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OZET

Bu caligmada tavsanlarda gelistirilen erken donem deneysel
osteoartrit (OA) modelinde intraartikiler uygulanan statinin (atorvastatinin),
kikirdak dokusu Uzerindeki kondroprotektif etkilerini 1sik ve elektron
mikroskoplari ile inceleyip hucre icindeki ve disindaki degigsiklikleri
degerlendirmeyi amacladik.

20 tavsan osteoartrit olusturmak icin on ¢apraz baglari kesilerek iki
gruba ayrildi. Kontrol grubuna serum fizyolojik, deney grubuna atorvastatin
intraartikller olarak birer hafta ile G¢ kez uygulandi. Tavsanlar 12. haftada
sakrifiye edilerek diz eklemi kikirdak dokusu makroskopik, histopatolojik ve
hicresel duzeyde elektron mikroskopik olarak degerlendirildi. Diz eklemi
medial kompartmani kikirdak dokusunun lezyonlarinin histolojik ve
histokimyasal evrelemesinde Mankin derecelendirme sistemi, makroskopik
evrelemesinde ise Pelletier sistemi kullanildi. Makroskopik ve histopatolojik
sonuglar istatiksel olarak gruplar arasinda karsilastirildi.

Femur medial kondilinde gelisen lezyonlarin degerlendiriimesiyle
elde edilen toplam puan kontrol grubunda ortalama 11.3310.667, deney
grubunda 1.5+0.687 iken, tibia medial plato kikirdak dokuda gelisen
lezyonlarin degerlendirmesiyle elde edilen toplam puan kontrol grubunda
ortalama 11.56+0.709, deney grubunda ise 1.40+0.618 olarak tespit edildi.
Femur medial kondil ve tibia medial plato kikirdak dokusu igin elde edilen
puanlar gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda, kontrol grubu
ile deney grubu arasinda anlamh fark saptandi (p<0,05). Deney grubu ile
kontrol grubunun makroskopik sonugclari da istatiksel olarak anlamli oldugu
saptandi (p<0,05).

Calismamizda kikirdak dokunun orta tabakasinda yapilan elektron
mikroskopik degerlendirmede, deney grubunda hulcresel dizeyde saglam
kikirdak dokusuyla uyumlu kondrosit ve matriks yapisi oldugu, periselluler
hale goérinimd olmadigdi, golgi kompleksi ve endoplazmik retikulumun

yapisinin bozulmadigi gozlemlendi. Kontrol grubunda ise piknotik gekirdekler,



duzensiz kollajen lifler, degerlendirilen kesitlerde kondrositlerin etrafinda
periselller hale gorunumu, endoplazmik retikulumda sakkuler yapilar oldugu
ve golgi kompleksinin goérilmedidi tespit edildi.

Sonu¢ olarak deneysel osteoartrit modelinde kikirdak dokunun
makroskopik, 1gik ve elektron mikroskopik degerlendirmesinde, statinin
kikirdak dokudaki kondroprotektif etkisinin varligini tespit ettik. Elektron
mikroskopik olarak hilcresel dizeyde elde ettigimiz bulgulara gore; statinin
kondroprotektif etkisinin endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinin
yapisini koruyarak, proteoglikanlarin yapimi ve saliniminin devamhligini
yaparak sagladigi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Statin, Deneysel osteoartrit, Kondroprotektif etki,

Elektron mikroskop
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SUMMARY

The Chondroprotective Effects Of Intra-Articular Application Of Statin
On Early Stage Experimental Osteoarthritis Evaluated By Electron
Microscope

This study of early stage osteoarthritis developed in an experimental
rabbit model, aimed to evaluate the chondroprotective effects of intra-
articularly applied atorvastatin on cartilage tissue by examining intracellular
and extracellular changes.

Osteoarthritis was created by cutting the anterior cruciate ligament
on 20 rabbits that were then assigned to 2 groups. The control group
received saline and the experimental group received atorvastatin intra-
articularly once a week for 3 weeks. After sacrifice at 12 weeks, the cartilage
tissue of the knee joint was evaluated macroscopically, histopathologically
and at a cellular level by electron microscope. Lesions in the cartilage tissue
of the medial compartment of the knee were categorised according to the
Mankin system for histological and histochemical stages and the Pelletier
system was used for macroscopic classification.

The mean total points obtained from the evaluation of the lesions
which developed in the femoral medial condyle and tibial medial plateau
cartilage tissue were 11.33+£0.667 and 1.5£0.687, 11.56+£0.709 and
1.40+0.618 for the control group and the experimental group respectively,
determining statistical significance between the two groups (p<0.05). A
statistically significant difference was determined between the groups for the
macroscopic results (p<0.05).

When the mid layer of cartilage tissue was evaluated by electron
microscope at the cellular level in the experimental group, healthy cartilage
tissue with appropriate chondrocyte and matrix structure was observed, no
image of pericellular halo, a shadow complex and no impairment of the

endoplasmic retinaculum structure. In the control group, pyknotic nuclei were
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observed and irregular collagen fibres, pericellular halo was determined
around chondrocytes in the sections evaluated, saccular structures in the
endoplasmic retinaculum and no shadow complex.

In conclusion, a chondroprotective effect of statin on cartilage tissue
was determined in this experimental osteoarthritis model evaluated
macroscopically and by light and electron microscope. According to the
results obtained from the electron microscope evaluation at the cellular level,
it is believed that the chondroprotective effect of the statin is that, by
protecting the structure of the endoplasmic retinaculum and shadow
structure, it ensures the continuation of the formation and expression of
proteoglycans.

Key Words: Statin, Experimental osteoarthritis, Chondroprotective

effect, Electron microscope
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GIiRIS

Osteoartrit, yakin zamana kadar yaslanmanin kaginilmaz bir sonucu
olarak gelisen ve patogenetik mekanizmanin ‘aginma ve yipranma’ oldugu
One surllen bir hastalik olarak kabul edilmekte iken, gunimuzde cesitli
biyokimyasal ve mekanik etkenlerle tetiklenen yikim ve onarimin birlikte
oldugu metabolik olarak aktif, dinamik bir sidre¢ olarak
degerlendiriimektedir (1).

Eklem kikirdagi, normal kikirdak fonksiyonlarinin devamindan
sorumlu olan ve ekstraselliler matriks molekullerinin  metabolizmasini
dizenleyen kondrosit hiicrelerinin olusturdugu 6zellesmis bir dokudur (1).

Kondrositler ve sinovyositler metabolik agidan oldukga aktif hicreler
olup gesitli hormon, sitokin, buylime faktori ve mekanik stres gibi faktorlere
yanit verirler. Fizyolojik sartlarda ekstraselliler matriksin sentezi ve yikimi
denge icgindedir. Sentez ve yikim sulrecleri arasindaki dengenin bozulmasi
osteoartrit ve romatoid artrit gibi dejeneratif eklem hastaliklarina yol agar (1).

Diinya Saglik Orgltl’ niin tahminlerine gére 65 yas Ustu erigkinlerin
kabaca %25’ inde bu hastaliga bagh agri ve fonksiyon bozuklugu vardir. OA
hemen her yas grubunu etkilemekle beraber, prevalansi erkeklerde 50,
kadinlarda 40 yasin Uzerinde dramatik olarak artar (2).

Ulkemizde hastalik yliki caligmalarinda OA 6n siralarda ( yedinci
sirada ve toplam hastalik yuku icinde %2.9 ) yer almaktadir. 2005 yilinda
ulkemizden yayimlanan bir calismada, Antalya sehri populasyonunda 50 yas
ustinde 655 kiside, semptomatik diz OA prevalansi %14.8 (kadinlarda %22.5
ve erkeklerde %8) olarak bildirilmistir (2).

Amerika’ da vyapilan bir c¢alismanin sonucunda 2030 vyilinda
osteoartritli hasta sayisinin 67 milyon kisiye ulagsacagi belirtilmistir. Buna
paralel olarak; kalga artroplasti sayisinin yilda 1.85 milyon, diz artroplastisi
sayisinin da 3.48 milyon olacag tahmin edilmektedir (3), (Sekil-1).
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Sekil-1: ABD’ de diz ve kalga protezleri insidansindaki artis (3).

Osteoartritin evresi ilerledikge tedavi maliyeti de artmakta ve ileri evre
OA’ lilar da yaklasik olarak ikiye katlanmaktadir. 2009 yilinda ispanya’ da
yapilan bir calismada Kellgren/Lawrence evre 4 hastalarin direk yillik maliyeti
evre 1’ den yaklasik %45 daha yuksektir. Kalga artroplastisinin 2005’ den
2030’ a %174, diz artroplastisinin %673 artacagi tahmin edilmektedir (2).

Osteoartritin uygun tedavisi farmakolojik ve farmakolojik olmayan
tedavi kombinasyonunu gerektirmektedir (4). Mevcut farmakolojik yontemler,
yaslanan toplumda yaygin, ilerleyici ve hayat kalitesini olumsuz etkileyen OA’
nin ilerlemesini durdurmak yerine ¢ogunlukla semptomatik tedavi yonunde
etki etmektedir. Artroplasti ve osteotomi gibi cerrahi yontemlerin uygun hasta
seciminde ve iyi cerrahi teknikle yapilmasi durumunda sonuglar yiz
gulduracuddr. Bununla birlikte cerrahi endikasyonu bulunmayan veya cerrahi
tedavinin tartismali oldugu erken-orta evre primer OA vakalarinda Uzerinde
calisiimasi gereken OA progresyonunu yavaslatabilen hatta geri gevirebilen
kikirdak koruyucu ajanlarin geligtirimesi amaciyla gunumuzde birgok
arastirma yapilmaktadir. Bu calismalar kikirdak ekstraselliler matriksine
(ESM) ve kondrositlere yonelik, kikirdakta yapim ve yikim arasindaki dengeyi
saglamaya yoneliktir (5).

Statinler, karacigerde 3-hidroksi-3-metilglutarii coenzim A (HMG-
CoA) enzimini inhibe ederek hiperkolesterolemi tedavisinde kolesterol
sentezini azaltmaktadir, ayrica kardiyovaskiler morbidite ve mortaliteyi
azalttig! birgcok epidemiyolojik calismada gosterilmistir. Bu etkilerinin yanisira
kolesterol dusustinden bagimsiz olarak endotel islevlerine, trombosit



fonksiyonlarina, vaskuler inflamasyona ve aterosklerotik plak yapisi Uzerine
de olumlu etkisi vardir. Tum bu etkilere pleiotropik etki denilmektedir.
Statinlerin bu etkileri son yillarda pek ¢ok klinik ve preklinik aragtirmaya konu
olmustur.

