleks moleküler olaylar zincirinin giderek 

daha iyi anlaşılması, onarım sonrası yapışıklığın önlenmesinde; cerrahi teknik ve 

rehabilitasyon dışında ayrıca efektif bir klinik modülasyona da gerek olduğunu 

göstermektedir. 

     Skar oluşumunun kontrolü düşünüldüğünde hem hücre proliferasyonu hem de 

ekstraselüler matriks reorganizasyonu dikkate alınmalıdır (62). Deneysel olarak sistemik 

steroidler, nonsteroidal antienflamatuar ajanlar , β-aminoproprionitril ve lokal hyaluronik 

asit uygulaması gibi çok farklı farmakolojik ajanlar denenmiştir fakat günümüzde halen 

klinik olarak etkisi üzerinde görüş birligi olan  bir ajan bulunamamıştır (28, 29, 30, 31, 

32). Yapılan bazı deneysel araştırmalarda peroperatif kullanılan 5-FU’ in tendon 

yapışıklığının önlenmesinde umut vaad edici olduğu görülmüştür. Bu nedenle bizde 

çalışmamızda kimyasal ajan olarak 5-FU’i tercih ettik.  

     Akali ve arkadaşları  tavşan fleksör tendonlarının parsiyel insizyonu sonrasında lokal  

50 mg/ml dozunda  5-FU uygulamışlardır. Yapılan histolojik kesitlerde  tedavi edilmeyen 

kontrol grubunda, kılıf hücre yoğunluğunda artışla beraber sinovyal boşlukta azalma 

olduğu görülürken tersine tedavi edilen grupta iyi korunmuş bir sinovyal boşluk ve daha 

az hücre tespit etmişlerdir. Aynı zamanda  5-FU grubunda sinovyal kalınlaşmada belirgin 

bir azalma olduğu izlenmiştir (35). 

     Yapılan diğer bir çalışmada fleksör tendon onarımından hemen sonra 5, 25 ve 50 

mg/ml dozlarında lokal 5 dakika 5-FU uygulanmıştır. 3 hafta sonra tendonların  

morfolojik ve histolojik incelemeleri yapılmıştır. Histolojik incelemelerde yapışıklığa en 

etkili dozun 25 mg/ ml olduğu tespit edilmiştir (34). 

     5-FU’in tendon yapışıklığını hangi etki mekanizması veya mekanizmaları ile azalltığı 
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tam olarak bilinmemektedir ve bu konu ile ilgili araştırmalar devam etmektedir. 

     Khan  ve arkadaşları  sinovyal kılıf ve endotenondan elde ettikleri fibroblastları 

kollajen ortamı içine yerleştirerek farklı dozlarda 5-FU uygulamışlardır.  Tedavi 

edilmeyen kontrol grubu hücreleri  kendi içlerinde karşılaştırıldığında sinovyal 

fibroblastların endotenon fibroblastlarından daha fazla kontraktil olduğu tespit edilmiş.  

5-FU tedavisi uygulanan gruplarda ise, her iki hücre grubunda da (endotenon - sinovyal 

fibroblast) kollajen kontraksiyonunda azalma olduğu gösterilmiştir. Bu azalma endotenon 

fibroblastlarında doz bağımlı bulunurken sinovyal fibroblastlarda etkinin dozdan 

bağımsız olduğu görülmüştür. Ayrıca 5-FU’in hücre iskeleti   üzerine etkisini araştırmak 

amacıyla hücrelerin  aktin organizasyonu  flörosan mikroskobi ile incelenmistir. Her iki 

hücre grubunda da (sinovyal-endotenon) 5-FU’in aktin organizasyonunu etkilemedigi 

bulunmuştur (62).   

     Daha sonra yapılan bir çalışmada  endotenon ve sinovyal fibroblastların tek doz 5-FU 

ile muamelesinin matriks metalloproteinazlarının üretimini azalttığı gösterilmiştir. (63). 

