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8. KAYNAKLAR



KISALTMALAR

TGF-f : Transforming Growth Factor- Beta
5-FU: 5- Flourourasil

DNA: Deoksiriboniikleic 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



1. GIRIS VE AMAC

Fleksor tendon yaralanmalarinda postoperatif donemde goriilen yapisikliklar halen
Oonemli bir sorundur.

Fleksor tendon yaralanmasi kompleks bir hiicresel ve kemotaktik cevabi baslatir.
Yapisiklik bolgesi incelendiginde subsinovyal dokuda ve tendon fibroblastlarinda yogun
bir inflamatuar reaksiyon goriilmektedir. Transforming Growth Faktor - Beta tendon
iyilesmesinde ve yapisiklik olusumunda etkili oldugu bilinen O©nemli bir biilyiime
faktoriidiir. Ozellikle de profibrotik faktor olarak bilinen Transforming Growth Faktor
Beta-1 skar olusumunda etkilidir.

Tendon onarimlari sonrasi yapisiklik olusumunu 6nlemek i¢in bir¢cok kimyasal ajan
denenmistir. Son zamanlarda deneysel calismalarda kullanilan 5-Flourourasil’in
yapisikligl azalttigi bulunmustur fakat bu olumlu etkisini nasil gosterdigi tam olarak
bilinmemektedir.

Planlanan bu deneysel calismada, kiiltiire tendon fibroblastlarina 5-FU uygulanarak
Transforming Growth Faktor Beta-1 geninin ekspresyonu {lizerine olan  etkisi

arastirilmstir.



2. GENEL BILGILER
2. 1. FLEKSOR TENDONLARIN YAPISI VE HISTOLOJiSI

El hareketlerinin énemli bir boliimii uzun ekstrinsik fleksor tendonlar yoluyla
gerceklestirilmektedir. Bu ekstrinsik tendonlar proksimalde elin ekstrinsik bir kasindan
orijin alarak distalde proksimal veya distal falanksa yapisirlar.

Fleksor tendon dokusunun ana komponenti ekstraselliiler matrikstir (1,2,3). Bu
ekstraselliiler matriksin major bileseni olan Tip 1 kollajen ise tendon kuru agirliginin
yaklasik % 70’ini olusturmaktadir. Tendonun geri kalan kismuni fibroblastlar, kan
damarlari, sinirler ve lenfatikler olusturur. Tendon yiizeyindeki fibroblastlara epitenon ,
icinde yerlesenlere ise endotenon denilmektedir. Bunlar kollajen iiretiminden sorumlu
primer hiicrelerdir. Henderson ve arkadaslar1 tendon yiizeyindeki hiicrelerin Tip 1 ve Tip
3 kollajen iiretirken, icindeki hiicrelerin sadece Tip 1 kollajen iirettigini gostermistir (4).
Kollajen sentezi, messenger-RNA olusturmak i¢in DNA transkripsiyonu ile baslar. Daha
sonra graniillii endoplazmik retikulum ribozomlarinda polipeptid zincirlere translasyon
gerceklesir. Prolin ve lizin hidroksilasyonundan sonra helikal prokollajen ekstraselliiler
ortama taginarak amino ve karboksil uglar fibril olusumu icin temizlenir. Olusan tendon
fibrilleri capraz baglanarak tendon fiberlerini meydana getirirler. Bu fiberler gruplasarak
fasikiilleri, fasikiillerde tendon paketlerini olustururlar (5).

Ekstraselliiler matrikste Tip 1 kollajen disinda glikozaminoglikanlar ( hyaluronik asit,
kondroidin-4 siilfat, dermatan siilfat ve heparan siilfat ), glikoproteinler ve nonkollajenoz
proteinler bulunmaktadir. Bunlar gii¢c uygulamasi esnasinda kayganlik saglar ve tendonun
deforme olmasim 6nler (5).

Ekstraseliiler matriks glikoproteini olan fibronektinin, hiicre-hiicre, hiicre-matriks



adhezyonu, hiicre morfolijisinin diizenlenmesi ve hiicre gocii gibi bir¢cok fonksiyonu
oldugu bilinmektedir (6,7). Epitenon hiicrelerinde endotenon hiicrelerine gore 3.8 kat
daha fazla fibronektin diizeyi oldugu gosterilmistir (8).Yara iyilesmesi esnasinda
epitenon hiicrelerinde fibronektin miktar1 artmaktadir (9).

Alfa diiz-kas aktin de ekstraselliiler matriks komponentlerinden birisidir. Tendon
hiicrelerinin, uzunlamasina organize aktin fibrilleri ile yan yana dizildikleri gosterilmistir

(10).

2. 2. FLEKSOR TENDONLARIN BESLENMESI
Fleksor tendon perfiizyonu  dijital arterlerden c¢ikan vaskiiler agla (vincula)

saglanmaktadir (Sekil 1).

Sekil 1 : Fleksor tendon perfiizyonu VM:Volar metakarpal arter, DA:Dijital arter, VLS:

Vinculum longum siiperficialis, 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 vaskiiler ag, intratendin6z vaskiiler agla birlesmektedir ve bu intrinsik beslenme



endotenon i¢inde kollajen fibrillerine paralel olarak seyretmektedir (Sekil 2).

EPI

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

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

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

Fleksor tendon beslenmesinde diger 6nemli bir mekanizma da sinovyal diffiizyondur.
Kapiller imbibisyon ve dijital hareketin pompa etkisi ile sinovyal s1v1 tendon yiizeyindeki

kiiciik agikliklardan igeri girer (11).

2.3 TENDON IYILESMESININ FAZLARI
Tendon iyilesmesi 3 faza boliinmiistiir.
1. Inflamasyon faz1
2. Fibroblastik proliferasyon fazi
3. Remodeling fazi
Iyilesme siireci kategorik olarak boliinmesine ragmen aslinda i¢ ice girmis fazlarin

zamanla digerine baskin hale gelerek devam etmesidir.