Lazzerini ve ark.” nin (6) yaptigi ¢alismada IL-1 ile uyariimis insan
kondrosit hucrelerinde statinin MMP-3 salinimini azalttigi gosterilmistir.
Akasaki ve ark. (7) yaptigi deneysel hayvan osteoartrit modelinde ise
intraartikller statin verilmesiyle kikirdakta morfolojik ve histolojik artritik
degisikliklerde azalma tespit etmislerdir. Dombrecht ve ark.” nin (4) yaptigi
diger bir caligmada statin uygulanan insan kikirdak hucresinde IL-6 ve IL-8
duzeylerinde azalma tespit etmigler ve kikirdak koruyucu ozelligini
dusunmauglerdir.

Yaptigimiz literatur incelemelerinde statinlerin  kondroprotektif
etkilerinin 1s1k mikroskobu ile yapilan ¢alismalar ile arastirildigr géraimustar.
Ancak elektron mikroskobu ile yapilan kikirdak koruyucu etkilerini inceleyen
bir calismaya rastlamadik. Bu amagla tavsanda deneysel diz osteoartrit
modeli olusturup statinlerin kikirdak koruyucu etkilerini 151k ve elektron
mikroskoplari ile inceleyip hicre igindeki ve disindaki degisiklikleri

degerlendirdik.

Eklem Kikirdag

Eklem kikirdagi, eklem yuzeylerinde surtinmeyi azaltan ve yuklenme
kuvvetlerinin dengeli gegciglerini saglayan oOzellesmis bir bag dokusudur.
Damar ve sinir yapilarina sahip olmayan eklem kikirdagi oldukca aktif ve
karmasik bir yapiya sahiptir (8).

Eklem Kikirdak Tabakalari:

Eklem kikirdagi dort tabakadan olusur (8-11), (Sekil-2).
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Sekil-2: Kikidak dokusu tabakalari (12) .

Yuzeyel Tabaka

Hacim olarak en kuguk kikirdak tabakasi olup proteoglikanlar,kollajen
fibriller ve kondrositlerden olugsmaktadir. Bu tabakanin sok absorbe edici
ozelliginin maksimum duzeyde olusabilmesi igin proteoglikan orani en dusuk
su orani ise en yuksektir. Ayrica kollajen lifler olugsacak makaslama
kuvettlerine daha iyi mukavemet goOsterebilmek igin ylUzeye paralel olarak
dizilmigtir. Kondrositler ise yassilasmis ve yuzeye paralel olarak dizilmis olup
blyuk bir kismi metabolik olarak inaktiftir (9, 13-18) .

Orta Tabaka

Kollajen lifleri daha duzensiz bir sekilde yerlesmistir.Bu tabakadaki
kollajen fibriller, primer olarak kompresif ylklere karsi gelir. Kondrositler ise
daha yuvarlak yapidadir. Metabolik olarak daha aktif hiicre yapisi ile uyumlu
olan daha buyuk endoplazmik retikulum, golgi cismi ve mitokondirilere
sahiptir (9, 13-17).



Derin Tabaka

Proteoglikan yogunlugu en yuksek, su yogunlugu en az olan
bdlgedir. Bu bolgedeki kollajen lifler, eklem yilzeyine dik sekilde yerlesmis
olup kompresif ylklere diren¢ saglar. Kondrositler ise yuvarlak yapida,
yuzeye dik sekilde kolonlar olusturacak sekilde yerlesmistir (9, 13-17).

Kalsifiye Tabaka

Kikirdagin kemige baglantisini saglayan ozellikler tasir. Hiyalin
kikirdagi subkondral kemikten tidemark denilen bir kisim ile ayirir.Bu bdlge

subkondral kemikten besleyici damarlarin gegisini engeller (9, 13-17).

Ekstraselliiler Matriks - Kondrosit

Ekstraselller matriks; icerigi, kollajen fibril ¢capi ve dizilimi agisindan
farkh ozellikler gdsteren perisellller, teritoryal ve interteritoryal alanlara
ayrilmistir.Periselliler matriks, kondrositi tamamen c¢evreleyen ince bir
tabakadir. icerisinde kollajen yapi bulunmamaktadir; proteoglikan
konsantrasyonu ise yogundur. Teritoryal matriks,periselliler matriksi gevreler
ve yogun bir fibriler ag olusturur.interteritoryal matriks ise, kollajen fibriller
acisindan teritoryal matrikse gére daha zengin bir alandir (19-20).

Eklem kikirdagi, ekstraseluler matriks igcine yerlesmis olan

kondrositlerden olusur (Sekil-3).

Sekil-3: Ekstrasellller matriks i¢cindeki kondrositler.



Kondrositler eklem kikirdaginin  olusumu ve surekliliginden
sorumludur. Metabolik olarak aktif olan bu hucreler; buyume faktorleri,
interlokinler, farmakolojik ajanlar, matriks molekulleri, mekanik yuklenmeler
ve hidrostatik basing degisiklikleri gibi uyarilarla anabolik ve katabolik surecte
rol alirlar. Matriksin devamliliginin saglanmasi, bu yapim ve yikim sdrecinin
dengede olmasina baglidir (9).

Ekstraseluler matriksin bilesenleri, %65-80 oraninda suyla beraber
proteoglikanlar, kollajenler ve daha disuk oranlarda bulunan diger protein ve
glikoproteinlerdir (9).

Kollajenler, eklem kikirdagini olusturan en Onemli yapisal
bilesenlerdir. Kikirdagin kuru agirhdinin yaklasik %70’ ini olustururlar. Matriks
esas olarak tip Il kollajenden olusur ayrica tip V, VI, IX, X, XI, Xl ve XIV
kollajenler de dugsik miktarlarda bulunur. Toplam kollajenin %90-95’ i tip II' dir
(9). Tum Kkollajen lifleri birbirine capraz kovalen baglarla bagh U¢ adet
polipeptid zincirinden olusan; Gglu heliks yapisindadirlar (11).

Elektron mikroskobu gorintilerinde birbirlerini gaprazlayan liflerin
daha cok tip 2, 9, 11 kollajen lifleri oldugu belirlenmigtir (11).

Kollajenlerin eklem kikirdagindaki en onemli fonksiyonlari dokuya
tensil 6zellikler kazandirmak ve proteoglikanlari ekstraselluler matriks icinde
immobilize etmektir (21).

Proteoglikanlar, bir protein 6zU ve glikozaminglikan zincirlerinden
meydana gelen kompleks makromolekullerdir (22). Kikirdak
proteoglikanlarinin %80-90' | agregan olarak bilinen, bir baglayici protein
(link protein) aracilidi ile hiyaluronik aside baglanarak agregatlar olusturmus
yapilardir (21), (Sekil-4).
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Sekil-4: Agregan molekulinun sematik organizasyonu (23).

Eklem kikirdaginda bulunan GAG’ lar: Keratan sulfat, dermatan
sulfat, kondrotin sulfat ve hiyaluronik asittir. Proteoglikanlar kikirdak
dokusunda farkli konsantrasyonlarda bulunmakta olup travma ve yas ile bu
oranlari degismektedir. Proteoglikanlarin ekstraselliler matrikse saglamlik
kazandirma, hucrelerin ¢ogalmasi, migrasyonu, farklilagsmasi gibi onemli
rolleri vardir (24, 25). Metakromazi normal kikirdagin en Onemli
Ozelliklerinden biri olup glikozaminoglikanlarin bir gostergesidir. Kikirdak
dokusundaki metakromazi kaybi diger degisiklikler olmadan osteoartritin

birincil gdstergesidir (26).



Matriks metalloproteinazlar (MMPS)

Ekstraselliler matriks (ESM) ile bazal membran komponentlerini
parcalama o6zelligine sahip olan ve aktif bolgesinde c¢inko iceren bir enzim
grubudur (27).

Bu enzimler, fibroblastlar, osteoblastlar, kondrositler, endotel
hicreleri, makrofajlar, noétrofiller gibi c¢esitli bagd dokusu hicrelerinden
proenzim halinde salgilanarak dokunun normal gelisimsel slreci, yara
iyilesmesi ve yeniden yapilanmasi gibi bir¢ok fizyolojik durumda énemli bir rol
alirlar (28).

MMPs substrat spesifitesine gore 4 ana grupta siniflandirilir (29, 30).

- Kollajenazlar: MMP1, MMP8, MMP13

- Jelatinazlar: MMP2, MMP9

- Stromelysinler: MMP3, MMP10, MMP11

- Membran tip metalloproteinaz 1-5

Eklem kikirdagindaki matriks metalloproteinazlar; stromelisin,
kollajenaz, jelatinaz ve katepsinlerdir. Kollejenaz, Tip Il ve Tip X kollajen Gglu
sarmal yapisini yikan bir enzim olarak tanimlanmigtir. Jelatinaz da kollajenaz
tarafindan yikilmis olan sarmal yapilarin agiga c¢ikardigi zincirleri bozan bir
enzimdir. Stromelisin ise Tip Il ve Tip IX' nin sarmal olmayan yapilarina ve
agreganin yapisindaki kor proteinine karsi etkili olmaktadir (31, 32).

Hucre kalturi ve deneysel OA hayvan modelleri ve OA gelisen
insanlardan alinan subkondral kemik, kikirdak ve sinovyial membran doku
orneklerinde 6zellikle MMP 1- 3- 9- 13 duzeylerinde kontrol gruplarina gore
istatiksel olarak anlamli artis bulunmustur (33, 34, 35). Bu enzimlerin
dokulardaki etkileri c¢esitli faktorlerce aktive ya da inhibe olmalari ile

saglanmaktadir (28).



Osteoartrit Patofizyolojisi

Osteoartrit eklemlerin yaygin bir hastaligidir. Eklem kikirdaginin ytk
tasiyan bolgelerinde hasarlanma sonucu subkondral kemikteki degisiklikler,
eklem kapsulinde kalinlagsma, sinovit hali ve degisik derecelerde osteofit
olusumu ile karakterize bir patolojidir (36).

Normal eklem kikirdaginin travmaya yaniti suboptimaldir. Kikirdagin
avaskuler yapida olmasi ve indiferansiye hicre yetersizligi nedeniyle, sadece
kikirdagi ilgilendiren yaralanmalar, kanama ve fibrin pihtt olusumunu
saglayamadigindan iyi bir iyilesme potansiyeline sahip degildir. Bu ylzden
kondrositler sadece sinirli oranda prolifere olarak yaralanma bolgesinde
matriks makromolekdllerinin sentezini artirirlar, fakat yeni matriks ve hicreler,
yuzeyi restore edemezler (16). Travmatize doku tidemark tabakasini
ge¢medigi muddetce onarim yUku sadece kondrositlere diser.Bu slrece
intrensek onarim doénemi denir. Tidemark tabakasini gecerse mezenkimal
hicreler, fibrin tikag devreye girer ve fibréz kikirdak ile sonuglanan
ekstrensek onarim donemi olusur (37).

