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OZET

Bu calismada tavsanlarda geligtirilen erken dénem deneysel
osteoartrit (OA) modelinde intraartikller uygulanan statin ve tetrasiklinin
kikirdak ve sinovyal doku Uzerindeki kondroprotektif etkilerinin arastiriimasi
amaclandi.

OA olusturmak amaciyla 6n ¢apraz bagi kesilen 30 tavsan rastgele U¢
gruba ayrildi. Kontrol grubuna serum fizyolojik, statin grubuna atorvastatin,
tetrasiklin grubuna doksisiklin birer hafta ara ile U¢ kez intraartikller
uygulandi. Tavsanlar 12. haftada sakrifiye edilerek diz eklemi kikirdak
dokusu makroskopik ve histopatolojik, sinovyal doku ise histopatolojik olarak
degerlendirildi ve hlcre tabakasi kalinhgi 6lgtldl. Sonuglar istatistiksel olarak
gruplar arasinda kargilastirildi.

Makroskopik degerlendirmede ortalama puanlar kontrol grubunda 3,0,
statin grubunda 0,56, tetrasiklin grubunda 2,5 olarak bulundu. Statin grubu ile
kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,05).
Tetrasiklin grubu ile kontrol grubu arasinda fark saptanmadi (p>0,05).

Kikirdak doku histopatolojik degerlendirmesinde femur medial kondili
icin kontrol grubu, statin grubu ve tetrasiklin grubundaki degerler sirasi ile
ortalama 14,60+1,00, 2,20+1,30 ve 12,745,39, tibia medial platosu igin ise
siraslyla ortalama 14,331+8,68, 2,89+1,96 ve 15,90+7,03 olarak bulundu.
Statin grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi
(p<0,05). Tetrasiklin grubu ile kontrol grubu arasinda fark saptanmadi
(p>0,05).

Sinovyal doku histopatolojik degerlendirmesinde kontrol grubu, statin
grubu, tetrasiklin grubundaki degerler sirasi ile ortalama 12,22+3,63,
4,33%£2,69, 10,70£2,62 idi. Sinovyal hucre tabakasinin kalinligi ise sirasiyla
ortalama 14,46+2,35 ym, 10,56+£1,01 ym, 12,80+0,79 um olarak olguldu.
Statin grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi
(p<0,05). Tetrasiklin grubu ile kontrol grubu arasinda fark saptanmadi
(p>0,05).



Sonug olarak tetrasiklinin etkinliginin az olmasinin; in vivo ve intra-
artikiler uygulamada yetersizligi, kimyasal olarak modifiye edilmis form
gerekliligi ve doz bagimli etkisinin oldugu duslncesindeyiz bununla birlikte
statinin kondroprotektif etkisinin oldugu, farkli kimyasal uygulamalardan
gegirilerek terapodtik etkisinin arttinlmasi ile OA tedavisinde guncel
yaklagimlardan biri olabilecedi ve bu etkilerinin in vivo galismalarla birlikte
klinik, makromorfolojik, histopatolojik, histomorfometrik ve molekuiler dizeyde

arastirmalarin yapilmasi ile belirgin olarak ortaya konabileceg@i kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Statin, Tetrasiklin, Deneysel osteoartrit,

Kondroprotektif etki



SUMMARY

Assessment of Chondroprotective Effects of intraarticularly Applied

Statine and Tetracyclines on Early Stage Experimental Osteoarthritis

Aim of this study is to compare the effects of intraarticullary applied
statin and tetracyclines on cartilage and synovial tissue at early stage
experimental osteoarthritis.

30 rabbits whose anterior cruciate ligaments had been cut to create
osteoarthritis were divided randomly into 3 groups. Serum physiologic to
control group, atorvastatine to statine group and doxycycline to tetracycline
group were applied intraarticullary once a week for 3 times. All rabbits were
sacrificed at 12th week. Joint chondral tissue was evaluated macroscopically
and histopathologically. Synovial tissues were evaluated histopathologically
and synovial tissue cell layer was measured. Results were statistically
compared between groups.

Average values at macroscopic evaluation were 3,0 at control group,
0,56 at statine group and 2,5 at tetracycline group. There was a statistically
significant difference between statine and control group (p<0,05). There was
no statistically significant difference between tetracycline and control group
(p>0,05).

Average values at histopathological evaluation of femur medial
condyle cartilage tissue were 14,60+1,00 at control group, 2,20%£1,30 at
statine group and 12,7+5,39 at tetracycline group. Average values for tibia
medial plateau were 14,33+8,68 at control group, 2,89+1,96 at statine group,
and 15,90+7,03 at tetracycline group. There was a statistically significant
difference between statine and control group (p<0,05). There was no
statistically significant difference between tetracycline and control group
(p>0,05).

Average values at histopathological evaluation of synovial tissue were
12,22+3,63 at control group, 4,3312,69 at statine group and 10,70+2,62 at



tetracycline group. Average values of synovial tissue cell layer thickness
were 14,46+£2,35 um at control group, 10,56+1,01 uym at statine group and
12,80+0,79 um at tetracycline group. There was a statistically significant
difference between statine and control group (p<0,05). There was no
statistically significant difference between tetracycline and control group
(p>0,05).

In conclusion we think that the reasons why tetracycline has little effect
are insufficiency of in vivo and intraarticullary use, need of a chemically
modified form, dose dependent effect. Also statins have chondroprotective
effects and these drugs become novel therapeutic agent at osteoarthritis
management with processing chemically and we think together with in vivo
studies, clinical, macromorphological, histopathological, histomorphometric

and molecular studies will show their effectivity more clearly.

Key words: Statine, Tetracycline, Experimental osteoarthritis,

Chondroprotective effect



GIRiS

Osteoartrit (OA), en sik karsilasilan artrit formu olup, 6zellikle yuk
tasiyan eklemlerde kikirdak dokusunun yavas ve ilerleyici yikimi ile seyreden
bir hastaliktir. Bu hastalik patolojik olarak eklem kikirdak harabiyeti, eklem
kenarlarinda yeni kemik olusumu (osteofit), subkondral kemikte degisiklikler,
sinovit ve eklem kapsulunde fibrozis ile karakterizedir (1, 2). OA, yasam
beklentisinin uzamasi ve gunlik yasam aktivitesinin artmasi ile 6nemli
derecede blyuyen saglik sorunu haline gelmistir. Hastaligin kronik dogasi ve
benign karakterde olmasi sonucu, artan nufusta goérilme sikligi birgok sosyal
ve ekonomik sonuglara yol agmaktadir. Bu nedenle OA’de kikirdak
harabiyetini yavaslatacak ve tedavide son basamak olan cerrahi
uygulamalari geciktirecek kikirdak koruyucu ajanlarin gelistiriimesi amaciyla
glnumuzde bir¢ok arastirma yapilmaktadir (3-6).