Fleksor tendon yaralanmas1 kompleks bir kemotaktik ve hiicresel cevabi baglatir. Kan
pihtis1 olusumu, endotelin agiga ¢ikmasi ve trombosit aktivasyonu sonrasinda inflamatuar
mediatorler, sitokinler ve biiylime faktorleri iyilesme siirecini baslatir ( 12,13,14). Sonug
olarak vaskiiler gecirgenlik artar ve inflamatuar hiicreler fagositoz icin aktive olur.
Neovaskiilarizasyon ile kollajen iiretimi icin hiicresel farklilasma stimiile edilir. Intrinsik
ve ekstrinsik fibroblastlar kollajen sentezi i¢in yaralanma sahasina go¢ eder. Makrofajlar
ve polimorfoniikleer hiicreler yara debrisini temizler. Bu islem ilk 3-5 giin icinde
maksimumdur. Bu siire esnasinda tendondaki iyilesme gerilimi siitiir gerilimine baglidir.

Yaklasik 3. giinden 21. giine kadar fibroblastik proliferasyon fazi dominanttir.
Ugiincii giinde kollajen depozisyonu tespit edilir. Kollajen baslangicta random olarak
depolanir. Tip 3 kollajenin Tip 1’e oram artar. Fibroblastlar prolifere olmaya devam eder
ve ayn1 anda anjiogenezis gerceklesir. Uciincii haftada fibroblastlar tendon yiizeyinde
longitidunal olarak oryante olmaya baslarlar . Metalloproteinazlarin kollajen iiretimini
diizenledikleri diisiiniilmektedir ve 4. giinden 9. giine kadar yarada bulunmaktadirlar (15).
Fibronektin fibroblastlar icin kemotaktiktir ve hiicresel go¢ icin zemin olusturur.
Fibronektin; kilif, epitenon ve endotenonda azalan miktarlarda mevcuttur ve tendon
iyilesmesi esnasinda 7. ve 17. giinler arasinda diizeyi artmaktadir (13,16).

Kollajen iiretimi yikimina esitlendiginde remodeling fazi baslar. Bu genellikle 4.
haftada baslar ve 6. aya kadar devam edebilir. Tendon gerilimi 21. giinden sonra hizla
artar. Tendon stresi ve hareket kollajen fibrillerinin reorganizasyonunu arttirir. Kollajen
fibrilleri tendon uzun aksi boyunca organize olur ve iyilesme gerilimi biiyiilk miktarda
artar. Ek olarak bu periodda skar dokusundaki miktar azalir. 20. hafta ile birlikte skar

dokusu tamamem remodelize olur ve normal tendondan minimal histolojik farkliliklar



gosterir (17).

2. 4 TENDON IYILESMESININ MEKANIZMASI ve IYILESMEYE CEVABIN
MODULASYONU

Deneysel arastirmalar fleksor tendonlarin intrinsik ve/veya ekstrinsik yolla iyilesme
kapasiteleri oldugunu gostermistir (18,19.20,21,22). Ekstrinsik ve intrinsik iyilesme ayni
anda meydana gelir ve rolatif etkilesimleri yaralanmanin tipine, cerrahi teknige ve
postoperatif rehabilitasyona baglidir.

Intrinsik iyilesme basit olarak tendonun kendi icindeki elemanlariyla iyilesmesini
tanimlar. Intratendinéz kan dolagimi ve sinovyal diffiizyon yoluyla beslenen epitenon ve
endotenon tenositleri intrinsik iyilesmeyi saglar (23,24,25). Tendon iyilesmesinde
intrinsik yolun roliinii arastirmanin en ideal yontemi kan elemanlar1 da dahil tiim ekstra
tendinoz hiicrelerden arindirilmis hiicre kiiltiir ortamlaridir (26,27).

Ekstrinsik iyilesme tendon disinda yerlesen fibroblastlar yoluyla olur. Yapisikliklarin
olusmasindan sorumlu tutulmaktadir. Olusan yapisikliklar erken donemde besleyici
damar destegi saglamaktadir fakat daha sonra fonksiyon kaybina neden olmaktadir.

Intrinsik iyilesmenin baskin oldugu durumlarda tendonlar minimal yapisiklikla
tyilesmektedir. Tersine ektrinsik iyilesme dominant olursa tendon ve onu cevreleyen
tendon kilif1 arasinda, belirgin derecede tendon hareketini sinirlayan kalin yapisikliklar
gozlenir. Eger ekstrinsik ve intrinsik iyilesme arasindaki hassas denge degisitirilebilirse
yapisiklik olusumu en aza indirilebilir.

Yapilan calismalarda ekstrinsik iyilesmeyi modiile ederek yapisiklik olusumunu en

aza indirmek amaciyla ¢ok  farkli  kimyasal ajanlar kullanilmistir. Steroidler,



antihistaminikler ve beta — aminoproprionitrilin ile klinik olarak skar olusumununun
azaltildign gosterilememistir (28,29). Ibuprofen ve indometazinin ¢ok az etkili oldugu
bulunmustur (30,31).

Yiiksek molekiil agirliklii bir polisakkrit olan hyaluronanin tendon iyilesmesi ve
yapisikliklar iizerindeki etkilerinin arastirildigr invivo, invitro kombine bir calismada
HA’nin iyilesmeyi belirgin etkilemedigi saptanmistir. Soliisyon seklinde tek doz
uygulanan HA nin yedi giin i¢inde tamamen ortamdan kaldirildig: ve etkisiz hale geldigi
bulunmustur (32).

Komiircii ve arkadaslar1 tavsan fleksor tendonlarina lokal aprotinin uygulayarak
yapisiklik olusumu iizerine etkisini arastirmislardir. Primer kilif tamiri ile birlikte
15000 IU/kg lokal aprotinin uyguladiklart grupta postoperatif en iyi sonuglarin elde
edildigini bildirmislerdir (33).