Osteoartrit dejeneratif bir hastalik olup g¢esitli biyokimyasal ve
mekanik etkenlerle tetiklenen yikim ve onarimin bir arada oldugu metabolik
olarak aktif, dinamik bir srec¢ olarak degerlendiriimektedir (38). OA’ nin erken
déneminde kondrositlerde gegici bir proliferatif yanit, ESM sentezinde, sitokin
ve proteinaz enzim aktivitelerinde artis gozlenir. Osteoartrit Uzerine yapilan
calismalarda elde edilen belki de en ilging sonuglardan biri osteoartritli
dokulardan elde edilen kondrositlerin normal dokulardan elde edilen
kondrositlere gére metabolik olarak daha aktif olmasidir (28).

Kondrositler bazi mekanik ve kimyasal streslere yanit olarak sahip
olduklari mekanik reseptorler ile IL-1beta, TNF-a ve nitrik oksit (NO) gibi
inflamatuvar sitokinlerin salinimini ve uretimini saglarlar. NO ise matriks
makromolekullerinin degradasyonuna yolagan IL-1" in salinimini tekrar uyarir
(4, 37), (Sekil-5).
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Sekil-5: Osteoartrit patogenetik mekanizmalari semasi (37).

Son yillarda yapilan bircok c¢alisma IL-1’" in proteoglikan sentez
inhibisyonu uzerindeki etkisini NO araciliiyla yaptigini desteklemektedir (39,
40).

NO, kollajen sentezinin azaltilmasi, MMP aktivasyonunun arttiriimasi,
yuzeyel kikirdak dokusundaki kondrositlerin apoptozisinin uyariimasinda
etkilidir. Saglikli kikirdaga gore osteoartritli kondrositte apoptozis gorilme
insidansi daha fazladir (41).

NO, inflamatuar olaylarda indUklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS)
enzimi tarafindan sentezlenir. Reaktif oksijen radikallerinin varlidinda ise
once peroksinitrite (ONOO-) sonra da hidroksil radikallerine (OH ve H202)
donusdr. Olusan peroksinitrit ve reaktif oksijen radikalleri kikirdak
dejenerasyonuna yol acan oksidatif hasari baslatir ve hicre disi matriks
yikimina neden olur (42).

IL-1 ve TNF- a ayrica kollagen sentezini azaltir ve diger inflamatuvar
mediatorlerden; IL-6, NO, PGE-2 salinimini arttirir (41).

IL-1, TNF-a, IL-6 ve NO gibi katabolik sinyal olugturan mediatorler

kikirdak matriks yikimina neden olan kollajenaz (MMP-1, -8, -13), jelatinaz
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(MMP-2 -9), agreganaz, elastaz ve fibrin yikici stromelisin-1 (MMP-3),” in
olusturdugu matriks metalloproteinazlari (MMP) aktiflestirdigi gosterilmigtir
(43, 44).

Osteoartrit etiyopatogenezindeki ilk olarak gelisen en dnemli
biyokimyasal degisiklik proteoglikan sentezinde artis olmasina ragmen
proteoglikan miktarinin azalmasidir. Bu da proteolitik enzimlerin aktivitesinin
daha yuksek olmasindan dolayidir (45).

Anabolik ve katabolik sinyaller arasindaki denge kikirdak
homeostazini korur. Osteoartritli kikirdakta katabolizma daha baskin hale
gelir (36). Kollajen ve fibriller arasindaki duzenli ve siki baglantih yapi
bozulmaya baslar. Matriksin su igerigi belirgin olarak artar. Tum bunlarin
sonucunda matriksin sertligi azalir. Kikirdak dokusunun kompresyon ve
mekanik strese daha direngsiz hale gelmesine ve progresif kikirdak kaybina
yol acar. Kikirdak vyuzeyi duzensizlesir ve yuzeyel vyariklar belirir.
Proteoglikan dagilimi degisir. Ge¢ doénemde morfolojik olarak eklem
ylzeyinin blyuk bir bolimU dizensizlesir, fibrilasyon giderek derinlesir ve

subkondral kemige kadar ulagir (37).

Statinler (3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzimA reduktaz

inhibitorleri)

Statin olarak adlandirilan, 3-hidroksi-3-metil-glutaril  koenzim A
(HMG-CoA) reduktaz inhibitorleri, hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan
ve rolatif olarak plazma kolesterol seviyelerinde azalmalara neden olan bir
ilag grubudur (46, 47) .
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HMG-CoA=Hidroksimetilgluteral-koenzim A, PP=Pirofosfat
FTlI=Farnesil Transferaz inhibitdr, GGTI=Geranilgeranil Transferaz inhibitor

HMG-CoA rediktaz inhibitorlerinin yararli etkileri genel olarak
kolesterol sentezini azaltabilme Ozellikleridir. Fakat reaksiyon Urinu olan
mevalonat sadece kolesterolin onclusu degil, ayni zamanda pek ¢ok
nonsteroid isoprenoid bileskelerinin de 6nclustdur (Sekil-6). Bu isoprenoidler
hicre c¢ogalmasi, hicre sinyal iletimi, hicre farkllasmasi, apoptozis,
membran transportu ve miyelinizasyon gibi hlcresel fonksiyonlar igin
gereklidir (46). Mevalonat yolunun inhibisyonu farkh pleiotropik etkiler ile
sonugclanir (48). Statinlerin kardiyovaskuler morbidite ve mortaliteyi azaltici
etkileri bircok calismada goésterilmistir. Genellikle bu etkiler lipid dusurtcu
etkiye baglansa da, yapiimis olan bu c¢alismalarin alt gruplarinda lipid
dusurutcl etkilerinden bagimsiz olan direkt kardiyoprotektif etkileri oldugu da
dusundlmektedir. Statinlerin bu etkilerine ise genel olarak pleotropik etki
denilmektedir (4, 49-51). Statinlerin antiinflamatuvar ve immunmodulator
Ozellikleri ilk kez koroner arter hastaliklarinda arter duvarindaki inflamasyonu

inhibe etmeleri ve aterosklerotik plagi stabilize etmeleri ile ortaya konulmus,
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bu etkilerini de notrofil kemotaksisi ve transendotelyal migrasyonu
engelleyerek gosterdigi bildirilmistir (52-55).

Statinlerin  matriksmetalloproteinaz  enziminin  makrofajlardan
salinimini azalttigi da yayinlarda gosterilmistir (47, 56-58). Ayrica OA
patogenezi Uzerindeki etkileri temel olarak inflamatuvar hicre kemotaksisini
ve proteazlarin salinimini  onleyerek oldugu c¢esitli arastirmalarda
gOsterilmigtir.

Barsante ve ark. (55) oral atorvastatin uyguladiklar fare deneysel
osteoartrit modelinde yuksek olan IL-1, TNF-a, IL-6 duzeylerinin azaldigini
ELISA yontemiyle tespit etmislerdir.

Yudoh ve ark. (47) oral simvastatin uyguladiklari fare diz osteoartrit
modelinde IL-1B inhibisyonu ile  MMP-1,-13salinimini  azalttigini
bildirmiglerdir.

Leung ve ark. (59) fare deneysel osteoartrit modelinde intraperitoneal
verilen simvastatinin kikirdak dejenerasyonunu ve serum IL-6 duzeyini
azalttigini gostermiglerdir.

Simopoulou ve ark. (60) atorvastatin uyguladiklari insan osteoartritik
kikirdak hucre kiulturinde MMP-13 mRNA dizeyinde azalma, tip2 kollajen ve
agregan mRNA dizeylerinde ise artis tespit etmiglerdir.

Bu calismada statinlerin kikirdak koruyucu etkilerini 1s1k ve elektron
mikroskoplari ile inceleyip hicre icindeki ve disindaki degisiklikleri

degerlendirmeyi amagladik.
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GEREG VE YONTEM

“ Erken Dénem Deneysel OA Modelinde intraartikiler Uygulanan
Statinin Kondroprotektif Etkilerinin Elektron Mikroskop Altinda Aragtirilmasi”
isimli calismamiz Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirmalari Etik Kurulunun 15.02.2011 tarihli toplantisinda gortsulda. 2011-
02110 etik kurul karari ile Deney Hayvanlari Yetistirme, Arastirma
Merkezi'nden temin edilen agirliklari 2500-4000 gr arasinda olan 20 adet
erigskin Yeni Zelanda tavsanini kullandik.

Deneysel diz OA olusturmak igin Yoshioka ve ark. nin (60)
tanimladig§i gibi tavsanlarin 6n capraz baglari (OCB) kesilerek olusturulan
modelini uyguladik.

20 adet tavsani intraartikiler enjeksiyon yapilmasi icin rastgele, her
grupta 10 tavsan olmak Uzere 2 gruba ayirip,kontrol grubuna 0,5 ml serum
fizyolojik intraartikller olarak yapilirken, deney grubuna 100 ml serum
fizyolojik icerisine 40 mg atorvastatin eklenerek elde edilen karigimdan
(Ator®; Pfizer, USA) 0,4 mg/ml/kg olarak yaptik.

Cerrahi Teknik

Enfeksiyon profilaksisi i¢in cerrahi girisimden 30 dakika énce 50 mg/
kg sefazolin sodyum (Sefazol®; Mustafa Nevzat ilag Sanayi, Istanbul,
Tarkiye) kas igine uygulandi. Anestezi amaciyla % 2’lik ksilazin hidroklortr
(Rompun®; Bayer Healthcare, Leverkusen, Germany) 8 mg/kg ve ketamin
hidroklorur (Ketalar®; Pfizer, USA) 100 mg/kg dozunda kas igine uygulandi.
Sag arka ekstremiteleri tiras edilen tavsanlarin ameliyat sahasi %10 povidin
iyod (Batticon®; Adeka, Samsun, Turkiye) solisyonu kullanilarak temizlendi
ve steril olarak ortlldi. On-orta hattan yapilan longitudinal cilt insizyonu
sonrasi medial parapatellar artrotomi ile patella laterale disloke edilerek
yeterli acilim saglandi. Diz tam fleksiyonda iken 6n capraz bag (OCB) kesildi.
(Sekil7), (Sekil8).

14



Sekil-8: Medial parapatellar artrotomi ve 6n gapraz
bagdin kesilmesi.

On gapraz bagin tam kat kesildigi 6n gekmece testi ile dogrulandi

Eklem boslugu steril serum fizyolojik ile yikandi ve eklem kapsula 3/0
emilebilen iplik ile (Safil-Aesculap AG and CO.KG-Braun), cilt ise 3/0
emilmeyen iplik ile (Ethilon- Ethicon- Johnson and Johnson) kapatildi.Cerrahi
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sonras! analjezi amaciyla icme sularina 1-2 mg/kg/100 ml parasetamol
konulan tavsanlar standart yem ile beslenerek kafes aktivitesine birakildi.

intraartikiler ilag enjeksiyonu uygulamasi i¢in 30 mg/kg ketamin
hidroklorur ile sedasyon saglanan tavsanlar randomize olarak her grupta 10
tavsan olacak sekilde iki gruba ayrildi ve yapilan cerrahi sonrasi birinci
haftadan itibaren birer hafta ara ile toplam U¢ kez kontrol grubuna 0,5 ml
hacminde serum fizyolojik, deney grubuna 100 ml serum fizyolojik icerisine
40 mg atorvastatin eklenerek elde edilen karisimdan 0,4 mg/mi/kg olacak
sekilde eklem icine uygulandi. Deney hayvanlari son enjeksiyondan 12 hafta
sonra dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Deneysel OA modeli
gelistirmek icin OCB’ 1 kesilen diz eklemleri 1sik mikroskopisi i¢in sinovya,
femur ve tibia eklem ylzeylerini icerecek sekilde cikartildi (Sekil-9). Es

zamanh olarak 16 gauge kemik iligi biyopsi ignesiyle medial eklem

kikirdaklarinin dejeneratif bolgelerinden elektron mikroskopisi i¢in doku
ornekleri alindi (Sekil-10).