Eklem kikirdagi, kondrositler ve bu hucreleri gevreleyen hicre digi
matriksin (HDM) olusturdugu &zellesmis bir bad dokusudur. Eklem
kikirdaginda anabolik ve katabolik sinyaller denge igerisinde bulunmaktadir.
Bu sinyal dengesinde katabolizmanin baskin hale gelmesi sonucu kikirdak
harabiyeti ve sonrasinda osteoartrit meydana gelmektedir (2, 7). Osteoartritin
patogenezinde hicreler ve ekstraseliler matriks arasinda homeostazin
(anabolik ve katabolik denge) bozulmasini etkileyen birgok farkli etken tarif
edilmigtir (2, 8, 9). Kikirdak dokuda kondrositlerden ve sinovyal dokuda
sinovyal hucrelerden Uretilen, katabolik etkiye uyarici sinyal olusturan timaor
nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve nitrik oksit
(NO) gibi sitokinlerin, kikirdak matriks yikimina neden olan kolajenaz,
jelatinaz, agrekanaz, elastaz ve fibronektin-yikici sitromelesin-1 gibi matriks
metalloproteinazlari (MMP) aktiflestirdigi goOsterilmigtir (8-11). Kikirdak
dokuda yikima neden olan bu mediatorlerin etkilerini dnleyebilecek,
proteolitik enzimleri baskilayabilecek ve matriks sentezini arttiracak birgok
farkli ajan deneysel OA modellerinde arastirilmistir (1, 7, 12). Kikirdak

sentezini olumlu yénde etkileyen insulin benzeri buyume faktora-1 (IGF-1) ve



fibroblast buyume faktéra (FGF) gibi buylme faktorleri, hyaluronik asit (HA)
ve HA aktive edici ajan (HASA) gibi makromolekuller ile kikirdak yikimini
Onleyebilecek faktorlerden insan fibroblast kolajenaz inhibitoru benzeri
glikoprotein, a2-makroglobulin ve doku metalloproteinaz inhibitorleri (TIMP)
deneysel OA modellerinde tedavi edici etkileri arastirilan molekullerdir (Sekil-
1) (7, 11, 13).

) Anabolik Katabolik
sitokinler

sitokinly

IL-6

Proteolitik enzimler

Col2al
Aggrecan
Eksraseliiler matriks

apoptosis

Sekil-1: Anabolik ve katabolik sinyal aktivitesi, kikirdak homeostazi (2).

Son yillarda, OA patofizyolojisinin anlasiimasi ile kikirdak yikimini
durdurucu ve ilerleyigini yavaslatici farmakolojik ajanlar geligtiriimeye
calisiilmaktadir. Bu ilaglardan antibiyotik olan tetrasiklinler ve lipit disurtcu
ajan olan statinlerin bag dokusu U(zerinde antiinflamatuar ve
immunomodulator pleotrofik (gercek etkisi digindaki etki) etkilerinin oldugu bir

¢ok calismada gdsterilmistir (14-21). Bu ajanlarin 6zellesmis bad dokusu olan



kikirdak dokusu Uuzerinde de kikirdak koruyucu etkilerinin olabilecegi
dusundlmis ve bu yonde sinirli sayida ¢alisma yapilmistir (6, 17, 22-26).

Statinler, hidroksimetilglutaril (HMG)-CoA reduktaz enziminin inhibitora
olan ve Kkolesterol biyosentezine etki ederek serum kolesterolinin
dusurtlmesinde yaygin olarak kullanilan ajanlardir (27). Son dénemlerde bu
ilaglarin kolesterol dusurlicu etkilerinden badimsiz olarak antiinflamatuar
etkilerinin oldugu gosterilmistir (14, 16, 20, 21, 28). Bu hipoteze dayanilarak
statinlerin genel antiinflamatuar ve immunomodulator etkilerinin olabilecedi
ortaya atilmistir (29-32). Statinlerin antiinflamatuar etki mekanizmalari
incelendiginde, bu ilaglarin gesitli hicre tiplerinde inflamasyon 6ncesi sinyali
saglayan induklenebilir nitrik oksit sentetaz (iINOS) enzim salinimini inhibe
ettigi (33-36) ve inflamatuar sitokinlerden IL-6, IL-1 ve TNF-a dretimini
azalttigr veya engelledigi bildirilmistir (36-40). Ayni zamanda bu ajanlarin
matriks yikiminda rol oynayan matriks metalloproteinaziarin (MMP) salinimi
ve yapimini engellendidi de cgesitli ¢galismalar ile gosterilmistir (14, 22, 41,
42).

Tetrasiklinlerin antibiyotik etkilerinin disinda bag dokusu Uzerine
etkileri ilk defa Galub ve ark. (15) tarafindan diabetik farelerde periodantal
kolajenaz aktivitenin engellenmesi ile gosterilmistir. Bu calismadan sonra
tetrasiklinlerin antiinflamatuar etkileri disinda pleotrofik etkilerinin de oldugu
bildiriimistir. Bu ilaclarin sican modelinde endotoksin ile aktive edilmis nitrik
oksit (NO) sentezini azalttigi gosterilmis (15, 43) ve matriks
metalloproteinazlar (MMP) Uzerinde baskilayici etkileri tespit edilmistir (23,
44).

OA patofizyolojisi gbz ©6ninde bulunduruldugunda statinlerin ve
tetrasiklinlerin pleotrofik etkileri ile OA gelisiminde rol oynayan uyarici
sitokinlerin ve yikimdan sorumlu proteolitik enzimlerin salinim ve uretiminde
de etkili olabilecegi hipotezi ortaya atilmis ve bu iki ilacin 6zellesmis bir bag
dokusu olan kikirdak doku uzerinde kondroprotektif etkilerinin olabilecedi
dugunulerek son yillarda bu ilaglar ile ilgili birka¢ deneysel hayvan modelinde

erken donem OA'te etkilerini arastiran ¢alisma yapilmistir (6, 10, 17, 23-26).



Calismamizda tavsanlarda gelistirilen erken donem deneysel OA
modelinde intraartikller uygulanan statin ve tetrasiklinin kikirdak ve sinovyal

doku Uzerindeki kondroprotektif etkilerini arastirmayl amacladik.



GEREG VE YONTEM

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Arastirmalari Etik
Kurulu’'ndan alinan gerekli izin sonrasi Deney Hayvanlari Yetigstirme ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen agirliklari 2500-4000 gr arasinda olan
30 adet erigkin Yeni Zelanda tavsanini kullandik. Deneysel diz OA
olusturmak amaci ile Yoshioka ve ark.’nin (45) tanimladigi gibi tavsanlarin n
capraz bagi (OCB) kesilerek olusturulan model kullanildi.

Tavsanlar intraartikller enjeksiyon uygulamasi igin rastgele 3 gruba
ayrildi. Kontrol grubuna 0,5 ml serum fizyolojik, statin grubuna 100 ml serum
fizyolojik icerisine 40 mg atorvastatin eklenerek elde edilen karisimdan
(Ator®; Pfizer, USA) 0,4 mg/mi/kg ve tetrasiklin grubuna 100 ml serum
fizyolojik icerisine 100 mg doksisiklin eklenerek elde edilen karisimdan

(Tetradox® Fako llag, istanbul) 1 mg/ml/kg olacak sekilde uygulandi.