Son zamanlarda yapilan deneysel calismalarda kullanilan 5- Flourourasil® in lokal ve
tek doz olarak uygulanmasinin tendon yapisikligini azalttigi gosterilmistir (34,35). 5-FU
kanser kemoterapisinde kullanilan bir antimetabolittir. Oftalmik cerrahlar ise zedelenmis
gozde skar olusumunu kontrol altina almak i¢in klinik olarak kullanmaktadirlar (36). 5-
FU’in hiicre kiiltiirlerinde fibroblast proliferasyonunu inhibe ettigi ve bu supresyonun
hiicre 6liim bulgular1 olmadan 36. giine kadar devam ettigi gosterilmistir (37). Bu etkiler
uygulama alani ve siiresi ile simirhidir (38,39,40).

Occleston ve arkadaslar1 okiiler fibroblastlarin 5-FU ile muamele edilmesinin matriks
molekiilleri ve biiyiime faktorlerinin salinnminda azalmaya neden oldugunu
gostermislerdir. Diisiik doz 5-FU uygulanan hiicreler migrasyon ve sekresyon gibi belli

fonksiyonlarin1 kaybetmemektedirler (41). Bu aragtirmalar, 5-FU’in  6zellikle sinovyal
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kilif icindeki fleksor tendon cerrahisi sonrasinda goriilen yapisikliklarda da etkili
olabilecegini giindeme getirmistir ve ilacin etkinligi fleksor tendonlar {izerinde yapilan

deneysel calismalarda gosterilmistir (34,35).

2.5. TENDON IYILESMESI VE TRANSFORMING GROWTH FAKTOR - BETA

Biiylime faktorleri 1iyilesme siirecinde tendon fibroblastlarinin  gociinii  ve
proliferasyonunu diizenleyen kimyasal sinyallerdir.

TGF-B ¢ok sayida biyolojik aktivitesi tanimlanmig olan Onemli bir bilyiime
faktoriidiir. Fibroblast ve makrofaj stimiilasyonu, kollajen iiretimi ve metalloproteinaz
inhibitor diizeylerini arttirma gibi etkileri vardir. TGF- B1, B2 ve B3 olmak {iizere ii¢
izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlarin % 60-80’i homologdur ve 12-kDa polipeptid
dimerleridir. TGF-B1 ve P2 profibrotik olarak bilinmektedir ve skar olusumunda
etkilidir. B3’ iin baz1 modellerde antiskar etkisi oldugu gosterilmistir. TGF- peptidleri
R1, R2, R3 olarak tanimlanan iic membran reseptoriine baglanir. R1 ve R2
transmembran serin/treonin kinaz reseptorleridir ve TGF- sinyal iletimi i¢in gereklidir.
R3 membran bagiml bir proteoglikandir. R3 baslica R2’ ye ligandlar1 sunar. Biitiin
TGF-B peptid ve reseptor izoformlari, yara iyilesmesinde aktif olan hiicrelerin ¢ogu
tarafindan iiretilmektedir ve yara iyilesme siirecinin temel diizenleyicileridir (42).

TGF-B’nin  tendon iyilesmesinde de Onemli etkileri oldugu gosterilmistir.
Anjiogenezis, kayma ylizeyi restorasyonu ve yapisiklik olusumunda etkili oldugu
bilinmektedir (43). Yaralanmis tendonlarda yiikselmis TGF-f diizeyi tespit edilmis ve
bu yiikselmis TGF-f diizeyinin 8. haftaya kadar devam ettigi gosterilmistir (44). TGF-

B1’in fibroblastlar ile ekstaseliiler matriks proteinleri arasindaki etkilesimi diizenledigi
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bilinmektedir (45). Tendon onarimi sonrasinda iic TGF-B reseptor diizeyinde de artig
oldugu gosterilmistir ve eksojen TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 uygulamasinin tiim tendon
hiicre tiplerinde kollajen Tip 1 ve Tip 3 iiretimini arttirdigl bulunmustur (42).

Zon 2 fleksor tendon iyilesmesinin aragtirildigi deneysel bir ¢alismada TGF-1
gen ekspresyonu, in situ hibridizasyon ve immunohistokimyasal yontemlerle 1,3,7,14,28
ve 56. giinlerde Olciilmiistiir. Yaralanma Oncesi tenosit ve epitenositlerde az miktarda
TGF-B1 mRNA s1 saptanirken, yaralanma sonrasinda TGF-31 mRNA ekspresyonu yapan
hiicre sayisinin ¢ok biiyiik oranda artmis oldugu saptanmistir. Tenosit, epitenosit ve
bolgeye gog¢ eden inflamatuar hiicrelerin tiimii biiyiik miktarlarda TGF-1 sentezlemeye
basglamiglardir. TGF-B1 aktif olan hiicrelerden latent propeptid seklinde salindiktan sonra
yaralanma ile olusan asidik ortamda proteolitik yikimla aktif molekiil haline
doniismektedir. Yaralanma ile artmaya baslayan bu sentezin ikinci aya kadar yiiksek
diizeylerde kaldigi gozlenmistir. Calismada, TGF-f1’in tendon iyilesmenin tiim
fazlarinda etkili oldugu ve iyilesme sonunda sentez miktarinin azalmasinin da bir

otokontrol mekanizmasina bagl oldugu vurgulanmistir (12).

2.6 POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU

Tiim diinyada canlilar1 olusturan genetik yapinin ¢coziimlenmesi, ortaya c¢ikarilan bu
yapidaki genlerin yerlerinin saptanmasi, islevlerinin anlasilmasi, iliskilerinin belirlenmesi
amactyla yiiriitilen c¢alismalar hizla devam etmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda,
belirlenen hedefe ulagsmayr kolaylastiracak, hizlandiracak yontemlerin gelistirilmesi
zorunlu hale gelmistir. Gelistirilen bu yontemlerin en 6nemlilerinden birisi Polimeraz

Zincir Reaksiyonu ("Polymerase Chain Reaction")'dur.
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1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde bulunan Cetus sirketine bagli olarak
calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilen metod
niikleik asitlerin canli organizma icinde bulunmadan, uygun kosullar altinda
cogaltilmasina dayanir (46).

PCR da 30 veya 40 kez tekrarlanan 3 temel basamak vardir. Bu basamaklar reaksiyon
karisimini igeren tiipleri ¢cok kisa zaman i¢inde 1sitip sogutabilen 6zel bir cihaz tarafindan
gerceklestirilmektedir.