Sekil-9: Isik mikroskop i¢in dokunun hazirlanmasi.
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Sekil-10: Elektron mikroskop i¢in kemik biyopsi
ignesiyle ornek alinmasi.

Histopatolojik Degerlendirme

Diz eklemlerinin medial kompartmani (medial femoral kondil ve tibia
medial platosu) Pelletier ve ark. tarafindan tanimlanan morfolojik evreleme
sistemi kullanilarak, kikirdak dokusundaki erozyon derinligi ve dejeneratif
degisiklikler; minimal fibrilasyon, ylzeyel ve orta tabakada erozyon, derin
tabakada erozyon ve subkondral kemikte erozyon varligina gore
degerlendirilmigtir (61), (Tablo-1).

Tablo-1: Pelletier evreleme sistemine goére kikirdak doku lezyonlarinin

makroskopik evrelemesi (61).

Evre 0 Saglam yuzey

Evre 1 Minimal fibrilasyon veya yuzeyel sarimtirak renk degisikligi
Evre 2 Yuzeyel veya orta tabakada erozyon

Evre 3 Derin tabakada erozyon

Evre 4 Subkondral kemikte erozyon
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Kikirdak dokudaki histolojik ve histokimyasal degisikliklerin deger-
lendirilmesi i¢cin Mankin ve ark’ nin (62) tanimladigi eklem kikirdak doku
tabakalarindaki histolojik yapisal ve hucresel degisiklikler, safranin-O
tutulumu, tidemark yapisinin batinligu degerlendirilmistir (Tablo-2). Mankin
histopatolojik evrelemesine gore normal eklem kikirdagi icin beklenen puan
araligi 0-1 kabul edilmis olup; hafif, orta, siddetli osteoartritik degisiklikler icin
beklenen puan araliklari ise sirasiyla 2-5, 6-9, 10-14 olarak belirtilmigtir (63,
64).

Tablo-2: Mankin Siniflamasi (62).

Boliim Alt Boluim Puan

Yapi Normal
Yiizeysel duizensizlikler
Yiizeysel duzensizlikler ve pannus
Orta tabakaya dogru yanklar
Derin tabakaya dogru yanklar
Kalsifiye tabakaya dogru yanklar
Tamamen dezorganizasyon

mh kM0

Hiicreler

Normal 0
Yaygin hiperseliilarite 1
Klonlasma 2
Hiposelilarite 3
Safranin-O ile boyama
Normal 0
Hafif derecede dlslk 1
Orta derecede diislik 2
ileri derecede diigiik 3
Boyama yok 4
Tidemark bltlnltgu
Saglam 0
Damarlar tarafindan gegilmis 1
Toplam 14

0-1: Normal 2-5:Hafif 6-9: Orta 10-14:$iddetli

Elde edilen veriler SPSS for Windows 13.0 ortaminda bilgisayara
kayit edilip, makroskopik ve mikroskopik degerlendirmeye iligskin degiskenler

ortalama ve standart hata ile birlikte verilmigtir. Sonuclara gére degerler arasi

18



kargilagstirmada Mann Whitney U testi kullaniimigtir. Calismada p< 0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.

Doku Hazirlanmasi

Deney hayvanlarinin cerrahi girisim uygulanan diz eklemleri femur
ve tibiaya ait eklem ylzeylerini icerecek sekilde eklem mesafesinden 2 cm
uzakliktan kesilerek c¢ikartildi. Medial parapatellar artrotomi ile eklem
araligina ulasildi. Cevre yumusak dokularin uzaklastiriimasini takiben
histopatolojik inceleme icin diz eklemi medial kompartmanlari %10’luk
formaldehit solisyonunda 5 gin sureyle tutularak dokularin fiksasyonu
saglandi. Takiben %10’luk formik asit solisyonu icinde kemik dokusu
dekalsifiye olana kadar bekletildi. Ornekler dehidratasyonu takiben parafin
bloklara géomaldu. Rutin takip islemler sonrasi 5 mikron kalinliginda sagital
kesitler alinarak histopatolojik degerlendirme i¢in hematoksilen-eosin ve
safranin-O ile boyandi.

Es zamanli olarak eklem kikirdaginin ayni bdlgelerinden elektron
mikroskopisi icin 16 gauge biyopsi ignesiyle doku érnekleri alindi. Bu 6rnekler
%%’lik glutaraldehit (0.13 M, pH: 7.2 fosfat tamponu iginde) ile +4 C° de 4
saat fikse edildi. Tampon solisyonunda 2 kez 1 saat sureyle yikanan dokular
EDTA ile dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyonun tamamlandigi amonyum
oksalat testi ile dogrulanan dokular tekrar tampon ile yikandi ve %1’ lik
osmiyum tetroksit ile ikincil fiksasyon (+4 C° de 1 saat) gergeklestirildi. Fosfat
tamponu ile yikanan dokular dereceli alkol serisinden gegirilerek (sirasiyla %
70, %90, %95, %100) dehidre edildi. Propilen oksit uygulamasi sonrasi Epon
icine gomuldu. Polimerizasyon icin 48 saat 60 C®lik etuvde tutuldu. Elde
edilen bloklardan Reichert Supernova ultramikrotom ile alinan yari ince (1
pm) kesitler toluidin mavisi ile boyanarak 1s1k mikroskobunda eklem kikirdagi
gériildii. Bu bdlge kigiltiildiikten sonra 70 A kalinlikta ince kesitler bakir
gridler tGzerine alindi. Uranil asetat ve Reynolds’ un kursun sitrat solisyonu
ile kontrasttama vyapildi. Ornekler JEOL 100SX gecirimli elektron

mikroskobunda incelenerek fotograflandi.
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Sekil-11: Elektron mikroskop igin 6rnek alinan
bdlge.

Sekil-12: Elektron mikroskop i¢in dokunun
hazirlanmasi.
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BULGULAR

Calismamizda kontrol grubundan bir tavsan septik artrit sebebiyle

oldagu igin kontrol grubu: 9, deney grubu: 10 adet tavsandan olusmaktadir.

Makroskopik Bulgular

Diz eklemi medial kompartman kikirdak dokulari, Pelletier evreleme
sistemi makroskopik evrelemesine gore degerlendirildi. Statin uygulanan
deney grubundaki tavsanlarin 4’ Ginde evre 0 (%40), 4’ Ginde evre 1 (%40), 2’
sinde evre 2 (%20) tespit edildi. Kontrol grubundaki tavsanlarin 2’ sinde evre
3 (%33), 7’ sinde evre 4 (%77) tespit edildi (Tablo-4),(Sekil-13,14). Bu
sonuglarin gruplar arasi istatistiksel degerlendiriimesinde; statin grubu ile

kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Tablo-4: Pelletier evreleme sistemine gore eklem kikirdak lezyonlarinin

gruplara dagilimi.

Deney Grubu Kontrol Grubu
Evre 0-2 (n) 10 -
Evre 3-4 (n) - 9
Toplam (n) 10 9
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Sekil-13: Deney grubu makroskopik incelemesi
(Evre 0).

ekiI-14: Kontrol grubu makroskopik incelemesi
(Evre 4).
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Isik Mikroskopik Bulgular

Tavsanlarin  sag dizlerinin medial eklem ylzeyleri; Mankin
histopatolojik evreleme sistemine gore: Kikirdak yapisi, hucresel
degerlendirme , matriksin safranin-O ile boyanma miktari ve tidemark yapisi
g6z dnune alinarak mikroskobik olarak incelendi.

Tibia Medial Plato Kikirdak Dokusu

Kikirdak  yapisinin  de@erlendiriimesinde; deney  grubundaki
tavsanlarin 4’ Unde (%40) normal (Sekil-15), 4’ dnde (%40) yuzeyel
duzensizlik, 2’ sinde (%20) ise orta tabakaya dogru yariklar tespit edildi.
Kontrol grubundaki tavsanlarin 3’ Gnde (%33) tamamen dezorganizasyon
(Sekil-16), 4’ Gnde (%44) kalsifiye tabakaya dogru yariklar, 2’ sinde (%22) ise
derin tabakaya dogru yariklar gézlendi.

Hucresel de@erlendiriimesinde; deney grubundaki tavsanlarin 8’ inde
(%80) normal hicre, 2’ sinde (%20) yaygin hipersellilerite tespit edildi.
Kontrol grubundaki tavsanlarin 5’ inde (%60) hiposellllerite, 4’ inde (%40)
klonlagsma gozlendi.

Safranin-O ile boyanmanin degerlendiriimesinde; deney grubundaki
tavsanlarin 8 inde (%80) normal, 2’ sinde (%20) hafif derecede dusuk
boyanma tespit edildi. Kontrol grubundaki tavsanlarin 3’ Unde (%30)
boyanma gortilmedi, 6’ sinda (%70) ileri derecede dusik boyanma goérulda.

Tidemark butunligunun degerlendiriimesinde; deney grubundaki
tavsanlarin 10’ unda (%100) butlnlik saglam tespit edildi.Kontrol grubundaki
tavsanlarin 5’ inde (%60) damarlar tarafindan gecilmis, 4’ tinde (%40) saglam
oldugu gozlendi.

Deney ve kontrol grubundaki tum tavsanlarin tibia eklem
kikirdaklarinin almis oldugu histolojik skorlar tablo-5" de ayrintili sekilde
verilmigtir. Gruplarin toplam Mankin skorlari ve bu skorlarin ortalamalari ise

tablo-6’ da verilmigtir.
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Tablo-5: Tum tavsanlarin tibia eklem kikirdaklarinin almig oldugu

ayrintili histolojik skorlar.