Cerrahi Teknik

Enfeksiyon profilaksisi i¢in cerrahi girisimden 30 dakika énce 50 mg/
kg sefazolin sodyum (Sefazol®; Mustafa Nevzat ila¢ Sanayi, istanbul,
Tarkiye) kas icine uygulandi. Anestezi amaciyla % 2’lik ksilazin hidroklorur
(Rompun®; Bayer Healthcare, Leverkusen, Germany) 8 mg/kg ve ketamin
hidroklorir (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 ortildi. 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.
On capraz bagin tam kat kesildigi én cekmece testi ile dogrulandi. Eklem
boslugu steril serum fizyolojik ile yikandi ve eklem kapsullu 3/0 emilebilen
iplik ile (Safil-Aesculap AG and CO.KG-Braun), ciltise 3/0 emilmeyen iplik ile

(Ethilon- Ethicon- Johnson and Johnson) kapatildi. Cerrahi sonrasi analjezi



amaciyla igme sularina 1-2 mg/kg/100 ml parasetamol konulan tavsanlar
standart yem ile beslenerek kafes aktivitesine birakildi.

intraartikiler ilag enjeksiyonu uygulamasi igin 30 mg/kg ketamin
hidroklorir ile sedasyon saglanan tavsanlar randomize olarak her grupta 10
tavsan olacak sekilde G¢ gruba ayrildi ve yapilan cerrahi sonrasi birinci
haftadan itibaren birer hafta ara ile toplam G¢ kez kontrol grubuna 0,5 ml
hacminde serum fizyolojik, statin grubuna 100 ml serum fizyolojik icerisine 40
mg atorvastatin eklenerek elde edilen karigimdan 0,4 mg/mi/kg olacak
sekilde ve tetrasiklin grubuna ise 100 ml serum fizyolojik icerisine 100 mg
doksisiklin eklenerek elde edilen karigimdan 1mg/ml/kg olacak sekilde eklem
icine uygulandi. Deney hayvanlari son enjeksiyondan 12 hafta sonra
dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Deneysel OA modeli gelistirmek igin
OCB'I kesilen diz eklemleri sinovya, femur ve tibia eklem ylizeylerini icerecek
sekilde ¢ikartildi. Diz eklemlerinin medial kompartmani (medial femoral kondil
ve tibia medial platosu) Pelletier ve ark.(46) 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 degerlendirildi (Tablo-1).

Tablo-1: Pelletier evreleme sistemine gore kikirdak doku lezyonlarinin

makroskopik evrelemesi (46).

Evre 0 Saglam yluzey

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

Evre 3 Derin tabakada erozyon

Evre 4 Subkondral kemikte erozyon




Doku Hazirlanmasi

Deney hayvanlarinin cerrahi girisim uygulanan diz eklemleri femur ve
tibiaya ait eklem yuzeylerini ve sinovyal dokuyu icerek sekilde eklem
mesafesinden 2 cm uzakliktan kesilerek c¢ikartildi. Cevre yumusgak dokularin
uzaklastirilmasini takiben histopatolojik inceleme i¢in  %10’luk formaldehit
solisyonunda 5 gun sureyle dokularin fiksasyonu saglandi. Takiben %10’luk
formik asit solUsyonu iginde kemik dokusu dekalsifiye olana kadar bekletildi.
Ornekler dehidratasyonu takiben parafin bloklara gémildi. Rutin takip
islemler sonrasi 5 mikron kalinliginda sagital kesitler alinarak histopatolojik

degerlendirme i¢cin hematoksilen-eosin ve safranin-O ile boyandi.

Histopatolojik Degerlendirme

Kikirdak dokudaki histolojik ve histokimyasal degisikliklerin
degerlendiriimesi igin kikirdak dokunun 4 tabakasi incelendi. Yuzeyel
(tanjansiyel) tabakada yassi kondrositler ve eklem yuzeyine paralel yerlesim
goOsteren kolajen lifleri bulunur. Orta (transizyonel) tabakada, kondrositler
daha buyUk ve yuvarlak, kolajen lifleri ise rastgele organize olmuslardir. Derin
(radyal) tabakada ise kondrositler genis, vertikal yerlesimli ve kolajen lifleri
ise radyal uzanimli olarak bulunurlar. En alt tabaka olan kalsifiye tabakada
kondrositler mineralize matriks igcine gomulmus ve non-kalsifiye kikirdaktan

tidemark yapisi ile ayrilmistir (Sekil-2).
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Sekil-2: Eklem kikirdaginin histolojik katmanlari (47).

Eklem kikirdak dokusu, Mankin ve ark.” nin (48) tanimladigi, Yoshimi
ve ark.(49) tarafindan modifiye edilen eklem kikirdak lezyonlarinin histolojik
ve histokimyasal evreleme sistemi kullanilarak; kikirdak doku tabakalarindaki
histolojik yapisal degisiklikler, hicresel degisiklikler, safranin-O tutulumu,
tidemark yapisinin batinliga ve pannus olusumu degerlendirildi. Elde edilen

toplam puanlar gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirildi (Tablo- 2).



Tablo-2: Modifiye Mankin sistemine gore eklem kikirdak lezyonlarinin histolojik ve
histokimyasal evrelemesi (49).

1.Yapi

Normal 0

N

Hafif ylizey dizensizligi

Orta derece ylizey duzensizligi
Ciddi ylizey diizensizligi
Transizyonel tabakada yarik
Radyal tabakada yarik
Kalsifiye tabakada yarik
Transizyonel tabaka kaybi

Radyal tabaka kaybi

© 0o N o g b~ W N

Kalsifiye tabaka kaybi

-
o

Tam dezorganizasyon
Il. Hiicre
1.Tanjansiyel tabaka
Normal 0
Sisme 1
Hucre kaybi 2
2.Transizyonel ve radyal tabaka

Normal 0

N

Hafif hiperselllerite

Orta derece hiperseliilerite
Ciddi hiperseliilerite

Hafif klonlasma

Orta derece klonlasma
Ciddi klonlasma

Hafif hiposelulerite

Orta derece hiposeliilerite

© 00 N o g b~ W N

Ciddi hiposelulerite

-
o

Hucre kaybi
lll. Safranin-O tutulumu

Normal 0

N

Hafif azalma
Orta derece azalma

Ciddi derecede azalma

A W N

Hi¢ tutulum yok
IV. Tidemark

intakt 0

Cok seviyeli 1

Belirsiz

Damarlanma 3
V.Pannus olusumu

Yok 0

H afif 1

Orta derece 2

Belirgin




Sinovyal doku, tim eklem yuzeyini kaplayan vaskuiler bir bag
dokusudur. Bu doku subintimal (subsinovyal) ve intimal (sinovyay! doseyen
hlcre tabakasi) olmak Gzere iki tabakadan olusur. Subintimal tabaka kapstule
en yakin kisim olup fibréz, areolar ve yag dokularindan olusur. Bu tabaka
damarlanma yonunden zengindir ve sinovyal sivi Uretiminden sorumludur.
intimal tabaka farkli tip sinovyal hiicrelerden olusur. Tip A sinovyositler,
makrofaj benzeri hulcreler olup partikil temizliginden sorumludur. Tip B
sinovyositler ise eklem metabolizmasi igin gerekli kolajen, sitokinler,
proteinazlar gibi makromolekullerin ve proteinlerin salinimini gergeklestirir
(Sekil-3).