1.  Deoksiriboniikleikasidin (DNA) iki zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden

ayrilmasi ("Denaturation")

2. Sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasi ("Annealing")

3. Zincirin yeni ¢ift zincirli DNA'lar olusturacak sekilde uzamas: ("Extension")

asamalarindan meydana gelir

Bir PCR dongiisii icin gerekli olan bes ana madde vardir: DNA 06rnegi; ¢ogaltilacak
bolgeyi sagdan ve soldan cevreleyen bir ¢ift sentetik primer; deoksi-niikleotit-trifosfatlar;
yiiksek 1stya dayaniklit DNA polimeraz enzimi; uygun pH ve iyon kosullarini saglayan

tampon karigima.
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3. MATERYAL - METOD

Mayo Klinik Biyomekanik Laboratuvart 90603004 no’lu etik kurul izni ile 15-03-
2005 tarihinde galisma planlandi. Calisma i¢in bir yasinda, agirligi 15 kg olan Mongrel
cinsi kopekten arka ayak ikinci fleksor digitorum profundus tendonu alinarak hiicre
kiiltiirii hazirlandi.

3.1 Gruplar

Hiicre kiiltiirleri kontrol (n=10) ve 5-FU (n=30) grubu olmak {iizere iki ana gruba
ayrildi. 5-FU grubu ila¢ dozuna gore kendi icinde ii¢ alt gruba ayrildi.

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 gruplarina ilag Minimum Essential Media (MEM) (MEM w/L-glut and Earle’s
salts 500ml, Fisher, USA) besleme soliisyonu ile diliie edilerek uygulanirken kontrol

gruplarina sadece MEM soliisyonu uygulandi.

3. 2 Kopek fleksor tendonundan hiicre Kiiltiirii hazirlanmasi ve 5-FU uygulanmasi

Kopek fleksor digitorum profundus tendonu alinarak epitenon hiicreleri elde edildi.
Epitenon hiicresi elde etmek i¢in daha 6nce Banes ve arkadaslar tarafindan tanimlanmig
teknigin modifikasyonu kullanildi (47). Tendon lup seklinde baglandiktan sonra, 20
mM’lik Hepes soliisyonu (Hepes 1M Solution 238.3 mgr/ml, 100 ml, Fisher, USA) ile
hazirlanan % 0.25’lik tripsin (Trypsin 1X in HBSS, 100 ml, Fisher, USA) icinde 37°C
ve % 5 CO, ortami bulunan inkiibatorde 20 dakika bekletildi. Siipernatant kismi

toplandiktan sonra 1132 rpm’de tripsin soliisyonunu uzaklastirmak icin 5 dakika
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santrifiij edildi. Elde edilen epitenon hiicreleri 100 mm’lik kiiltiir tabaklarina (Falcon
100x20 mm, CN: 353003, USA) ekildi. Uzerine 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) iceren MEM besleme soliisyonu ilave edildi. 37°C’de inkiibatore
konuldu. iki giinde bir besleme soliisyonu degistirilerek hiicrelerin cogalmasi icin
beklenildi (Resim 1,2).

3-5 pasaj sonrasinda cogalan tendon fibroblastlar1 toplanarak hemositometre
(Neubauer, Germany) ile hiicre sayis1 belirlendi. Kiiltiir tabaklarina yarim milyon tendon
hiicresi konularak MEM soliisyonu ile diliie edilmis 0, 5, 15, 25 mg/ml dozlarinda 5-FU
(5-Flourouracil 50mgr/ml flacon, Ebewe Pharma, Austria) 1 dakika siire ile uygulandi.
Bir dakika sonunda uygulanan 5-FU aspire edilerek MEM soliisyonu ile toplam 15

dakikada ii¢ kez yikama yapildi.

Resim 1: Kiiltiir tabaklarina ekilmis tendon fibroblastlari
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Resim 2: Tendon fibroblastlarinin mikroskobik goriintimii (40x biiyiitme)

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile TGF-f1 gen ekspresyonunun olciilmesi
5-FU uygulamasindan sonraki 3. ve 7. giinlerde hiicreler toplanarak RNA’lar izole
edildi ve TGF-B1 gen ekspresyonu Real Time Reverse Transkripsiyon - Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile test edildi

3.3.1 5-FU uygulanmuis hiicre kiiltiirlerinden RNA izolasyonu ve saflastirilmasi

5-FU ile tedavi edilmis ve kontrol grubundaki hiicrelerin RNA’lar trizol soliisyonu
ile elde edildi. Kisaca, 5-10 x10° hiicre iizerine 1 ml trizol (Trizol Reagent CN: 15596-
026, Invitrogen, USA) soliisyonu konularak 15-30°C de 5 dakika inkiibe edildi. Her 1 ml
trizol soliisyonu iizerine 0.2 ml kloroform eklendi. Ornekler 12000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda RNA’nin bulundugu renksiz iist berrak kisim yeni bir
tiipe transfer edildi. RNA’y1 ¢oktiirmek amaciyla 0.5 ml izopropil alkol ilave edildi. 15-
30°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda iist kism1 uzaklastirilarak elde edilen RNA 1 ml % 75’lik etanol
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soliisyonu ile yikandi.