Tavsan tibia Yapi Hiicreler Safranin-O Tidemark
Kontrol tibia 1 6 3 4 1
Kontrol tibia 2 6 3 4 1
Kontrol tibia 3 5 2 3 0
Kontrol tibia 4 5 3 3 1
Kontrol tibia 5 6 3 4 1
Kontrol tibia 6 5 3 3 1
Kontrol tibia 7 4 2 3 0
Kontrol tibia 8 5 2 3 0
Kontrol tibia 9 4 2 3 0
Deney tibia 1 0 0 0 0
Deney tibia 2 0 0 0 0
Deney tibia 3 1 0 0 0
Deney tibia 4 1 0 0 0
Deney tibia 5 1 0 0 0
Deney tibia 6 0 0 0 0
Deney tibia 7 3 1 1 0
Deney tibia 8 3 1 1 0
Deney tibia 9 0 0 0 0
Deney tibia 10 1 0 0 0
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Tablo-6: Gruplarin toplam tibia Mankin skorlari ve ortalamalari

Tavsan tibia Kontrol Deney
1 14 0
2 14 0
3 10 1
4 12 1
5 14 1
6 12 0
7 9 5
8 10 5
9 9 0
10. & 1
Toplam Mankin skoru 104 14
Ortalama Mankin skoru 12 14
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T _"A' V -
Sekil-15: Normal eklem kikirdak yapisi ve intakt Tide-Mark
(Deney grubu). (HEX100)

Sekil-16: Tam dezorganize kikirdak yapisi
(Kontrol grubu), (Safranin-OX100)
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Femur Medial Kondil Kikirdak Dokusu

Kikirdak  yapisinin  deg@erlendirimesinde; deney  grubundaki
tavsanlarin 4’ Unde (%40) normal, 4’ GUnde (%40) yuzeyel duzensizlik, 2’
sinde (%20) orta tabakaya dogru yariklar tespit edildi. Kontrol grubundaki
tavsanlarin 2’ sinde (%22) tamamen dezorganizasyon, 4° unde (%44)
kalsifiye tabakaya dogru yariklar, 3’ inde (%33) ise derin tabakaya dogru
yariklar gozlendi.

Hucresel degerlendiriimesinde; deney grubundaki tavsanlarin 8’ inde
(%80) normal hucre, 2’ sinde (%20) ise yaygin hipersellulerite tespit edildi.
Kontrol grubundaki tavsanlarin 5’ inde (%60) klonlasma, 4’ uUnde (%40)
hiposelltlerite gozlendi

Safranin-O ile boyanmanin degerlendiriimesinde; deney grubundaki
tavsanlarin 8 inde (%80) normal (Sekil-17), 1" inde (%10) hafif derecede
dusuk, 1" inde (%10) ise orta derecede dusuk boyanma tespit edildi. Kontrol
grubundaki tavsanlarin 2’ sinde (%22) boyanma olmadigi, 7’ sinde (%80) ileri
derecede dusik boyanma (Sekil-18) goérulda.

Tidemark butunligunun degerlendiriimesinde; deney grubundaki
tavsanlarin 10’ unda (%100) budtinlik saglam tespit edildi. Kontrol
grubundaki tavsanlarin 5’ inde (%60) damarlar tarafindan gegilmis, 4’ inde
(%40) saglam oldugu tespit edildi.

Deney ve kontrol grubundaki tim tavsanlarin femur medial kondil
eklem kikirdaklarinin almis oldugu histolojik skorlar tablo-7’ de ayrintili
sekilde verilmigtir. Gruplarin toplam Mankin skorlari ve bu skorlarin

ortalamalari ise tablo-8 de verilmigtir.
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Tablo-7: Tum tavsanlarin femur medial kondil eklem kikirdaklarinin

almis oldugu ayrintil histolojik skorlar.

Tavsan femur Yapi Hiicreler Safranin-O Tidemark
Kontrol femur 1 6 3 4 1
Kontrol femur 2 6 3 4 1
Kontrol femur 3 4 2 3 0
Kontrol femur 4 5 3 3 1
Kontrol femur 5 5 2 3 1
Kontrol femur 6 5 3 3 1
Kontrol femur 7 5 2 3 0
Kontrol femur 8 4 2 3 0
Kontrol femur 9 4 2 3 0
Deney femur 1 0 0 0 0
Deney femur 2 1 0 0 0
Deney femur 3 0 0 0 0
Deney femur 4 1 0 0 0
Deney femur 5 1 0 0 0
Deney femur 6 1 0 0 0
Deney femur 7 3 1 1 0
Deney femur 8 3 1 2 0
Deney femur 9 0 0 0 0
Deney femur 10 1 0 0 0
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Tablo-8: Gruplarin toplam femur Mankin skorlari ve ortalamalari.

Tavsan femur Kontrol Deney
1 14 0
2 14 1
3 9 0
4 12 1
5 11 1
6 12 1
7 12 5
8 9 6
9 9 0
10. & 0
Toplam Mankin skoru 102 15
Ortalama Mankin skoru 11 1.5
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$ekll -17: Safranin-O ile normal boyanma
(Deney grubu), (Safranin-OX100).

Sekil-18: Safranln O ile boyanmada belirgin azalma
(Konrol grubu), (Safranin-OX100).
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Diz eklemi medial kompartmani kikirdak dokusunun lezyonlarinin
histolojik ve histokimyasal evrelemesinde kullanilan Mankin derecelendirme
sistemine gore; kikirdagin yapisi, hicresel degisiklikleri, safranin-O tutulumu
ve tidemark yapisindaki bozuklugun incelenmesi sonucunda; femur medial
kondilinde gelisen lezyonlarin degerlendiriimesiyle elde edilen toplam puan
kontrol grubunda ortalama 11.3310.667, deney grubunda 1.5+0.687 iken,
tibia medial plato kikirdak dokuda gelisen lezyonlarin degerlendirmesiyle elde
edilen toplam puan kontrol grubunda ortalama 11.56+0.709, deney grubunda
ise 1.40£0.618 olarak tespit edildi (Tablo-9), (Sekil-19, 20). Femur medial
kondil ve tibia medial plato kikirdak dokusu icin elde edilen puanlar gruplar
arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda, kontrol grubu ile deney grubu

arasinda anlaml fark saptandi (p<0,05).

Tablo 9: Mankin evreleme sistemine gore diz eklemi medial kompartman
kikirdak lezyonlarinin histolojik ve histokimyasal degerlendiriimesi ile gruplar

arasinda elde edilen toplam puanlarin ortalamasi.

Femur medial kondil Tibia medial plato

(ortalama puan) (ortalama puan)
Kontrol grubu 11.331£0.667 11.56+£0.709
Deney grubu 1.5+0.687 1.40+0.618
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N

Femur medial kondil kikirdak
lezyonlarinin histolojik incelenmesi
sonucue ede edilen ortalama puan

<))
)

Konrol grubu Deney grubu

Sekil-19: Diz eklemi femur medial kondil kikirdak dokusu lezyonlarinin
histolojik inceleme sonucu elde edilen ortalama puanlarinin gruplar arasinda
karsilastiriimasi.

RN
N

RN
o
I

[o0]
1

Tibia medial plato kikirdak
lezyonlarinin histolojik incelemesi
sonucu elde edilen ortalama puani
(o))
1

Kontrol grubu Deney grubu

Sekil-20: Diz eklemi tibia medial plato kikirdak dokusu lezyonlarinin histolojik
inceleme sonucu elde edilen ortalama puanlarinin gruplar arasinda
kargilastiriimasi.
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Elektron Mikroskop Bulgulari

Deney grubu diz eklemi medial kompartman kikirdak dokularinin orta
tabakalari elektron mikroskobu ile hicresel dizeyde incelendi. Kollajen
fibriller duzenli ve homojen yapidaydi. Proteoglikan partikllleri ve
fibrillerinden olusan teritoryal matriksle cgevrili tipik yuvarlak kondrositler
goruldi. Endoplazmik retikulum saglam kikirdak dokusundakine benzer

yapidaydi. Golgi yapisi dizenliydi (Sekil-21, 22).

Sekil-21: Deney grubu kondrosit hiicresi

(Mavi yildiz: Yag granulu, Sari yildiz: Teritoryal matriks,

Kirmizi yildiz: interteritoryal matriks, Mavi ok: Kondrosit

zari, Sari ok: Granilli endoplazmik retikulum, Kirmizi ok: Cekirdek zari), (x5000).

Sekil-22: Deney grubu elektron mikroskopik goriinti
(Sari ok: Endoplazmik retikulum, Kirmizi ok: Golgi kompleksi), (x20000).
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Kontrol grubu diz eklemi medial kompartman kikirdak dokularinin
orta tabakalarinin incelenmesinde ise kollajen lifleri dizensiz ve pargal
olarak izlendi. Kondrosit sayisi belirgin olarak azalmisti. Perisellller alanda
hale gérinimu mevcuttu. Piknotik ¢ekirdekler goraldi (Sekil-23). Golgi yapisi
goOrulemedi. Birgok kondrositte endoplazmik retikulumda sakkuller yapilar
gorulda (Sekil-24).

L R AR e

Sekil-23: Kontrol grubu elektron mikroskopik gorint

(Mor yildiz: Periselltler hale, Sari yildiz: Piknotik ¢gekirdek,

Kirmizi yildiz: Terteritoryal matriks, Kirmizi ok: Kondrosit zari), (x5000).

5 e el N, - @ Sd B . ooR TR
Sekil-24: Kontrol grubu elektron mikroskopik goriint
(Granlli endoplazmik retikulumda sakkiler gériiniim), (x40000).
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TARTISMA VE SONUG

Osteoartritin  patogenezinde etkili olan katabolik sitokinlerin
matriksmetalloproteinazlari (MMP) aktiflestirmesi sonucu olusacak kikirdak
yikimini engelleyebilecek veya matriks sentezini artiracak bir¢ok farkh ajanin
etkileri deneysel OA modelinde arastinimistir. Son yillarda birgok
arastirmada, MMP inhibisyonu Uzerine yogunlasiimis olup lipit profiline
etkileri yaninda antiinflamatuvar ve immunmodulator ozellikleri tespit edilen
statin grubu ilaglarin deneysel osteoartrit modelinde kullanilarak bu tar
etkilerinin ortaya konulmasi giindeme gelmistir (6, 46, 65-70).

Kamio ve ark. (67) insan akciger fibroblast hlcre kultlrinde yaptiklari
calismada, atorvastatinin MMP-1, 3, 9 duzeylerinde azalmaya neden
oldugunu gostermiglerdir. Lazzerini ve ark. (6) ise IL-1B ile uyariimis insan
kondrositlerinde simvastatinin MMP-3 dlzeylerinde azalmaya yol actigini
tespit etmiglerdir. Barter ve ark. (66) hayvan modeli Uzerinde yaptiklar
simvastatin ¢alismasinda IL-1 inhibisyonu sonucu MMP -1, -2, -13, -9
dizeylerinde azalma bildirmislerdir. Erdem ve ark’ nin (68) fare dizlerinde
yapmis olduklari ¢alismada ise simvastatinin MMP-3 dizeyinde azalmaya yol
actigini gostermisglerdir.

ileri diizeydeki molekiller calismalara ragmen osteoartrit
fizyopatolojisi bugun hala kesin olarak bilinmemekle birlikte, sadece
dejeneratif bir hastalik olmadigi, hastaligin patogenezinde yapim ve yikimla
beraber ilerleyen inflamatuar mediyatdrlerin, hastaliin progresyonunda etkili
oldudu, son zamanlarda yapilan deneysel calismalar ile gosterilmistir (37,71).
Bu inflamatuar surecgte 6zellikle IL-1, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler ve
kikirdak ekstraseluler matriks (ESM) yikimina yol agan MMP’ ler 6nemli rol
oynamaktadir.