I Eklem araligi

;' —Tip A sinovyosit

—Tip B sinovyosit

Damar

Eritrosit

Sekil-3: Sinovyal doku histolojisi (50)

Sinovyal dokudaki degisikliklerin histolojik degerlendirmesinde Yoshimi
ve ark. (49) tarafindan tanimlanan ve iki ana bdlimden olusan
derecelendirme sistemi kullanildi. Bu derecelendirme sisteminde sinovyayi

doseyen hlcre tabakasinda hucrelerin hipertrofisi, hiperplazisi ve inflamatuar

10



hdcre infiltrasyonunu inceleyen birinci kisim degerlendiriimesinden elde
edilen puanlar ile ikinci kisimdaki incelemeyi olusturan subsinovyal alanin
granulasyon doku proliferasyonu, vaskularizasyonu ve inflamatuar htcreler
tarafindan infiltrasyonunun degerlendiriimesinden elde edilen ikinci kisim
puanlari toplanarak her U¢ gruba ait toplam puanlar olusturuldu ve
istatistiksel ~ olarak  karsilastinidi (Tablo-3).  Sinovyal dokunun
degerlendiriimesi amaci ile sinovyal hucre tabakasinin kalinligr mikron (um)
cinsinden Olculerek Ug gruptaki sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildi.
Elde edilen veriler SPSS for Windows 13.0 ortaminda bilgisayara kayit
edildi. Makroskopik ve mikroskopik degerlendirmeye iligkin degiskenler
ortalama ve standart hata ile birlikte verilmigtir. Sonuglara gore degerler arasi
karsilastirmada Mann Whitney U testi kullaniimigtir. Calismada p< 0,05

istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmigtir.

11



Tablo-3: Yoshimi evreleme sistemine gore sinovyal doku degisikliklerinin

histolojik siniflamasi (49).

l.sinovyayi déseyen hiicre tabakasi

1.Sinovyayi déseyen hicrelerin hiperplazisi

Normal 0
Hafif 1
Orta derece 2
Ciddi 3

2.Sinovyayi dogeyen hicrelerin hipertrofisi

Normal 0
Hafif 1
Orta derece 2
Ciddi 3
3.Inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu
Normal 0
Hafif 1
Orta derece 2
Ciddi 3

Il. Subsinovyal doku

1.Grantlasyon dokusunun proliferasyonu

Normal 0
Hafif 1
Orta derece 2
Ciddi 3
2.Vaskiularizasyon
Normal 0
Hafif 1
Orta derece 2
Ciddi 3
3. inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu
Normal 0
Hafif 1
Orta derece 2
Ciddi 3
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BULGULAR

Calismamiz surecinde kontrol grubundan bir tavsan erken solunum
problemleri nedeniyle ve statin grubundan bir tavsan septik artrit nedeniyle
oldugu icin deney 28 tavsan ile sonuglandirildi (Kontrol grup n: 9, Statin grup
n: 9, Tetrasiklin grup n: 10).

Diz eklemi medial kompartmani (femur medial kondil ve tibia medial
plato) kikirdak dokusunda olusan lezyonlarin makroskopik evrelemesine
gore; fibrilasyon, ylzeyel ve orta tabakada erozyon, derin tabakada erozyon
ve subkondral kemikte erozyon degerlendirildiginde, kontrol grubundaki
tavsanlarin 2’sinde evre 2 (%22), 5'inde evre 3 (%55), 2’sinde evre 4 (%22)
dejeneratif degisiklik tespit edilirken; statin grubunda tavsanlarin ’inde evre
0 (%55), 3’Unde evre 1 (%33) ve T’inde (%11) evre 2 dejeneratif degisiklik
saptandi. Tetrasiklin grubunda ise 5 tavsanda evre 2 (%50), 5 tavsanda evre
3 (%50) dejeneratif degisiklik gézlendi. ileri evre kikirdak hasari, derin tabaka
ve subkondral kemikte erozyon, kontrol grubunda 7 tavsanda (%77),
tetrasiklin grubunda 5 tavsanda (%50) gozlenirken statin grubunda hig bir
tavsanda (%0) ileri derece dejeneratif degisiklik tespit edilmedi (Tablo-4). Bu
sonuglarin gruplar arasi istatistiksel degerlendirilmesinde; kontrol grubu ile
statin grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,05) (Sekil-5,
6), kontrol grubu ile tetrasiklin grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p>0,05) (Sekil-4).
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Tablo-4: Diz eklemi medial kompartman eklem kikirdak doku yuzeyinde
gelisen makroskopik lezyonlarinin Pelletier evreleme sistemine gore gruplara

dagilimi ve ortalama puanlari.

Evre 0-2 Evre 3-4 Ortalama Toplam

(n) (n) puan (n)
Kontrol grubu 2 7 3,0 9
Statin grubu 9 - 0,56 9
Tetrasiklin grubu 5 5 2,5 10

2,5 1

1,5 1

0,5 -

Kikirdak doku makroskopik lezyon ortalama
puani

Kontrol grubu Statin grubu Tetrasiklin grubu

Sekil-4: Diz eklemi medial kompartmani kikirdak ylzeyi makroskopik
lezyonlarinin  dejeneratif degisiklik ortalama puanlarinin gruplar arasi
karsilastiriimasi. Statin grubunda, kontrol grubu ve tetrasiklin grubuna goére
medial kompartmanda derin tabaka ve subkondral kemikte erozyon ile
seyreden ileri derecede kikirdak doku erozyonunun engellendigi
gbzlenmektedir (p<0,05). Tetrasiklin grubu ile kontrol grubu arasindaki fark
anlamsizdir (p>0,05). Gruplar arasi sonuglar ortalama puan olarak standart
deviasyon (SD) ile birlikte verilmigtir.
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Sekil-5: Kontrol grubu makroskopik degerlendirme evre 4 kikirdak hasari
gorulmektedir.