Elde edilen RNA’nin saflagtinlmasi i¢cin DNA kontaminasyonunu uzaklastirmak
amaciyla DNase I, RNase-free (Roche CN: 776 785, Germany) ve Protector RNase
Inhibitor (Roche CN: 3 335 399, Germany) kullanildi. Kisaca elde edilen total RNA,
50mM Tris-EDTA, 10mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 7mM B-merkaptoetanol, RNase
inhibitorii ve RNase-free DNase karistmindan hazirlanan soliisyon i¢inde 37°C’de 1 saat
bekletildi. RNA saflastirilmasi sonrasinda elde edilen RNA miktar1 Ribogreen RNA

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

3.3.2. “Complementary DNA” Sentezi

Elde edilen RNA saflastirildiktan sonra 1st Strand cDNA Synthesis Kit (Roche CN: 1
483 188, Germany) kullanilarak complementary DNA’ya reverse transkripte edildi. I¢inde
3.2 mikrogram random primer, 1 mM deoksiniikleotid mix, 5 mM magnezyun kloriir, 50
tinite RNase inhibitorii ve Reverse Transkriptaz olacak sekilde 20 mikrolitre reaksiyon
solisyonu hazirlandi. Hazirlanan soliisyon once 25°C’de 10 dakika ardindan 42°C’de 1

saat inkiibe edilerek complementary DNA’ya reverse transkripte edildi. Reaksiyon sonunda
elde edilen DNA miktar1 PicoGreen dsDNA Quantification Kit (Invitrogen CN: P7589,

USA) kullanilarak tespit edildi.

3.3.3 Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
Elde edilen DNA’lar RT-PCR ile amplifiye edilerek TGF-1 gen ekspresyonlar: test
edildi.

RT-PCR reaksiyonu icin gerekli olan forward ve reverse TGF-B1 primerleri
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LightCycler Probe Design Software 2.0 programinda dizayn edildi (Tablo 1).

TGF-1 LightCycler Probe Design Software
Forward ACCATTCATGGCATGAACC
Reverse CAGATCCTTGCGGAAGTC

Tablo 1 : TGF-B1’in primer gen dizilimleri

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

Germany) kullanilarak kapiller cam tiipler icinde LightCycler cihazinda (Rapid thermal

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

RT-PCR asagida tanimlanan standart protokol

diizenlenerek yapilmistir (Tablo 2).

kulladigimiz primerlere gore

1. Asagidaki komponentleri iceren karisim hazirlanarak steril mikrotiiplere konuldu.

Komponent Hacim Son konsantrasyon
H,O0, steril 11.6 mikrolitre
MgCl, stok soliisyonu 2.4 mikrolitre 4 mM
Primer karigimi 2 mikrolitre 0.5 mikro M
LightCycler DNA Master |2 mikrolitre 1X

SYBR Green |
Total 18 mikrolitre

Tablo 2: RT-PCR i¢in tanimlanan standart protokol

2. Hazirlanan karigim  kibarca sallanip LightCycler kapiller tiiplere konuldu

(Resim 4).
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3. Uzerine 2 mikrolitre DNA eklenerek 700xg’da 5 saniye santrifiij edildi
4. Kapiller tiipler yuvarlak tasiyicilara konularak Light-Cycler enstriimanina
yerlestirildi ve reaksiyon baslatildi (Resim 5).

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

Resim 4: Hazirlanan karisimin konuldugu cam tiipler ve bu tiiplerin yerlestirildigi

yuvarlak tastyicilar

Resim 5: Light-Cycler cihazi
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| Standard curve could not be calculated
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‘ | Anabysis Notes ‘
| Date | Time |Message ELCOERY R e e D S e L R x|

Logged on to My Computer as System Admin

Resim 6 : LightCycler sistemde DNA kuantifikasyon sonucu
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3.3.4 ISTATIKSEL ANALIZ

Veriler bilgisayar ortamina aktarilarak hata kontrolleri yapildi. Verilerin istatistik
coziimlemesi SPSS programi ile yapildi. Veriler median, minimum ve maksimum
seklinde 6zetlendi. Gruplar arasi karsilastirma Kruskal-Wallis varyans analizi ile yapildi.
Ikincil test olarak gruplar arasi ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U testi ile yapildi.

Anlamlilik seviyesi 0.05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

4.1 Uciincii giin TGF-B1 gen ekpresyon diizeyleri

Kiiltiire edilen tendon fibroblastlarinin 1 dakika 5-FU ile tedavisi sonrast 3. giinde

Olgiilen TGF-B1 gen ekpresyon diizeyleri hem kontrol grubu hemde kendi aralarinda

karsilagtirlldiginda istatiksel olarak anlamli farklilik olmadig tespit edildi (p>0,05)

(Grafik 1).
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Grafik 1: Tendon fibroblastlarinin 3. giin TGF-B1 ekpsresyonu
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4.2 Yedinci giin TGF-B1 gen ekpresyon diizeyleri
7. ginde olcillen TGF-B1 gen ekspresyonlart 5-FU tedavisi uygulanan biitiin
gruplarda kontrol grubuna goére daha diisiik bulundu fakat bu azalma tiim gruplarda

istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05) (Grafik 2).
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Grafik 2: Tendon fibroblastlarinin 7. giin TGF-B1 ekpsresyonu
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4.3 Ekspresyonda 3. giinden 7. giine olan degisim

Tendon fibroblastlarinin 3. giinden 7. giine kadar olan TGF-B1 ekspresyonundaki
degisim yiizdeleri karsilastirildiginda ilacin verilmedigi kontrol grubu ile diger tiim
gruplar (5, 15, 25 mgr/ml) arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0.05).
Bu fark en fazla % 89 + 12 (p< 0.05) ile 25 mg/ml 5-FU uygulanan grupta goriildi. 5
mgr/ml ve 15 mgr/ml 5-FU uygulanan gruplar arasinda ise sirayla % 63 + 14 ve % 60

+ 4 oraninda bir azalma ile belirgin farklilik tespit edilmedi (Grafik 3).
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Grafik 3: TGF-1 ekpresyonunda 3. giinden 7. giine kadar olan degisim
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S.TARTISMA

El cerrahisinde fleksor tendon yaralanmalarinda goriilen en 6nemli problemlerden biri
tendon ve cevre dokular arasinda nedbe ve yapisiklik olugmasidir. Bu yapisikliklar
tendonun kayma 6zelligini kaybetmesine neden olur. En sik 6zellikle derin ve yiizeyel
fleksor tendonlarin birlikte seyrettigi Zon 2 bolgesinde en sik olusmaktadir (48, 49, 50 ).

Giintimiizde fleksor tendon onarimlarinda iyilesmeyi hizlandirip yapisiklik olusumunu
en aza indirmek icin; cerrahi teknik, postoperatif rehabilitasyon programlar1 ve
iyilesmeye cevabin farmakolojik modiilasyonu {icliisii  halen tartisilan ve arastirilan
konulardir.