Matriks metalloproteinazları özellikle MMP-2 ve 9 hücre göçü için gerekli olan  

ekstraselüler matriks yıkımında görevli enzimlerdir (64, 65). MMPs üretiminin fibroblast 

aracılı kollajen kontraksiyonunun bir parçası olduğu gösterilmiştir. MMPs aynı zamanda 

büyüme faktorlerinin ve diğer önemli sitokinlerin salgılanmasında etkilidir (66). 

Çalışmada özellikle MMP-2 ve 9 olmak üzere  toplam MMPs üretiminin her iki hücre  

kültüründe de azalmış olduğu bulunmuştur. 5-FU’in hücre protein sentezinde global bir 

azalma yapabileceği ve bunun MMPs’de non-spesifik bir azalmaya yol açabileceği 

belirtilmiştir. Neticede fibroblastların göç etme kapasitelerini sınırlayarak yapışıklığı 

önleyebileyeceği vurgulanmıştır.  
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     TGF-β’lar yara iyileşmesinin her aşamasında etkili oldukları bilinen moleküllerdir. 

Birçok hücre TGF-β sentezleme kapasitesine sahiptir. Trombositler, makrofajlar, 

lenfositler, fibroblastlar, kemik hücreleri ve keratinositler TGF-β sentezleyebilen 

hücrelerden bazılarıdır. Hemen hemen tüm hücrelerde TGF-β reseptörü bulunmaktadır ve 

bu nedenle bilinen en geniş etkili büyüme faktörüdür. Tüm dokuların iyileşmesinde etkili 

olmasının belli başlı iki nedeni kemotaksisi ve ekstraselüler matriks sentezini 

arttırmalarıdır (67). Enflamasyonun neden olduğu lokal hipoksi TGF-β sentezini stimüle 

eder. Daha sonra TGF-β hem kendi sentezini hem de mezenkim epitel ilişkilerini kontrol 

eden olayları yönlendirir. Yara iyileşme problemi olan deney hayvanlarına lokal ve 

sistemik TGF-β uygulandığında yara iyileşmesinin normale döndüğü saptanmıştır. Ancak 

sürekli devam eden  TGF-β sentezi kontrol dışı fibrozise neden olmaktadır (68).  

     Tendon yapışıklığının patofizyolojisinde subsinovyal doku ve tendon yüzeyindeki 

epitenon hücrelerinde yoğun bir inflamatuar reaksiyon  görülmektedir. Zedelenmis 

tendon çevresinde ve sinovyumda yüksek konsantrasyonda inflamatuar hücre birikimi 

görülmektedir. Bu inflamatuar hücreler büyük oranlarda TGF-β dahil olmak üzere 

sitokinler ve büyüme faktörleri salgılamaktadırlar. TGF-β hücre proliferasyonunu, 

göçünü, exraselüler matriks üretimini ve yapışıklık oluşumunu  stimule eder. Tendon,  

sinovyum ve periton gibi mezotelial dokularda TGF-β’nın yapışıklık oluşumunda  etken 

ajanlardan biri olduğu gösterilmiştir (69). Bu nedenle çalışmamızda, 5-FU’in özellikle 

profibrotik faktör olarak bilinen TGF-β1’in gen ekspresyonu üzerine olan etkisi 

araştırılmıştır.  

     Tavşanlarda yapılan bir çalışmada,  parsiyel tendon laserasyonu sonrasında  lokal 50 

mgr/ml dozunda 5 dakika uygulanan 5-FU’in  TGF-β1 sekresyonununa etkisi 
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araştırılmıştır. Postoperatif  7. günde immünohistokimyasal yöntemlerle ölçülen  TGF-β1 

sekresyonunda belirgin  azalma olduğu gösterilmiştir (70). 