Sekil-6: Statin grubu makroskopik incelemesi evre 0 kikirdak hasari
gorulmektedir.
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Diz eklemi medial kompartmani kikirdak dokusundaki lezyonlarin
histolojik ve histokimyasal degisikliklerinin degerlendiriimesinde kullanilan
derecelendirme sisteminin 1. bolumu olan kikirdak yapisinin incelenmesinde
femur medial kondilinde; kontrol grubundaki tavsanlarin 2’sinde (% 22) orta
derecede yuzey duzensizligi, 3’Unde (%33) ciddi ylzey duzensizligi, 1’inde
(%11) transizyonel tabakada yarik ve 3’Unde (%33) tam dezorganizasyon
(Sekil-9) tespit edildi. Statin grubunda ise tavsanlarin 4’inde ( %44) normal
kikirdak yapisi (Sekil-7), 5'inde (%56) hafif ylzey duzensizligi tespit edilirken
tetrasiklin grubundaki tavsanlarin 3’Unde (%30) hafif yluzey duzensizligi,
2’sinde (%20) ciddi ylzey duzensizligi, 2’sinde (%20) transizyonel tabakada
yarik, 2’sinde (%20) radyal tabakada yarik (Sekil-8) ve 1’inde (%10) kalsifiye
tabakada yarik saptandi (Tablo-5). Tibia medial platosunun
degerlendirmesinde ise; kontrol grubundaki tavsanlarin 3’Unde (%33) orta
derece yuzey duzensizligi, 2’sinde (%22) ciddi yuzey duzensizligi, 1’inde
(%11) transizyonel tabakada yarik, 1’'inde (%11) radyal tabakada yarik (Sekil-
8) ve 2’sinde (%22) tam dezorganizasyon (Sekil-9) saptandi. Statin grubunda
ise tavsanlarin 3’Unde (%33) normal kikirdak dokusu (Sekil-7), 4’Unde (%44)
hafif ylzey dizensizligi, 1'inde (%11) ciddi yuzey duzensizligi ve 71’inde
(%11) tanjansiyel tabakada vyarik saptanirken, tetrasiklin grubunda ki
tavsanlarin 1’inde (%10) hafif ylzey dizensizligi, 1’inde (%10) orta derece
yuzey duzensizligi, 2’sinde (%20) transizyonel tabakada yarik, 5’inde (%50)
radyal tabakada yarik (Sekil-8) ve 1’inde (%10) tam dezorganizasyon
belirlendi (Sekil-9) (Tablo-5).
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Tablo-5: Diz eklemi medial kompartman kikirdak dokusunun yapisal

incelemesinin tavsanlarda gruplara goére dagihmi.

Femur medial kondil Tibia medial plato
Kontrol Statin Tetrasiklin Kontrol Statin Tetrasiklin
l.Yapi
Normal - 4 - - 3 -
Hafif ylizey dizensizligi - 5 3 - 4 1
Orta ylizey diizensizligi 2 - - 3 - 1
Ciddi ylzey dizensizligi 3 - 2 2 1 -
Transizyonel tabaka 1 - 2 1 1 2
Radyal tabakada yarik - - 2 1 5
Kalsifiye tabakada yarik - - 1 - -
Transizyonel tabaka - - - - - -
Radyal tabaka kaybi - - - - - -
Kalsifiye tabaka kaybi - - - - - -
Tam dezorganizasyon 3 - - 2 - 1
Toplam 9 9 10 9 9 10

Sekil-7: Normal eklem kikirdagi histolojisi gortulmektedir (statin grubu), (HE,
X200).
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Sekil-8: Radyal bdlgeye kadar uzanan yarik gortulmektedir Beyaz ok isareti
yarigi gostermektedir.(kontrol grubu), (HE, X200).

Sekil-9: Eklem kikirdaginda tam dezorganizasyon godzukmektedir (HE,
X200).
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Diz eklemi medial kompartmani eklem kikirdak lezyonlarinin histolojik
ve histokimyasal derecelendirme sisteminin 2. bolumu olan tanjansiyel,
transizyonel ve radyal tabakadaki hlcresel degisikliklerin incelenmesinde;
kontrol grubunda femur medial kondil kikirdak dokusunda tanjansiyel
tabakada tavsanlarin 5’'inde (%56) normal hicre, 4’Unde (%44) hicre kaybi
tespit edildi. Transizyonel ve radyal tabakada ise tavsanlarin 1’'inde (%11)
orta derece hiperselulerite, 3’'Unde (%33) ciddi hiperselllerite, 1'inde (%11)
orta derece klonlasma, 1’inde (%11) ciddi klonlasma ve 3’Unde (%33) hicre
kaybi tespit edildi. Statin grubunda ise tanjansiyel tabakada tavsanlarin
hepsinde (%100) normal hlcre goézlenirken, transizyonel ve radyal tabakada
tavsanlarin 1’inde (%12) normal hicre ve 8’inde (%88) hafif hiperselllerite
tespit edildi. Tetrasiklin grubunda ise tanjansiyel tabakada tavsanlarin 3’Unde
(%30) normal hicre, 1’inde (%10) hicrelerde sisme ve 6’sinda (%60) hicre
kaybi gozlenirken, transizyonel tabaka ve radyal tabakadaki hulcrelerde
tavsanlarin 1’inde (%10) orta derece hiperselllerite, 3’Unde ciddi
hiperselllerite, 1’inde (%10) hafif klonlasma, 1’'inde (%10) orta derece
klonlagsma, 3’Unde (%30) ciddi klonlasma ve 1’'inde (%10) orta derece
hiposelllerite saptandi (Tablo-6). Tibia medial platosu kikirdak dokusunda
hicre degisiklikleri incelendiginde ise; kontrol grubunda tanjansiyel tabakada
tavsanlarin 5’inde (%56) normal hucre, 4’Unde (%44) hicre kaybi gozlenirken
transizyonel ve radyal tabakada tavsanlarin 1'inde (%11) orta derece
hiperselllerite, 5’'inde (%55) ciddi hiperselllerite, 1inde (%11) ciddi
klonlasma (Sekil-10) ve 2’'sinde ( % 22 ) hucre kaybi saptandi. Statin
grubunda ise tanjansiyel tabakada tavsanlarin 7’sinde (%77) normal hucre,
1T’inde (%11) hacrelerde sisme, 1’inde (%11) hlcre kaybi saptanirken
transizyonel ve radyal tabakada ise tavsanlarin 1’'inde (%11) normal hicre,
6’sinda (%66) hafif hiperselllerite, 1’inde (%11) orta derece hiperselllerite,
1'inde (%11) ciddi hiperselulerite tespit edildi. Tetrasiklin grubunda ise
tanjansiyel tabakada tavsanlarin 1’inde (%10) normal hicre, 2’sinde (%20)
hlcrelerde sisme, 7’sinde (%70) hicre kaybi tespit edilirken transizyonel ve
radyal tabakada ise tavsanlarin 1’'inde (%10) hafif hiperselllerite, 1’inde
(%10) ciddi hiperselulerite, 1'inde (%10) hafif klonlagsma, 1’inde (%10) orta
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derece klonlagsma, 2’sinde (%20) hafif hiposelllerite, 2’sinde (%20) orta
derece hiposelllerite (Sekil-11), 2'sinde (%20) ciddi hiposelilerite saptandi
(Tablo-6).

Tablo-6: Diz eklemi medial kompartman kikirdak doku tabakalarinda

hicresel degisikliklerin tavsanlarda gruplara gore dagilimi.