Cerrahide eskiden bazi celigkiler olmasina ragmen simdi yiizeyel ve derin tendonlarin
her ikisininde tamiri yaygin olarak kabul gormiistiir. Yiizeyel tendonun tamiri derin
tendona yumusak bir yatak saglar ve vinkulum longum profundusun biitiinliigii korunmus
olur. Parmagin daha giiclii bir fleksiyonu saglanir (51, 52).

Bazi yazarlar Zon 2 kilifinin kapatilmasini tavsiye etmektedirler. Kilifin kapatilmasi
sinovyal sivi iretilmesi ile tendonun beslenmesini arttirir. Ek olarak kayma
mekanizmasinin bir komponentini de tamir edilmis olur ve bdylece onarilan tendonla
cevre dokular arasinda bir bariyer olusturularak yapisiklik olusumu azaltilabilir (53).

Bir kisim arastirmaci ise kilif onariminin tersine kilif eksizyonunu onermektedir.
Bunlara gore tendon onarimiyla beraber kilif onarimi yapildiginda, tendon ve kilif
arasindaki potansiyel bosluk, gerek ilk travma ve cerrahi islem sirasinda gelisen 6dem
gerekse kullanilan dikis materyali nedeni ile azalmaktadir. Bu durum tendon ile kilif
arasinda baski olusmasina neden olur. Bunu takibende iskemi, beslenme yetersizligi ve

sonucta tamir edilen kilifta destriiksiyon ve fibrozis gelismektedir (53, 54).

25



Tendon cerrahisi sonrasinda maksimum fonksiyonel sonuca ulagmak i¢in cerrahi
teknik disinda cesitli postoperatif rehabilitasyon protokolleri de 6nerilmektedir. Kontrollii
erken hareket streslerinin tendon geriliminin doniisiinii hizlandirdigr ve yapisikhik
olusumunu azalttig1 bilinmektedir (17, 55, 56).

Kleinert ve Duran-Houser giiniimiizde en sik kullanilan rehabilitasyon protokolleridir
(23). Modifiye Kleinert protokoliinde  aktif ekstansiyon pasif fleksiyon metodu
kullanilmaktadir. Tirnaklardan O©nkola uzanan lastik bandlarla  birlikte dorsal
ekstansiyonu engelleyen bir splint kullanilmaktadir. Dorsal koruyucu splint genellikle el
bilegi 30-40 derece fleksiyonda , MCP 60-70 derece fleksiyonda, PIP ve DIP eklemleri
diiz olacak sekilde hazirlanir. Lastik bantlar parmaklarin rezistansa karsi fleksiyonunu
engeller. Aktif ekstansiyon sirasinda ekstrinsik fleksorlerin resiprokal relaksasyonu
tendon lizerindeki gerilimi azaltir. 3-4 hafta sonra dorsal splint ¢ikarilir (57).

Duran — Houser protokoliinde onarilmis tendon, lastik bantlar kullanilmadan PIP ve
DIP eklemlerine izole pasif ekstansiyon hareketi yaptirilarak mobilize edilir (58).

Erken pasif mobilizasyon protokollerinde aktif harekete genelikle 3-6 hafta arasinda
baslanir. Aktif hareketlere gecis genellikle hastanin durumuna ve skar olusumunun
derecesine gore belirlenir.

Baz1 otorler tendon onarimlarindan sonra erken kontrollii aktif fleksiyon
protokollerinin kullanilmasini savunmaktadir (59, 60). Bu protokollerde onarilmig
tendon yine bir splintle korunmakta ve pasif mobilizasyon hareketleride programa dahil
edilmektedir.  Programin  aktif kismi  genellikle  “place-and-hold”  seklinde
uygulanmaktadir. Erken aktif mobilizasyon, tendon onarimi yeterince kuvvetli yapilan

uyumlu hastalarda ve tecriibeli terapistler tarafindan yapilmalidir (61).
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Tendon yaralanmasi sonrasinda gelisen kompleks molekiiler olaylar zincirinin giderek
daha iyi anlasilmasi, onarim sonrasi yapisikligin Onlenmesinde; cerrahi teknik ve
rehabilitasyon disinda ayrica efektif bir klinik modiillasyona da gerek oldugunu
gostermektedir.

Skar olusumunun kontrolii diisiiniildiiglinde hem hiicre proliferasyonu hem de
ekstraseliiler matriks reorganizasyonu dikkate alinmalidir (62). Deneysel olarak sistemik
steroidler, nonsteroidal antienflamatuar ajanlar , B-aminoproprionitril ve lokal hyaluronik
asit uygulamasi gibi cok farkli farmakolojik ajanlar denenmistir fakat giiniimiizde halen
klinik olarak etkisi {izerinde goriis birligi olan bir ajan bulunamamistir (28, 29, 30, 31,
32). Yapilan baz1 deneysel arastirmalarda peroperatif kullanilan 5-FU’ in tendon
yapisikliginin 6nlenmesinde umut vaad edici oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bizde
calismamizda kimyasal ajan olarak 5-FU’i tercih ettik.

Akali ve arkadaglar1 tavsan fleksor tendonlarinin parsiyel insizyonu sonrasinda lokal
50 mg/ml dozunda 5-FU uygulamislardir. Yapilan histolojik kesitlerde tedavi edilmeyen
kontrol grubunda, kilif hiicre yogunlugunda artisla beraber sinovyal boslukta azalma
oldugu goriiliirken tersine tedavi edilen grupta iyi korunmus bir sinovyal bosluk ve daha
az hiicre tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda 5-FU grubunda sinovyal kalinlagmada belirgin
bir azalma oldugu izlenmistir (35).

Yapilan diger bir calismada fleksor tendon onarimindan hemen sonra 5, 25 ve 50
mg/ml dozlarinda lokal 5 dakika 5-FU uygulanmistir. 3 hafta sonra tendonlarin
morfolojik ve histolojik incelemeleri yapilmistir. Histolojik incelemelerde yapisikliga en
etkili dozun 25 mg/ ml oldugu tespit edilmistir (34).