     Bulstrode ve arkadaşları ise bunun tam tersi  5-FU’in tendon fibroblastlarında hem 

TGF-β1 sekresyonunu hemde gen düzeyindeki ekspresyonunu etkilemediğini 

bulmuşlardır (71). Yazarlar  tendon fibroblast   kültürlerine,  0.25, 2.5, 25, 50 mgr/ml 

dozlarında 5 dakika 5-FU tedavisi uygulamışlardır. 24. saatte  “sandwich enzyme linked  

immunosorbent assay” yöntemi ile TGF-β1 sekresyonunu ölçmüşlerdir. 25 mg/ml 5-FU 

verdikleri hücrelerde ise  TGF-β1 sekresyonuna ek olarak 0, 6 ve 24. saatlerde total RNA 

izolasyonu yaparak RT-PZR ile TGF-β1 gen ekspresyonuna da bakmışlardır. Yazarlar  

TGF-β1 sekresyonunda azalma değil tersine hafif bir artış olduğunu fakat bunun kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı olmadığını ifade etmişlerdir. Aynı 

şekilde gen ekspresyonunda da 24 saat içinde bir artış olduğu fakat 24 saat sonundaki 

düzeyin kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı olmadığını  bulmuşlardır.  

Bizim çalışmamızda Bulstrode’nin çalışmasından farklı olarak, gen ekspresyonu 

kontrol grubu dışında 5, 15, 25 mgr/ml olmak üzere 3 farklı doz için değerlendirilmiş ve 

3. ve 7. günler olmak üzere nispeten geç dönemlerde RNA izolasyonu yapılmıştır. 

     Çalışmamızda 3. ve 7. günlerde tüm gruplarda  TGF-β1  gen ekpresyon düzeyleri 

arasında istatiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır. Bu bulgular Bulstrode’nin 

çalışması ile uyumludur ve 5-FU’in nispeten geç dönemde  TGF-β1 ekspresyonunu 

etkilemediğini düşündürmektedir. Ancak 3. güne kadar olan bekleme döneminde kontrol 

grubundaki hücrelerin hızla prolifere olarak çoğaldığı buna karşın 5-FU verilen diğer 

gruplarda hücre çoğalmasının baskılandığı gözlenmiştir. Kontrol grubunda çoğalmaya 

devam etmek isteyen fibroblastlar için ekilen kültür tabağı alanı bir süre sonra yetersiz 
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kaldığından, TGF-β1 ekpresyonunu sınırlayıcı bir faktör haline gelmiş olabilir. Bu 

nedenle daha az hücre sayısı ve/veya daha geniş bir kültür tabağı kullanılması durumunda 

TGF-β1 ekpresyonunda kontrol grubu ile diğer gruplar arasında anlamlı bir fark 

bulunabileceğini düşünmekteyiz.   

     Bununla birlikte  tendon fibroblastlarının 3. günden  7. güne kadar olan TGF-β1 

ekspresyonundaki yüzde degişimlerine bakıldığında, kontrol grubu ile diger tüm gruplar 

arasında istatiksel olarak anlamlı fark bulunmuştur (p<0.05). TGF-β1 ekpresyonunu en 

fazla % 89 + 12  (p< 0.05)’lik bir değişim ile  25 mgr/ml’lık doz azaltmıştır. Bu verilere 

dayanarak belkide deney sayısının arttırılması sonuçları etkileyecek ve 5-FU’in TGF-β1 

gen ekspresyonu üzerindeki etkisini daha doğru anlamamızı sağlayacaktır.  

     Ayrıca tendon yapışıklığına etkisi konusunda  yapılan diğer tüm  invivo ve invitro 

çalışmalarda 5-FU 5 dakika uygulanmış olup bizim çalışmamızda 1 dakika 

uygulanmıstır. 5 dakika bekleme süresi bazen  cerrahi sırasında  oldukça uzun bir 

bekleme süresi olabilir. Özellikle 1 dakika  25 mgr/ ml 5-FU’in 3. günden 7. güne  TGF-

β1 gen ekpresyonunda gösterdiği anlamlı  azalma (p<0.05) dikkate alınırsa, invivo 

çalışmalarda önerilen 50 mgr/ml 5-FU’in lokal 1 dakika uygulanması da yapışıklığı 

önlemede  yeterli  olacaktır kanaatindeyiz. 