Femur medial kondil Tibia medial plato
Kontrol Statin Tetrasiklin Kontrol Statin Tetrasiklin
Il. Hiicre
1.Tanjansiyel tabaka
Normal 5 9 3 5 7 1
Sisme - - 1 1 2
Hucre kaybi 4 6 4 1 7
Toplam 9 9 10 9 9 10
2.Transizyonel ve radyal tabaka
Normal - 1 - - 1 -
Hafif hiperselulerite - 8 - - 6 -
Orta hiperselllerite 1 - 1 1 1 1
Ciddi hiperseltilerite 3 - 3 5 1 1
Hafif klonlagsma - - 1 1 1
Orta klonlasma 1 - 1 - - 1
Ciddi klonlasma 1 - 3 - - -
Hafif hiposelulerite - - - - - 2
Orta hiposelllerite - - 1 - - 2
Ciddi hiposeliilerite - - - - - 2
Hucre kaybi 3 - - 2 - -
Toplam 9 9 10 9 9 10
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Sekil-10: Transizyonel ve radyal tabakada kondrositlerde ciddi klonlasma
gorulmektedir (tetrasiklin grubu), (HE, X200).

Sekil-11: Transizyonel ve radyal tabakada kondrositlerde orta derecede
hiposelularite gértulmektedir. (tetrasiklin grubu), (HE, X200).
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Diz eklemi medial kompartmani kikirdak lezyonlarinin histolojik ve
histokimyasal derecelendirme sisteminin 3. bolumu olan safronin-O tutulumu
degerlendirildiginde; kontrol grubunda femur medial kondilinde tavsanlarin
2’sinde (%22) normal tutulum (Sekil-12), 2’sinde (%22) hafif azalma, 3’Unde
(%33) orta derecede azalma, 1’inde (%11) ciddi kayip (Sekil-13) ve 1’inde
(%11) hi¢ tutulum gdézlenmezken, statin grubunda ise tavsanlarin 3’Unde
(%33) normal tutulum (Sekil-12), 5’inde (%55) hafif azalma ve 1’inde (%12)
orta derece azalma goOzlendi. Tetrasiklin grubunda ise tavsanlarin 1’inde
(%10) hafif azalma, 5’inde (%50) orta derece azalma, 4’Unde (%40) ciddi
kayip tespit edildi (Sekil-13) (Tablo-7). Tibia medial plato degerlendirmesinde
ise; kontrol grubunda tavsanlarin 3’inde (%33) hafif azalma, 3’Unde (%33)
orta derecede azalma, 1’'inde (%11) ciddi kayip (sekil13) saptanip 2’'sinde
(%22) hi¢ tutulum goézlenmezken statin grubunda ise tavsanlarin 3’Unde
(%33) normal tutulum (Sekil-12), 4’Ginde (%44) hafif azalma ve 2’sinde (%22)
ciddi kayip saptandi (Sekil-13). Tetrasiklin grubunda ise tavsanlarin 2’sinde
(%20) hafif azalma, 2’sinde (%20) orta derecede azalma, 5’'inde (%50) ciddi
kayip (Sekil-13) gbzlenirken 1’'inde (%10) hi¢ tutulum gézlenmedi (Tablo-7).

Tablo-7: Diz eklemi medial kompartman kikirdak doku lezyonlarinin safronin-

O tutulumunun deg@erlendirmesinde tavsanlarin gruplara gore dagilimi.

Femur medial kondil Tibia medial plato
Kontrol Statin Tetrasiklin Kontrol Statin Tetrasiklin
lll. Safranin-0 tutulumu
Normal 2 3 - - 3 -
Hafif azalma 2 5 1 3 4 2
Orta derecede azalma 3 1 5 3 - 2
Ciddi kayip 1 4 1 2 5
Hig tutulum yok 1 - - 2 - 1
Toplam 9 9 10 9 9 10
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Sekil-12: Normal eklem kikirdaginda safranin-O tutulumu (statin grubu),
(Safranin-O, X200).

$ekll -13: Safranin-O tutulumunda ciddi kaylp gorulmektedir (kontrol grubu),
(Safranin-O, X200).
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Diz eklemi medial kompartmani eklem kikirdak lezyonlarinin histolojik
ve histokimyasal derecelendirme sisteminin 4. bolumu olan tidemark
yapisinin de@erlendiilrmesinde; kontrol grubunda femur medial kondilde
tavsanlarin 5’'inde (%55) intak, 1’inde (%11) cok seviyeli diuzensizlik ve
3’Unde (%33) belirsiz yapi tespit edildi. Statin grubunda ise tavsanlarin
hepsinde (%100) tidemark intak olarak tespit edildi. Tetrasiklin grubunda ise
tavsanlarin 5’inde (%50) intak tidemark, 4’Unde (%40) c¢ok seviyeli
dizensizlik, 1’inde (%10) belirsiz tidemark yapisi gézlendi (Tablo-8). Tibia
medial platosu incelendiginde; kontrol grubunda tavsanlarin 4’Unde (%45)
intak ve 5’'inde (%55) belirsiz tidemark yapisi saptanirken, Statin grubunda
ise tum tavsanlarda (%100) intak tidemark gozlendi. Tetrasiklin grubunda ise
tavsanlarin 7’sinde (%70) intak, 2’sinde (%20) cok seviyeli duzensizlik ve
1’inde (%10) belirsiz tidemark yapisi tespit edildi (Tablo-8).

Tablo-8: Diz eklemi medial kompartman kikirdak dokusunda tidemark

yapisinin  batinlugunin degerlendiriimesinde tavsanlarin gruplara gore

dagihmi
Femur medial kondil Tibia medial plato
Kontrol Statin Tetrasiklin Kontrol Statin Tetrasiklin
IV. Tidemark
intak 5 9 5 4 9 7
Cok seviyeli 1 - 4 - - 2
Belirsiz 3 - 1 5 - 1
Damarlanma - - - - - -
Toplam 9 9 10 9 9 10

Diz eklemi medial kompartman eklem kikirdak lezyonlarinin histolojik
ve histokimyasal derecelendirme sisteminin 5. bélumu olan pannus olusumu
degerlendirmesinde; Kontrol grubunda femur medial kondilinde tavsanlarin
7’sinde (%78) pannus olusumu gozlenmezken, 2’'sinde (%22) hafif pannus
olugsumu saptandi. Statin grubunda ise tavsanlarin higbirinde (%100) pannus
olusumu gozlenmedi. Tetrasiklin grubundaki tavsanlarin 2’sinde (%20) hafif,
2’sinde (%20) orta derece pannus olusumu saptanirken 6’sinda (%60)
pannus olusumu goézlenmedi (Tablo-9). Medial tibia platosunda ise kontrol
grubunda 1 tavsanda (%11) hafif, 3 tavsanda (%33) orta derecede pannus

olugsumu goézlenirken 5 tavsanda (%55) pannus olusumu saptanmadi. Statin
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grubunda ise tavsanlarin higbirinde (%100) pannus olusumu gdézlenmedi.
Tetrasiklin grubunda 2’sinde (%20) hafif, 2’sinde (%20) orta derecede
pannus olusumu saptanirken 6’sinda (%60) pannus olusumu saptanmadi
(Tablo-9).