5-FU’in tendon yapisikligini hangi etki mekanizmasi veya mekanizmalari ile azalltig
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tam olarak bilinmemektedir ve bu konu ile ilgili arastirmalar devam etmektedir.

Khan ve arkadaslar1 sinovyal kilif ve endotenondan elde ettikleri fibroblastlari
kollajen ortam1 icine yerlestirerek farkli dozlarda 5-FU uygulamislardir.  Tedavi
edilmeyen kontrol grubu hiicreleri  kendi i¢lerinde karsilastirildiginda sinovyal
fibroblastlarin endotenon fibroblastlarindan daha fazla kontraktil oldugu tespit edilmis.
5-FU tedavisi uygulanan gruplarda ise, her iki hiicre grubunda da (endotenon - sinovyal
fibroblast) kollajen kontraksiyonunda azalma oldugu gosterilmistir. Bu azalma endotenon
fibroblastlarinda doz bagimli bulunurken sinovyal fibroblastlarda etkinin dozdan
bagimsiz oldugu goriilmiistiir. Ayrica 5-FU’in hiicre iskeleti iizerine etkisini arastirmak
amaciyla hiicrelerin aktin organizasyonu florosan mikroskobi ile incelenmistir. Her iki
hiicre grubunda da (sinovyal-endotenon) 5-FU’in aktin organizasyonunu etkilemedigi
bulunmustur (62).

Daha sonra yapilan bir ¢calismada endotenon ve sinovyal fibroblastlarin tek doz 5-FU
ile muamelesinin matriks metalloproteinazlarinin tiretimini azalttig1 gosterilmistir. (63).
Matriks metalloproteinazlart o6zellikle MMP-2 ve 9 hiicre gocii icin gerekli olan
ekstraseliiler matriks yikiminda gérevli enzimlerdir (64, 65). MMPs iiretiminin fibroblast
aracili kollajen kontraksiyonunun bir parc¢asi oldugu gosterilmistir. MMPs ayn1 zamanda
biiylime faktorlerinin ve diger ©Onemli sitokinlerin salgilanmasinda etkilidir (66).
Calismada ozellikle MMP-2 ve 9 olmak iizere toplam MMPs iiretiminin her iki hiicre
kiiltiiriinde de azalmis oldugu bulunmustur. 5-FU’in hiicre protein sentezinde global bir
azalma yapabilecegi ve bunun MMPs’de non-spesifik bir azalmaya yol acabilecegi
belirtilmistir. Neticede fibroblastlarin go¢ etme kapasitelerini sinirlayarak yapisiklig

onleyebileyecegi vurgulanmistir.
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TGF-P’lar yara iyilesmesinin her asamasinda etkili olduklari bilinen molekiillerdir.
Birgok hiicre TGF- sentezleme kapasitesine sahiptir. Trombositler, makrofajlar,
lenfositler, fibroblastlar, kemik hiicreleri ve Kkeratinositler TGF-B sentezleyebilen
hiicrelerden bazilaridir. Hemen hemen tiim hiicrelerde TGF- reseptorii bulunmaktadir ve
bu nedenle bilinen en genis etkili biiyiime faktoriidiir. Tiim dokularin iyilesmesinde etkili
olmasinin belli bashh iki nedeni kemotaksisi ve ekstraseliiler matriks sentezini
arttirmalaridir (67). Enflamasyonun neden oldugu lokal hipoksi TGF-f sentezini stimiile
eder. Daha sonra TGF-$ hem kendi sentezini hem de mezenkim epitel iligkilerini kontrol
eden olaylar1 yonlendirir. Yara iyilesme problemi olan deney hayvanlarina lokal ve
sistemik TGF-P uygulandiginda yara iyilesmesinin normale dondiigii saptanmistir. Ancak
siirekli devam eden TGF-P sentezi kontrol dis1 fibrozise neden olmaktadir (68).

Tendon yapisikliginin patofizyolojisinde subsinovyal doku ve tendon ylizeyindeki
epitenon hiicrelerinde yogun bir inflamatuar reaksiyon goriilmektedir. Zedelenmis
tendon cevresinde ve sinovyumda yiiksek konsantrasyonda inflamatuar hiicre birikimi
goriilmektedir. Bu inflamatuar hiicreler biiyiik oranlarda TGF-f§ dahil olmak iizere
sitokinler ve biiyiime faktorleri salgilamaktadirlar. TGF-f hiicre proliferasyonunu,
gociinii, exraseliiller matriks tiretimini ve yapisiklik olusumunu stimule eder. Tendon,
sinovyum ve periton gibi mezotelial dokularda TGF-’nin yapisiklik olusumunda etken
ajanlardan biri oldugu gosterilmistir (69). Bu nedenle ¢alismamizda, 5-FU’in 6zellikle
profibrotik faktér olarak bilinen TGF-B1’in gen ekspresyonu iizerine olan etkisi
arastirilmastir.

Tavsanlarda yapilan bir calismada, parsiyel tendon laserasyonu sonrasinda lokal 50

mgr/ml dozunda 5 dakika uygulanan 5-FU’in  TGF-B1 sekresyonununa etkisi
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aragtirllmustir. Postoperatif 7. giinde immiinohistokimyasal yontemlerle 6l¢iilen TGF-f1
sekresyonunda belirgin azalma oldugu gosterilmistir (70).

Bulstrode ve arkadaslar1 ise bunun tam tersi 5-FU’in tendon fibroblastlarinda hem
TGF-B1 sekresyonunu hemde gen diizeyindeki ekspresyonunu etkilemedigini
bulmuslardir (71). Yazarlar tendon fibroblast Kkiiltiirlerine, 0.25, 2.5, 25, 50 mgr/ml
dozlarinda 5 dakika 5-FU tedavisi uygulamislardir. 24. saatte ‘“sandwich enzyme linked
immunosorbent assay” yontemi ile TGF-f1 sekresyonunu ol¢miiglerdir. 25 mg/ml 5-FU
verdikleri hiicrelerde ise TGF-B1 sekresyonuna ek olarak 0, 6 ve 24. saatlerde total RNA
izolasyonu yaparak RT-PZR ile TGF-1 gen ekspresyonuna da bakmuglardir. Yazarlar
TGF-B1 sekresyonunda azalma degil tersine hafif bir artis oldugunu fakat bunun kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olmadigini ifade etmislerdir. Ayni
sekilde gen ekspresyonunda da 24 saat icinde bir artis oldugu fakat 24 saat sonundaki
diizeyin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olmadigin1 bulmuslardir.