Statinlerin antiinflamatuvar etkilerinin gosterildigi birgok ¢alisma
mevcuttur (4, 59, 72-79). Ferro ve ark. (74) hiperkolesterolemi sebebiyle
statin tedavisi uygulanan hastalarda IL-18 ve TNF- a dlizeylerinde azalma

oldugunu gostermiglerdir. Yokota ve ark. (4) ise simvastatinin TNF- a ile
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uyariimis fibroblast benzeri sinovisitlerden IL-6, -8 Gretimini azaltma yonunde
etkili oldugunu bildirmiglerdir. Ascer ve ark (76) hiperkolesterolemi sebebiyle
atorvastatin ve simvastatin tedavisi uygulanan hastalarda dolasimdaki IL-13
ve IL-6 duzeylerinde belirgin olarak azalmaya yol actigini tespit etmiglerdir.

Yaptigimiz literatir incelemelerinde statinlerin proteoglikanlarin
yikiminda etkili olan inflamatuvar mediyatorleri ve MMP’ leri inhibe ederek
kondroprotektif etkilerinin 1Stk mikroskobu ile yapilan c¢alismalar ile
arastinldigi goérulmustar (4, 6, 7). Ancak elektron mikroskobu ile yapilan
kikirdak koruyucu etkilerini inceleyen bir calismaya rastlamadik. Her ne kadar
bizim galismamizda MMP ve interlokin duzeyleri degerlendiriimemis olsa da
statinlerin  bu olumlu etkileri g6z o6nunde bulundurularak tavsanlarda
olusturulan deneysel diz osteoartrit modelinde kikirdak koruyucu etkilerini 11k
ve elektron mikroskoplari ile inceleyip hucre igi ve disindaki degisiklikleri
degerlendirdik.

Osteoatrtrit ile ilgili deneysel ¢calismalarin en blyuk sikintisi, insandaki
patofizyolojiyi tama yakin taklit eden bir model ortaya koyamamaktir. Deney
hayvanlarinin kikirdaginda hasar yaratan mekanik ya da kimyasal travmalar
model olarak tanimlanmistir (81, 82). Kisa veya uzun donem eklem
immobilizasyonu, menisektomi, ©6n g¢apraz bag kesilmesi hayvan
deneylerinde osteoartritik tablo olusturan ydntemlerdendir (83, 84). On
capraz bagin kesilmesi ile eklem stabilizasyonu azaltilip, biyomekanik
yuklenmeleri degistirilerek deneysel osteoartrit olusturulur. Bu ydntemin
uygulanmasi kolay, komplikasyonu az olup insandakine benzer oOzellikte
osteoartritik degisiklikler gelistirmesi ve literaturde siklikla kullanilan bir
yontem olmasindan dolayi biz de ¢alismamizda tavsanlarda on ¢apraz bagin
kesildigi modeli kullandik (85, 86).

Literatirde tavsan diz modellerinde 6n c¢apraz bagin kesilmesi
sonrasi erken donem osteoartritik degisikliklerin gelismesi i¢in gereken
surenin genellikle 6-8 ile 8-16 hafta arasinda oldugu belirtiimektedir (87, 83).
Galismamizda deneysel OA modelinin gelismesi i¢in 12 hafta kullaniimig olup
bu slire sonunda incelenen kontrol grubunda eklem kikirdagindaki tum

tabakalarda dejeneratif degisikliklerin gelistigi tespit edilmistir.
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Akasaki ve ark.” nin (7), olugturduklari deneysel osteoartrit modelinde
eklem igi verilen mevastatinin 0.1mg/ml - 0.5 mg/ml doz arahdinda eklem
kikirdaginda morfolojik ve histolojik olarak diizelmeye yol actigi gdsterilmistir.
Calismamizda da denek grubu diz eklem igcine 100 ml serum fizyolojik
icerisine 40 mg atorvastatin eklenerek elde edilen karisimdan 0,4 mg/ml/kg
olacak gekilde uyguladik.

Deneysel osteoartrit kikirdak dokularinin histopatolojik
deg@erlendiriimesi icin kullanilan yontem kapsamli, uygulanabilir ve ayni
zamanda sadece temel histolojik bilgiye sahip arastirmacilar i¢in kullanilabilir
olmaldir. Tum yari kantitatif histolojik skorlama sistemleri gozlemci bagimli
ve dolayisiyla subjektiftir (88, 89, 90). Mankin histopatolojik evrelemesine
gbére normal eklem kikirdagl icin beklenen puan araligi 0-1 kabul
edilmektedir. Hafif, orta, siddetli osteoartritik degisiklikler igin beklenen puan
araliklari ise sirasiyla 2-5, 6-9, 10-14 olarak belirtiimektedir (63, 64). Histolojik
derecelendirme ile hastalidin evresi arasinda dogru oranti vardir (91).
Akasaki ve ark.(7) 6n capraz bagi keserek olusturduklari deneysel osteoartrit
modelinde eklem i¢i mevastatin uygulanan ve uygulanmayan dizleri histolojik
olarak Mankin evrelemesine, makroskopik evrelemeyi ise Pelletier (61) ile
uyumlu olan skorlama sistemine gore degerlendirmiglerdir. Statin uygulanan
grupta, toplam Mankin skoru ve makroskopik evreleme skorunun daha diisik
seviyede kaldigi, eklem kikirdaginda morfolojik ve histolojik olarak
duzelmeye yol agtigi gosterilmigtir. Biz de ¢alismamizda histolojik evreleme
olarak Mankin, makroskopik evreleme icin Pelletier degerlendirme sistemini
kullandik.

Calismamizda diz eklemi medial kompartmani kikirdak dokusunun
lezyonlarinin makroskopik degerlendiriimesinde: Deney grubunda higbir
tavsanda ileri evre osteoartrit saptanmazken, kontrol grubunda ise tim
tavsanlarda ileri ve orta evre osteoartrit saptandi (p<0,05).Histolojik
degerlendiriimesinde: Femur medial kondil ve tibia medial plato kikirdak
dokusu icin elde edilen puanlar deney ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamh fark saptandi (p<0,05). Deney

grubunda diz eklemi medial kompartman kikirdak dokularinin beklenen puan
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araliklarina gore % 80’ i normal olarak bulundu. % 20’ sinde ise hafif
derecede osteoartritik degisiklikler gozlendi. Kontrol grubunun ise % 28’ inde
orta derece, % 72’ sinde ileri derecede osteoartritik degisiklikler gdézlendi. Bu
sonuglar  dogrultusunda  statinlerin histolojik  ve histokimyasal
degerlendiriimesinde de anlamli derecede etkili olduklarini tespit ettik.

Histolojik olarak, hicreler arasi matriksteki proteoglikan miktarinin
gosterilmesi safranin-O ile boyanarak hazirlanan preparatlarin incelenmesiyle
degerlendirilebilir. Lorenz ve ark. vyaptiklari c¢alismada; osteoartritin
metakromazi kaybi ile kendini gosterdigini saptamiglardir (92). Biz de
calismamizda, safranin-O ile boyanma  ybnunden  yaptigimiz
degerlendirmede kontrol grubunda metakromazi kaybinin anlamli derecede
fazla oldugunu belirledik (p<0,05).

Yamamoto ve ark.” nin (93) siyah farelerde yaptiklari ¢alismada
kikirdak dokusundaki dejenerasyonun yuzeyel tabakadan baglamadigini, ilk
degisikliklerin orta tabakada goéruldiguni bildirmislerdir. Bu nedenle
calismamizda kikirdak dokusunun orta tabakasini elektron mikroskobu ile
hicresel duzeyde inceledik. Statin uygulanan deney grubundaki tavsanlarin
elektron mikroskopik degerlendiriimesinde saglam kikirdak dokusuyla uyumlu
kondrosit ve matriks yapisi goruldi. Kontrol grubunda ise piknotik ¢ekirdekler
ve duzensiz kollajen lifleri tespit ettik.

Shakibaei ve ark.” nin (94) florokinolon grubu ilaclarin kikidak dokusu
uzerindeki etkilerini inceledikleri elektron mikroskopik c¢alismada tespit
ettikleri periselluler hale gérGniumundn kikirdak matriksinin dejenerasyonu ile
uyumlu oldugu belirtmiglerdir. Biz de c¢alismamizin elektron mikroskopik
degerlendirmesinde, kondrositlerin hlcre yapisinin incelenmesinin yanisira
periselliler gérinumlerini de inceledik. Deney grubunda incelenen kesitlerde
periselliler hale goérinimU saptanmazken kontrol grubunda kondrositlerin
cevresinde hale gorUnUmunu saptadik.

Kouri ve ark. (95) fare deneysel osteoartrit modeli elektron
mikroskopik calismalarinda osteoartritin ilerlemesiyle golgi kompleksi
yogunlugunun azaldigini immun isaretleme yontemiyle tespit etmiglerdir. Biz

de calismamizda elektron mikroskopik degerlendirmede her ne kadar immun
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boyama yapmasak da deney grubunda incelenen kesitlerde golgi
kompleksini gozlemlerken kontrol grubunda degerlendirdigimiz kesitlerde
golgi kompleksine rastlamadik.

Yamamoto ve ark. (93) C57 siyah fare Uzerinde yaptiklari elektron
mikroskopik ¢alismada kikirdak dokusunda kollajen liflerde heterojen dizilim
ve dansitesinde azalma tespit etmislerdir. Ayrica Kondrosit sitoplazmasindaki
endoplazmik retikulumda protein granulleriyle dolu sakkiler yapilari
goérmusglerdir. Bu durum aktif protein sentezini gdstermekle birlikte diz
endoplazmik retikulumdan golgi kompleksine protein transportunun
bozuldugunu gostermekte ve bunun da glikozaminoglikanlarin (GAG) yapim
ve salinimini  bozarak osteoartritin ilerlemesine neden oldugunu
belirtmiglerdir. Bizim ¢alismamizda da elektron mikroskopik degerlendirmede
incelenen kesitlerde kontrol grubunda endoplazmik retikulumda sakkuler
yapilar gorulmesine karsin, deney grubunda degerlendirdigimiz kesitlerde
endoplazmik retikulumda sakkuler yapilar gérilmedi.

Sonug¢ olarak deneysel osteoartrit modelinde kikirdak dokunun
makroskopik, 1sik ve elektron mikroskopik degerlendirmesinde, statinin
kikirdak dokudaki kondroprotektif etkisinin varligini tespit ettik. Elektron
mikroskopik olarak hicresel dizeyde elde ettigimiz bulgulara gore; statinin
kondroprotektif etkisini endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinin yapisini
koruyup, proteoglikanlarin yapimi ve saliniminin devamhligini saglayarak

etkili oldugu kanisindayiz.