     Sonuç olarak, tendon yapışıklığını azalttığı gösterilen 5-FU, klinik  uygulamalar 

içinde uygun bir ajan gibi görünmektedir. Etki mekanizmasının yapılacak ileri 

araştırmalarla daha iyi anlaşılması  klinik uygulamarda da  yer bulmasını sağlayacaktır.  

 

 

 



 32 

6. ÖZET 

     Fleksör tendon onarımları sonrasında postoperatif dönemde görülen yapışıklıklar 

önemli bir problemdir. Yapışıklık oluşumunu azaltmak için çok farklı farnakolojik 

ajanlar denenmiştir  fakat halen klinik olarak rutin kullanılan bir ilaç bulunmamaktadır. 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda tendon onarımı sonrasında, tek doz lokal 5- 

Flourourasil uygulamasının yapışıklığı azalttığı gösterilmiştir fakat etki mekanizması tam 

olarak bilinmemektedir. TGF-β1 ise tendon iyileşmesini düzenleyen ve yapışıklık 

oluşumunda etkili bir büyüme faktörüdür. 5-FU’in TGF-β1 gen ekspresyonu üzerine 

etkisini araştırmak amacıyla planlanan bu çalışmada  köpekten elde edilen tendon 

fibroblastları kültüre edildi. Hazırlanan hücre kültürlerine 0 mgr/ml (kontrol) ve 5,15,25 

mgr/ml dozlarında  5-FU  bir dakika süre ile uygulandı. Tedaviden sonraki 3. ve 7. 

günlerde RNA izolasyonları yapılarak TGF-β1 gen ekspresyon düzeyleri reverse 

transkripsiyon ve polimeraz zincir reaksiyonu ile kuantifiye edildi. 3. ve 7. günlerde 

ölçülen TGF-β1 gen ekpsresyon düzeyleri değerlendirildiğinde, hem kontrol grubu 

hemde farklı dozlar arasında istatiksel olarak anlamlı fark bulunmadı (p>0.05). 

Ekpresyondaki 3. günden 7. güne kadar olan değişim yüzdeleri incelendiğinde ise, 

kontrol grubu ile diğer tüm dozlar arasında istatiksel olarak anlamlı fark bulundu 

(p<0.05). Bu fark en fazla % 89 + 12’lik bir azalma ile 25mgr/ml 5-FU uygulanan 

hücrelerde  görüldü. 5-FU’in tendon hücrelerinden  TGF-β1 expresyonunu azaltarak  

postoperatif  tendon iyileşmesini olumlu yönde etkilediği düşünülmektedir.  
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7. SUMMARY 

     Postoperative adhesion formation is a challenging problem after flexor tendon repair. 

Various pharmacologic agents have been used to reduce adhesion formation but none of 

them is used clinically. In recent studies, it has been shown that a single topical 5-FU 

application  after flexor tendon repair reduces postoperative  adhesions but the effects of 

5-FU are not clearly known. TGF-β1 is a growth factor which regulates tendon healing 

and causes adhesion formation. In this study  the tendon fibroblasts harvested  from dog 

tendons  were cultured to investigate the effect of 5-FU on the  gen expression of TGF-

β1. Cell cultures were treated with 0 mgr/ml (control) and  5,15,25 mgr/ml  5-FU for one 

minute. Total cellular RNA were extracted  at the  3rd and the 7th day after the treatment 

and the expression levels  of  TGF-β1 were quantified with reverse transcription and 

polimerase chain reaction. There was not significant difference between control and other 

groups  when the expression levels of  TGF-β1 were compared at the  posttreatment 3rd 

and the 7th day (p>0.05). When the percent of the variation from 3rd to 7th day was 

observed there was a significant difference between control and other groups (p<0.05).  

This difference was the most in 25 mgr/ml 5-FU group with % 89 + 12 reduction. It has 

been thought that 5-FU effects postoperative tendon healing by reducing the expression 

of TGF- β1. 
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