Bizim ¢alismamizda Bulstrode’nin ¢calismasindan farkli olarak, gen ekspresyonu
kontrol grubu disinda 5, 15, 25 mgr/ml olmak iizere 3 farkli doz icin degerlendirilmis ve
3. ve 7. giinler olmak iizere nispeten ge¢ donemlerde RNA izolasyonu yapilmistir.

Calismamizda 3. ve 7. giinlerde tiim gruplarda TGF-B1 gen ekpresyon diizeyleri
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamustir. Bu bulgular Bulstrode’nin
calismasi ile uyumludur ve 5-FU’in nispeten ge¢ donemde TGF-B1 ekspresyonunu
etkilemedigini diisiindiirmektedir. Ancak 3. giine kadar olan bekleme doneminde kontrol
grubundaki hiicrelerin hizla prolifere olarak ¢ogaldigr buna karsin 5-FU verilen diger
gruplarda hiicre ¢ogalmasiin baskilandigr gozlenmistir. Kontrol grubunda ¢ogalmaya

devam etmek isteyen fibroblastlar icin ekilen kiiltiir tabag1 alani bir siire sonra yetersiz
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kaldigindan, TGF-B1 ekpresyonunu sinirlayici bir faktor haline gelmis olabilir. Bu
nedenle daha az hiicre sayis1 ve/veya daha genis bir kiiltiir tabag1 kullanilmas1 durumunda
TGF-B1 ekpresyonunda kontrol grubu ile diger gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunabilecegini diisiinmekteyiz.

Bununla birlikte tendon fibroblastlarinin 3. giinden 7. giine kadar olan TGF-B1
ekspresyonundaki yiizde degisimlerine bakildiginda, kontrol grubu ile diger tiim gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05). TGF-B1 ekpresyonunu en
fazla % 89 + 12 (p< 0.05)’lik bir degisim ile 25 mgr/ml’lik doz azaltmistir. Bu verilere
dayanarak belkide deney sayisinin arttirllmasi sonuglari etkileyecek ve 5-FU’in TGF-1
gen ekspresyonu iizerindeki etkisini daha dogru anlamamizi1 saglayacaktir.

Ayrica tendon yapisikligina etkisi konusunda yapilan diger tiim invivo ve invitro
caligmalarda 5-FU 5 dakika wuygulanmis olup bizim calismamizda 1 dakika
uygulanmustir. 5 dakika bekleme siiresi bazen cerrahi sirasinda oldukc¢a uzun bir
bekleme siiresi olabilir. Ozellikle 1 dakika 25 mgr/ ml 5-FU’in 3. giinden 7. giine TGF-
B1 gen ekpresyonunda gosterdigi anlamli azalma (p<0.05) dikkate alinirsa, invivo
calismalarda Onerilen 50 mgr/ml 5-FU’in lokal 1 dakika uygulanmasi da yapisiklig
onlemede yeterli olacaktir kanaatindeyiz.

Sonu¢ olarak, tendon yapisikligini azalttigi gosterilen 5-FU, klinik uygulamalar
icinde uygun bir ajan gibi goriinmektedir. Etki mekanizmasinin yapilacak ileri

aragtirmalarla daha 1yi anlagilmas1 klinik uygulamarda da yer bulmasinm saglayacaktir.
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6. OZET

Fleksor tendon onarimlar1 sonrasinda postoperatif donemde goriilen yapisikliklar
onemli bir problemdir. Yapisiklik olusumunu azaltmak icin c¢ok farkli farnakolojik
ajanlar denenmistir fakat halen klinik olarak rutin kullanilan bir ila¢ bulunmamaktadir.
Son zamanlarda yapilan calismalarda tendon onarimi sonrasinda, tek doz lokal 5-
Flourourasil uygulamasinin yapisikligi azalttigi gosterilmistir fakat etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. TGF-B1 ise tendon iyilesmesini diizenleyen ve yapisiklik
olusumunda etkili bir biiylime faktoriidiir. 5-FU’in TGF-f1 gen ekspresyonu iizerine
etkisini arastirmak amaciyla planlanan bu calismada kopekten elde edilen tendon
fibroblastlar1 kiiltiire edildi. Hazirlanan hiicre kiiltiirlerine 0 mgr/ml (kontrol) ve 5,15,25
mgr/ml dozlarinda 5-FU bir dakika siire ile uygulandi. Tedaviden sonraki 3. ve 7.
giinlerde RNA izolasyonlar1 yapilarak TGF-B1 gen ekspresyon diizeyleri reverse
transkripsiyon ve polimeraz zincir reaksiyonu ile kuantifiye edildi. 3. ve 7. giinlerde
Olciilen TGF-B1 gen ekpsresyon diizeyleri degerlendirildiginde, hem kontrol grubu
hemde farkli dozlar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05).
Ekpresyondaki 3. giinden 7. giine kadar olan degisim yiizdeleri incelendiginde ise,
kontrol grubu ile diger tiim dozlar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0.05). Bu fark en fazla % 89 + 12’lik bir azalma ile 25mgr/ml 5-FU uygulanan
hiicrelerde  goriildii. 5-FU’in tendon hiicrelerinden TGF-f1 expresyonunu azaltarak

postoperatif tendon iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi diisliniilmektedir.
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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-B1 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-
B1. 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 3™ and the 7 day after the treatment
and the expression levels of TGF-B1 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-B1 were compared at the posttreatment 3™
and the 7™ day (p>0.05). When the percent of the variation from 3" to 7" 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- B1.
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