39



KAYNAKLAR

1. Saridogan ME. iU Cerrahpasa Tip Fakultesi Surekli Tip Egitimi
Etkinlikleri, Romatolojik Hastaliklar Sempozyum Dizisi. 2003;34:11-8.

2. Hatice B. Current Review On Osteoarthritis In Turkey And The World;
Epidemiology And Socioeconomic Aspect. Turk Geriatr. Derg
2001;14:7-14.

3. Hauser RA. The Deterioration of Articular Cartilage in Osteoarthritis by
Corticosteroid Injections. JOP 2009;2:107-23

4. Baker JF, Walsh P, Mulhall KJ. Statins: a potential role in the
management of osteoarthritis?.Joint Bone Spine. 2011;78:31-4.

5. Verbruggen G. Chondroprotective drugs in degenerative joint
diseases. Rheumatology 2006;45:129-38

6. Lazzerini PE, Capecchi PL, Nerucci F. Simvastatin reduces MMP-3
level in interleukin 1lbeta stimulated human chondrocyte culture. Ann
Rheum Dis 2004;63:867-9.

7. Akasaki Y, Matsuda S, Nakayama K et al. Mevastatin reduces
cartilage degradation in rabbit experimental osteoarthritis through
inhibition  of synovial inflammation. Osteoarthritis Cartilage.
2009;17:235-43.

8. Brinker M. R, O’Connor D. Eklemler . In: Yetkin H, Yazici M (Ceviri
editorleri) Miller’ in Ortopedi Kitabi 4.Baski. Ankara, Adya; 2006:44-66.

9. Williams Il RJ. Articular cartilage basics. In: Cartilage Repair
Strategies 1th edition. New Jersey, Humana Press Inc, 2007.

10.Buckwalter JA. Ortopedi ve Kas-iskelet Sistemi. In: Alpaslan AM
(Ceviri editorl) Turek Ortopedi ilkeler ve Uygulamalari 6.Baski.
Ankara, Gunes Tip Kitapevleri, 2009:26-31.

11.Tyyni A, Karlsson J. Biological treatment of joint cartilage damage.
Scand J Med Sci Sports 2000;10:249-65.

12.Vincent DP, Arthritic Disorders. In: Green WB (ed) Netter’s
Orthopaedics 1st edition. Philadelphia, Saunders Elsevier; 2006

13.Klein TJ, Malda J, Sah RL et all. Tissue engineering of articular
cartilage with biomimetic zones. Tissue Eng 2009;15:143-57.

14.Recht MP, Disler DG. Articular Cartilage: Structure and Magnetic
Resonance Imaging. In: Resnick D.(ed) Internal Derangements of
Joints 2nd edition. Philadelphia, Saunders Elsevier;2007

15.Tatari H. The structure, physiology, and biomechanics of articular
cartilage: injury and repair. Acta Orthop Traumatol Turc 2007;41:1-5

16.Alford JW, Cole BJ. Cartilage restoration; basic science, historical
perspective, patient evaluation, and treatment options. Am J Sports
Med 2005;33:295-306.

17.Pearle AD, Warren RF, Rodeo SA. Basic Science of Articular
Cartilage and Osteoarthritis. Clin Sports Med 2005;24:1-12

18.Kumar P, Oka M, Toguchida J.et all. Role of uppermost superficial
surface layer of articular cartilage in the lubrication mechanism of
joints. J Anat 2001;199:241-50

40


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18672387

19.Poole AR, Pidoux I, Reiner A, Rosenberg L. An immunoelectron
microscope study of the organization of proteoglycan monomer, link
protein, and collagen in the matrix of articular cartilage. J Cell Biol.
1982;93:921-37.

20.Heinegard D, Bayliss M, Lorenzo P. Pathogenesis of Structural
Changes in The Osteoarthritic Joint. In: Brand KD, Doherty M,
Lohmander LS (eds) Osteoarthritis 2nd edition.New York, Oxford
University Press;2003

21.Buckwalter JA, Mankin HJ. Articular cartilage: tissue design and
chondrocyte-matrix interactions. Instr Course Lect 1998;47:477-86.

22.Knudson CB, Knudson W. Cartilage proteoglycans. Semin Cell Dev
Biol. 2001;12:69-78.

23.Jeffrey. Imaging hyaline cartilage. Br J Radiol 2003;76:777-87.

24.Roughley PJ, The Structure and function of cartilage proteoglycans ,
Eur Cell Mater 2006;12:92-101.

25.Tagkiran D. Biochemical markers in cartilage injury and repair. Acta
Orthop Traumatol Turc 2007;41:6-12.

26.Bilgili H, Atay OA, Captug O ve ark. Treatment of osteoarthritis with
sodium hyaluronate: an experimental study on rabbits. Medycyna Wet.
2008;64: 175-78.

27.Nagase H, Woessner JF. Matrix Metalloproteinases. J Biol Chem.
1999;274:21491-4.

28.Aksun AA, Ozmen D, Bayindir O. Metalloproteinases, Their Inhibitors
And Related Physiological And Pathological Conditions. T Klin J Med
Sci 2001;21:332-42

29.Evans JD, Ghaneh P, Kawesha A, Neoptolemos JP. Role of Matrix
Metalloproteinases and their inhibitors in pancreatic cancer. Digestion
1997;58:520-8.

30.Close DR. Matrix metalloproteinase inhibitors in rheumatic diseases.
Ann Rheum Dis 2001; 60:62-7.

31.Henney AM, Wakeley PR, Davies MJ et all. Localization of stromelysin
gene expression in atherosclerotic plaques by in situ hybridization.
Proc Natl Acad Sci U S A 1991;88:8154-8.

32.Sukhova GK, Schonbeck U, Rabkin E et all. Evidence for increased
collagenolysis by interstitial collagenases-1 and -3 in vulnerable
human atheromatous plaques. Circulation 1999;99:2503-9.

33.Mohtai M, Smith RL, Schurman DJ et all. Expression of 92-kD type IV
collagenase/gelatinase (gelatinase B) in osteoarthritic cartilage and its
induction in normal human articular cartilage by interleukin 1. J Clin
Invest 1993;92:179-85.

34.Puzas JE, Landeau JM, Tallents R. Degradative pathways in tissues
of the temporomandibular joint. Use of in vitro and in vivo models to
characterize matrix metalloproteinase and cytokine activity. Cells
Tissues Organs 2001;169:248-56.

35.Sandya S, Achan MA, Sudhakaran P. Multiple Matrix
Metalloproteinases In Type |l Collagen Induced Arthritis. Indian JCB
2009;24:42-8.

41



36.Hashimato M, Nakasa T, Hikata T, Asahara H. Molecular network of
cartilage homeostasis and osteoarthritis. Med Res Rev 2008;28:464-
81.

37.Cesare PE, Abramson SB, Samuels J. Pathogenesis of Osteoarthritis.
cartilage, bone, and heritable connective tissue disorders. In: Firestein
GS (ed) Kelley's Textbook of Rheumatology 8th edition. Philadelphia,
Saunders Elsevier; 2008.

38.Doral MN, Dénmez G, Atay OA ve ark. Dejeneratif eklem hastaliklari.
TOTBID Dergisi 2007;6:56-65.

39.Taskiran D, Stefanovic-Racic M, Georgescu H, Evans C.Nitric-Oxide
Mediates Suppression of Cartilage Proteoglycan Synthesis by
Interleukin-1. Biochem Biophys Res Commun 1994;200:142-8.

40.Jarvinen TA, Moilanen T, Jarvinen TL, Moilanen E. Nitric oxide
mediates interleukin-1 induced inhibition of glycosaminoglycan
synthesis in rat articular cartilage. Mediators Inflamm.1995;4:107-11.

41.Moreland LW. Intraarticular hyaluronan (hyaluronic acid) and hylans
for the treatment of osteoarthritis: mechanisms of action. Arthritis Res
Ther 2003;5:54-67.

42.Abramson SB. Nitric oxide in inflammation and pain associated with
osteoarthritis. Arthritis Res Ther. 2008;10:2.

43.Goldring MB. Osteoarthritis and cartilage: the role of cytokines. Curr
Rheumatol Rep 2000;2:459-65.

44.Krasnokutsky S, Samuels J, Abramson SB. Osteoarthritis in 2007. Bull
NYU Hosp Jt Dis 2007;65:222-8.

45.Taskiran E, Tagkiran D, Kutay FZ, Lok V. Sinoviyal sividaki kikirdak
matriks yikim Urunlerinin  osteoartrlt olgularinin erken tani ve
izlenimindeki 6nemi. Acta Orthop Traumatol Turc 1995;29:455-8.

46.Abeles AM, Pilinger MH. Statins as Antiinflammatory and
Immunomodulatory Agents : a future in rheumatologic therapy?
Arthritis Rheum 2006;54:393-407.

47.Yudoh K, Karasawa R. Statin prevents chondrocyte aging and
degeneration of articular cartilage in osteoarthritis (OA). Aging 2010;
2: 990-8.

48.Corsini A, Bellosta S, Baetta R. New insights into the
pharmacodynamic and pharmacokinetic properties of statins.
Pharmacol Ther 1999;84:413-28.

49.Demirtas S, Vatan MB, Cakar MA ve ark. Statinlerin Pleotropik Etkileri.
AIBU izzet Baysal Tip Fakiiltesi Dergisi 2010:5;10-14.

50.Smith DA, Galin |I. Statin therapy for native and peri-interventional
coronary heart disease. Curr Mol Med. 2006;6:589-602.

51.Kwak BR, Mulhaupt F, Mach F. Atherosclerosis: anti-inflammatory and
immunomodulatory activities of statins. Autoimmun Rev 2003;2:332-8.

52.Maher BM, Dhonnchu TN, Burke JP et all. Statins alter neutrophil
migration by modulating cellular Rho activity-a potential mechanism
for statins-mediated pleotropic effects?. J Leukoc Biol. 2009;85:186-
93.

42



53.Kaneider NC, Reinisch CM, Dunzendorfer S. Induction of apoptosis
and inhibition of migration of inflammatory and vascular wall cells by
cerivastatin. Atherosclerosis 2001;158:23-33.

54.Bu DX, Griffin G, Lichtman AH. Mechanisms for the anti-inflammatory
effects of statins.Curr Opin Lipidol 2011;22:165-70.

55.Barsante MM, Roffé E, Yokoro CM et all. Anti-inflammatory and
analgesic effects of atorvastatin in a rat model of adjuvant-induced
arthritis. Eur J Pharmacol. 2005;516:282-9.

56.Molloy KJ, Thompson MM, Schwalbe EC.Comparison of Levels of
Matrix Metalloproteinases,Tissue Inhibitor of Metalloproteinases,
Interleukins, and Tissue Necrosis Factor in Carotid Endarterectomy
Specimens from Patients on Versus Not on Statins Preoperatively. Am
J Cardiol.2004;94:144-6.