Tablo-9: Diz eklemi medial kompartman kikirdak dokusunda pannus

olusumunun deg@erlendiriimesinde tavsanlarin gruplara gére dagilimi.

Femur medial kondil Tibia medial plato
Kontrol Statin Tetrasiklin Kontrol Statin Tetrasiklin
V.Pannus olusumu
Yok 7 9 6 5 9 6
Hafif 2 - 2 1 - 2
Orta derece - - 2 3 - 2
Belirgin - - - - - -
Toplam 9 9 10 9 9 10

Diz eklemi medial kompartmani kikirdak dokusunun lezyonlarinin
histolojik ve histokimyasal evrelemesinde kullanilan modifiye Mankin
derecelendirme sistemine gore; kikirdagin yapisi, tanjansiyel, transizyonel ve
radyal tabakadaki hulcresel degisiklikler, safranin-O tutulumu, tidemark
yapisindaki bozukluk ve pannus olusumunun incelenmesi sonucunda; femur
medial kondilinde gelisen lezyonlarin degerlendiriimesi sonucu elde edilen
toplam puan kontrol grubunda ortalama 14,56 + 1,00, statin grubunda 2,2 +
1,30 ve tetrasiklin grubunda 12,70 £ 5,39 iken tibia medial plato kikirdak
dokudaki toplam puanlar sirasi ile ortalama 14,33 £+ 8,68, 2,89 + 1,96 ve
15,90 £ 7,03 olarak tespit edildi ( Tablo-10). Femur medial kondil ve tibia
medial plato kikirdak dokusu icin elde edilen puanlar gruplar arasinda
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, kontrol grubu ile statin grubu arasinda
anlamli fark saptanirken (p<0,05); kontrol grubu ile tetrasiklin grubu arasinda
fark  gobzlenmedi (p>0,05). Statin grubu ile tetrasiklin  grubu
karsilastirlmasinda statin grubu lehine istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi (p<0,05) ( Sekil-14, 15).
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Tablo-10: Modifiye Mankin evreleme sistemine goére diz eklemi medial
kompartman  kikirdak  lezyonlarinin  histolojik  ve  histokimyasal

degerlendiriimesi ile her bir grupta elde edilen toplam puanlarin ortalamasi.

Femur medial kondil Tibia medial plato
(ortalama puan) (ortalama puan)
Kontrol grubu 14,56 + 1,00 14,33 + 8,68
Statin grubu 2,2+1,30 2,89 +£1,96
Tetrasiklin grubu 12,70 £ 5,39 15,90 £ 7,03

16

14 A

12 A

10 ~

ortalama puan
[

Femur medial kondil kikirdak lezyonlarinin
histolojik incelenmesi sonucue ede edilen

Konrolgrubu Statin grubu Tetrasiklin grubu

Sekil-14: Diz eklemi femur medial kondil kikirdak dokusu lezyonlarinin
histolojik inceleme sonucu elde edilen ortalama puanlarin gruplar arasinda
karsilastiriimasi. Statin grubunda, kontrol grubu ve tetrasiklin grubuna goére
medial kompartman kikirdak dokusunda normal ve hafif ylzey dizensizligi,
kikirdak tabakalarinda normale yakin hlcre yapisi, normal safranin-O
tutulumu, intak tidemark yapisi ve pannus olusumunda istatistiksel olarak
anlamli farkhihk tespit edildi (p<0,05).Tetrasiklin grubu ile kontrol grubu
arasindaki ise fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0,05). Gruplar arasi
sonuglar ortalama puan olarak standart deviasyon (SD) ile birlikte verilmigtir.
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14 A

12 A

10 ~

tibia medial plato kikirdak lezyonlari
dgerlendirme ortama puani
[os]

Kontrol grubu Statingrubu Tetrasiklin grubu

Sekil-15: Diz eklemi tibia medial kondil kikirdak dokusu lezyonlarinin
histolojik inceleme sonucu elde edilen ortalama puanlarin gruplar arasinda
karsilastiriimasi. Statin grubunda, kontrol grubu ve tetrasiklin grubuna goére
medial kompartman kikirdak dokusunda normal ve hafif ylzey dizensizligi,
kikirdak tabakalarinda normale yakin hlcre yapisi, normal safranin-O
tutulumu, intak tidemark yapisi ve pannus olusumunda istatistiksel olarak
anlamli farkhihk tespit edildi (p<0,05).Tetrasiklin grubu ile kontrol grubu
arasindaki ise fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0,05). Gruplar arasi
sonuglar ortalama puan olarak standart deviyasyon (SD) ile birlikte verilmistir.

Sinovyal doku dedgisikliklerinin histolojik degerlendirmesinde, sinovyayi
doéseyen hlcre tabakasinda hucrelerin hiperplazisi, hipertrofisi, inflamatuar
hlcre infiltrasyonu incelenmesinden elde edilen sonuglara goére sinovyayi
doseyen hicre tabakasinda; kontrol grubunda hicre hiperplazisi tavsanlarin
2'sinde (%22) hafif, 4’Unde (%44) orta derece ve 3’Unde (%33) ciddi
derecede idi (Sekil-16). Hucre hipertrofisi tavsanlarin 2’sinde (%22) hafif,
4’Unde (%44) orta derece ve 3’'Unde (%33) ciddi derecede idi (Sekil-16).
inflamatuar hiicre infiltrasyonu ise 4’Ginde (%44) hafif, 3'inde orta derece ve
2’'sinde (%22) ciddi derecede idi. Statin grubunda ise hucre hiperplazisi
tavsanlarin 3’Unde (%33) gozlenmez iken, 4’Unde (%44) hafif ve 2’'sinde
(%22) orta derecede idi; hucre hipertrofisi 3’Unde (%33) gdzlenmez iken,
4'inde (%44) hafif ve 2’'sinde (%22) orta derecede idi. inflamatuar hiicre

infiltrasyonu ise tavsanlarin 3’Unde (%33) hafif ve 1’inde (%11) ciddi
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derecede iken 5’'inde (%55) inflamatuar hicre infiltrasyonu saptanmadi.
Tetrasiklin grubunda hicre hiperplazisi tavsanlarin 6’sinda (%60) hafif,
3’Unde (%30) orta derece ve 1’'inde (%10) ciddi derecede idi (Sekil-16); hucre
hipertrofisi tavsanlarin 6’sinda (%60) hafif ve 3’Unde (%30) orta derece,
1’inde (%10) ciddi derecede idi (Sekil-16). inflamatuar hiicre infiltrasyonunun
tavsanlarin 2’sinde (%20) hafif ve 8’'inde (%80) orta derecede oldugu tespit
edildi ( Tablo-11).