57.Pillinger MH, Marjanovic N, Kim SY et all. Matrix metalloproteinase
secretion by gastric epithelial cells is regulated by E prostaglandins
and MAPKs. J Biol Chem 2005;280:9973-9.

58.Kim SE, Thanh Thuy TT, Lee JH et all. Simvastatin inhibits induction
of matrix metalloproteinase-9 in rat alveolar macrophages exposed to
cigarette smoke extract. Exp Mol Med. 2009;41:277-87.

59.Leung BP, Sattar N, Crilly A et al. A novel anti-inflammatory role for
simvastatin in inflammatory arthritis. J Immunol 2003;170:1524-30.

60.Simopoulou T, Malizos KN, Poultsides L et all. Protective effect of
atorvastatin in cultured osteoarthritic chondrocytes. J Orthop
Res.2010;28:110-5.

61.Pelletier JP, Fernandes JC, Brunet J et al. In vivo selective inhibition
of mitogen-activated protein kinase kinase 1/2 in rabbit experimental
osteoarthritis is associated with a reduction in the development of
structural changes. Arthritis Rheum 2003 ;48:1582-93.

62.Mankin HJ, Dorfman H, Lippiello L, Zarins A. Biochemical and
metabolic abnormalities in articular cartilage from osteo-arthritic
human hips. 1l. Correlation of morphology with biochemical and
metabolic data. J Bone Joint Surg Am 1971;53: 523-37.

63.Ostergaard K, Andersen CB, Petersen J, Bendtzen K, Salter DM.
Validity of histopathological grading of articular cartilage from
osteoarthritic knee joints. Ann Rheum Dis. 1999;58: 208-13.

64.Fuerst M, Bertrand J, Lammers L et al. Calcification of articular
cartilage in human osteoarthritis. Arthritis Rheum. 2009;60:2694-703.

65.Turner NA, O'Regan DJ, Ball SG, Porter KE. Simvastatin inhibits
MMP-9 secretion from human saphenous vein smooth muscle cells by
inhibiting the RhoA/ROCK pathway and reducing MMP-9 mRNA
levels, FASEB J. 2005;19:804-6.

66.Barter MJ, Hui W, Lakey RL. Lipophilic statins prevent matrix
metalloproteinase-mediated cartilage collagen breakdown by inhibiting
protein geranylgeranylation, .Ann Rheum Dis. 2010;69:2189-98.

67.Kamio K, Liu XD, Sugiura H. Statins inhibit matrix metalloproteinase
release from human lung fibroblasts. Eur Respir J. 2010;35:637-46.

43


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lipophilic%20statins%20prevent%20matrix%20metalloproteinase-mediated%20cartilage%20collagen%20breakdown%20by%20inhibiting%20protein%20geranylgeranylation

68.Aktas E, Sener E, Gocun PU. Mechanically induced experimental
knee  osteoarthritis  benefits from  anti-inflammatory  and
immunomodulatory properties of simvastatin via inhibition of matrix
metalloproteinase-3. J Orthop Traumatol. 2011;12: 145-51.

69.Luan Z, Chase AJ, Newby AC. Statins inhibit secretion of
metalloproteinases-1, -2, -3, and -9 from vascular smooth muscle cells
and macrophages. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2003;23:769-75.

70.Aikawa M, Rabkin E, Sugiyama S. An HMG-CoA reductase inhibitor,
cerivastatin, suppresses growth of macrophages expressing matrix
metalloproteinases and tissue factor in vivo and in vitro. Circulation
2001;103:276-83.

71.Bonnet CS, Walsh DA. Osteoarthritis, angiogenesis and inflammation.
Rheumatology 2005;44:7-16.

72.Sparrow CP, Burton CA, Hernandez M et all. Simvastatin Has Anti-
Inflammatory and Antiatherosclerotic Activities Independent of Plasma
Cholesterol Lowering. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001;21:115-21.

73.Choi OS, Park SJ, Seo SW et all. The 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitor, lovastatin (statin)
ameliorates CCK-induced acute pancreatitis in rats. Biol Pharm Bull.
2005;28:1394-7.

74.Ferro D, Parrotto S, Basili S, Alessandri C, Violi F. Simvastatin inhibits
the monocyte expression of proinflammatory cytokines in patients with
hypercholesterolemia. J Am Coll Cardiol 2000;36:427-31.

75.Li B, Mahmood A, Lu D et all. Simvastatin attenuates microglial cells
and astrocyte activation and decreases interleukin-1beta level after
traumatic brain injury. Neurosurgery. 2009;65:179-85.

76.Ascer E, Bertolami MC, Venturinelli ML et all. Atorvastatin reduces
proinfammatory  markers in  hypercholesterolemic  patients.,
Atherosclerosis.2004;177:161-6.

77.Nawawi H, Osman NS, Annuar R, Khalid BA, Yusoff K. H. Soluble
intercellular adhesion molecule-1 and interleukin-6 levels reflect
endothelial dysfunction in patients with primary hypercholesterolaemia
treated with atorvastatin. Atherosclerosis. 2003;169:283-91.

78.Laufs U, La Fata V, Plutzky J et al. Upregulation of endothelial nitric
oxide synthase by HMG CoA reductase inhibitors. Circulation
1998;97:1129-35.

79.Gertz K, Laufs U, Lindauer U et al. Withdrawal of statin treatment
abrogates stroke protection in mice. Stroke 2003;34:551-7.

80.Inoue |, Goto S, Mizotani K. Lipophilic HMG-CoA reductase inhibitor
has an anti-inflammatory effect: reduction of MRNA levels for
interleukin-1beta, interleukin-6, cyclooxygenase-2, and p22phox by
regulation of peroxisome proliferator-activated receptor alpha
(PPARalpha) in primary endothelial cells. Life Sci 2000;67:863-76.

81..0ztuna V. Ortopedi ve Travmatolojide Kullanilan Deneysel Hayvan
Modelleri (Temel ilkeler, Etik unsurlar ve Modeller). TOTBID 2007; 6:
1-2.

82.Pritzker KP. Animal models for osteoarthritis: processes, problems
and prospects. Ann Rheum Dis 1994;53:406-20.

44



83.Papaioannou N, Krallis N, Triantafillopoulos I. Optimal timing of
research after anterior cruciate ligament resection in rabbits. Contemp
Top Lab Anim Sci 2004;43:22-7.

84.Bilgen OF, Durak K, Kilekgioglu A, Adim SB. Farkli Deneysel
Osteoartrit Modellerinde Erken Doénemde Gelisen Histopatolojik
Degisiklikler. Bursa Devlet Hast.Bult 2000;16:113-8

85.Sen C, Gunes T, Saygl B ve ark. Eklem igine uygulanan hiyal.ronik
asidin erken evreli osteoartritte kikirdak koruyucu etkisi: Tavsanda
deneysel ¢calisma. Acta Orthop Traumatol Turc 2004;38:348-52

86.Kim JK, Kim TH, Park SW. Protective effects of human placenta
extract on cartilage degradation in experimental osteoarthritis. Biol
Pharm Bull. 2010;33:1004-10.

87.Tiraloche G, Girard C, Chouinard L et all. Effect of oral glucosamine
on cartilage degradation in a rabbit model of osteoarthritis. Arthritis
Rheum. 2005;52:1118-28.

88.Rutgers M, Pelt MJ, Dhert WJ, Creemers LB, Saris DB. Evaluation of
histological scoring systems for tissue-engineered, repaired and
osteoarthritic cartilage. Osteoarthritis Cartilage 2010;18:12-23.

89.0stergaard K, Petersen J, Andersen CB, Bendtzen K, Salter DM.
Histologic/histochemical grading system for osteoarthritic articular
cartilage: reproducibility and validity. Arthritis Rheum. 1997;40:1766-
71.

90.Pearson RG, Kurien T, Shu KS, Scammell BE. Histopathology grading
systems for characterisation of human knee osteoarthritis--
reproducibility, variability, reliability, correlation, and validity.
Osteoarthritis Cartilage. 2011;19:324-31.

91.Mankin HJ, Lippiello L. Biochemical and Metabolic Abnormalities in
Articular Cartilage from Osteo-Arthritic Human Hips. J Bone Joint Surg
Am. 1970;52:424-34.

92.Lorenz H, Wenz W, Ivancic M, Steck E, Richter W. Early and stable
upregulation of collagen type Il, collagen type | and YKL40 expression
levels in cartilage during early experimental osteoarthritis occurs
independent of joint location and histological grading. Arthritis Res
Ther.2005;7:156-65.

93.Yamamoto K, Shishido T, Masaoka T, Imakiire A. Morphological
studies on the ageing and osteoarthritis of the articular cartilage in
C57 black mice. J Orthop Surg 2005;13:8-18.

94.Shakibaei M, Stahlmann R. Changes in cartilage of rats after
treatment with Quinolone and in Magnesium-deficient diet. Acta
Medica Iranica 2002;40:171-76.

95.Kouri JB, Rojas L, Pérez E et all. Modifications of Golgi complex in
chondrocytes from osteoarthrotic (OA) rat cartilage. J Histochem
Cytochem. 2002;50:1333-40.

45



TESEKKURLER

Uzmanhk Egitimim sdresince emeklerinden dolayr basta tez
danismanim Prof. Dr. Omer Faruk Bilgen’ e ve tezimin yazim asamasinda
yardimlarindan dolayr Do¢. Dr. M. Sadik Bilgen’ e ayrica Prof. Dr. Kemal
Durak, Prof. Dr. Bartu Saris6ézen, Prof. Dr. Tufan Kaleli, Dog¢.Dr. Burak
Demirag, Yrd. Dog. Dr Burak Akesen’ e emekli olan Prof. Dr. Gayyur Kurap
ve Prof. Dr. Ufuk Aydinli hocalarima, Uludag Universitesi Tip Fakiltesi
Histoloji Anabilim Dali dégretim tyesi Prof. Dr. ilkin Cavusoglu’ na, Patoloji
Ana Bilim Dali 6gretim uyesi Dog. Dr. Ulviye Yalcinkaya’ ya, birlikte ¢aligtigim
arastirma gorevlisi arkadaglarima, hastane personel ve hemsirelerine ve
hayatim boyunca bana maddi ve manevi destek olan annem, babam,
kardeslerim ve Ozellikle asistanligim boyunca destegini, anlayisini ve
sevgisini esirgemeyen sevgili esime ve dunyalar guzeli kizima en igten

tesekkurlerimi sunarim.

46



OZGECMIS

17/09/1979 tarihinde istanbul’ da dogdum. ilk dgrenimimi Sisli 19
Mayis ilkdgretim okulunda, orta ve lise 6grenimimi ise Terakki Vakfi Sigli
Terakki Lisesi’ nde tamamladim. 1999 yilinda Akdeniz Universitesi Tip
Fakultesi’ ne basladim ve 2005 yilinda mezun oldum. 2006 yilinda Uludag
Universitesi Tip Fakiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dal’'nda

asistanliga bagladim ve 2012 yilinda uzmanlik egitimimi tamamladim.

47