Tablo-11: Yoshimi evreleme sistemine gore sinovyal dokuda sinovyayi
doseyen hicre tabakasinin histolojik degerlendirmesinde tavsanlarin

gruplara dagilimi.

Kontrol grubu Statin grubu Tetrasiklin grubu
Sinovyayi déseyen hiicre tabakasi

l. Hiperplazi
Normal - 3 -
Hafif 2 4 6
Orta derece 4 2 3
Ciddi 3 - 1
Toplam 9 9 10

Il. Hipertrofi
Normal - 3 -
Hafif 2 4 6
Orta derece 4 2 3
Ciddi 3 - 1
Toplam 9 9 10

lll. inflamasyon
Normal - 5 -
Hafif 4 3 2
Orta derece 3 - 8
Ciddi 2 1 -
Toplam 9 9 10
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Sekil-16: Sinovyayl doseyen hlcre tabakasinda orta derecede hiperplazi ve
hipertrofi, subsinovyal alanda ciddi inflamatuar hicre infiltrasyonu
gorulmektedir (kontrol grubu), (HE, X100).

Sinovyal doku degisikliklerinin  histolojik  degerlendirmesinde,
subsinovyal bdlgedeki granulasyon dokusunun proliferasyonu,
vaskularizasyonu, inflamatuar hulcre infiltrasyonu incelenmesinden elde
edilen sonuglara goére; kontrol grubunda granilasyon dokusunun
proliferasyonunun tavsanlarin 4’inde (%44) hafif, 3'Unde (%33) orta derece
ve 2’sinde (%22) siddetli oldugu, statin grubunda ise tavsanlarin 5’'inde (%55)
normal, 3'Unde (%33) hafif, 1’inde (%11) siddetli oldugu, tetrasiklin grubunda
ki tavsanlarin 2’sinde (%20) hafif, 8’'inde (%80) orta derecede oldugu
saptandi. Vaskularizasyonun incelemesinde; kontrol grubunda tavsanlarin
2'sinde (%22) hafif, 4’'Unde (%44) orta derece ve 2’sinde (%22) siddetli
oldugu (Sekil-17), statin grubunda ise tavsanlarin 3’Unde (%33)
vaskularizasyon olmadigi, 5’'inde (%55) hafif, 1'inde (%11) siddetli
vaskularizasyon oldugu (Sekil-17), tetrasiklin grubundaki tavsanlarin 2’sinde
(%20) hafif ve 8inde (%80) orta derece oldudu tespit edildi. inflamatuar
hdcre infiltrasyonunun degerlendirmesinde; kontrol grubunda tavsanlarin
3d'Unde (%33) hafif, 4’Unde (%44) orta derece ve 2’sinde (%22) siddetli
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infiltrasyon (Sekil-16), statin grubunda ise tavsanlarin 2’sinde (%22) normal,
6’'sinda (%66) hafif, 1’inde (%11) siddetli infiltrasyon oldugu, tetrasiklin
grubundaki tavsanlarin 1’'inde (%10) hafif, 5inde (%50) orta derecede ve
4’'unde (%40) (Sekil-16) ciddi derecede infiltrasyon oldugu tespit edildi

(Tablo-12).

Tablo-12: Yoshimi evreleme sistemine gore sinovyal dokuda subsinovyal

doku degisikliklerinin histolojik degerlendirmesinde tavsanlarin gruplara

dagihimi.
Kontrol grubu Statin grubu Tetrasiklin grubu
Subsinovyal doku
l.Granulasyon dokusunun proliferasyonu
Normal - 3 -
Hafif 2 5 2
Orta derece 5 - 8
Ciddi 2 1 -
Toplam 9 9 10
ll. Damarlanma
Normal - 2 -
Hafif 1 6 2
Orta derece 4 - 8
Ciddi 4 1 -
Toplam 9 9 10
lll. inflamasyon
Normal - 2 -
Hafif 3 6 1
Orta derece 4 - 5
Ciddi 2 1 4
Toplam 9 9 10
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Sekil-17: Subsinovyal bolgede ciddi vaskularizasyon gorulmektedir (kontrol
grubu), (HE, X100).

Sinovyal doku degisikliklerinin histolojik degerlendirmesinde, sinovyayi
dbseyen huicre tabakasinda hucrelerin hiperplazisi, hipertrofisi, inflamatuar
hidcre infiltrasyonu ve subsinovyal bodlgede granulasyon dokusunun
proliferasyonu, vaskularizasyonu, inflamatuar hicre infiltrasyonunun
incelenmesi ile elde edilen toplam puanlar, kontrol grubunda 12,22 + 3,63,
statin grubunda 4,33 + 2,69 ve tetrasiklin grubunda ise 10,70 + 2,62 olarak
tespit edildi (Tablo-13). Gruplardan elde edilen puanlar istatistiksel olarak
karsilastiriidiginda kontrol grubu ile statin grubu arasinda anlamli fark
saptanirken (p<0,05), kontrol grubu ile tetrasiklin grubu arasinda anlamli fark
gbzlenmedi (p>0,05). Statin grubu ile tetrasiklin grubu arasinda istatistiksel
degerlendirmede statin grubu lehine istatistiksel olarak anlamli fark saptandi
(p<0,05) (Sekil-18).
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Tablo-13: Yoshimi evreleme sistemine gore sinovyal doku degisikliklerinin
histolojik degerlendiriimesi ile her bir grupta elde edilen toplam puanlarin

ortalamasi.

Sinovya degisikligi Kontrol grubu Statin grubu Tetrasiklin grubu

Ortalama puan 12,22 + 3,63 4,33 +2,69 10,70 £ 2,62

14

12 A

10 -

sinovyal doku degisikliklerinin histolojik
degerlendirme ortalama puani

Kontrol grubu Statingrubu Tetrasiklin grubu

Sekil-18: Sinovyal doku degisikliklerinin histolojik degerlendiriimesinden elde
edilen ortalama puanlarin gruplar arasinda karsilastiriimasi. Statin grubunda,
kontrol grubu ve tetrasiklin grubuna gore sinovyayi déseyen hicre tabasinda
hlcre hiperplazisi, hipertrofisi ve inflamatuar hlcre infiltrasyonunda azalma
ve subsinovyal bolgedeki granulasyon dokusunun proliferasyonunda,
damarlanmasinda ve inflamatuar hucre infiltrasyonunda azalma istatistiksel
olarak anlamli idi (p<0,05). Tetrasiklin grubu ile kontrol grubu arasinda fark
saptanmadi (p>0,05). Gruplar arasi sonuglar ortalama puan olarak standart
deviyasyon (SD) ile birlikte verilmistir.

Sinovyal hucre tabakasinin kalinlig1 kontrol grubunda ortalama 14,56 +
2,35 pm, statin grubunda ortalama 10,56 £ 1,01 pym ve tetrasiklin grubunda
12,80 = 0,79 pm olarak olglldld. Sonuclarin istatistiksel olarak
karsilastirlmasinda kontrol grubu ile statin grubu arasinda anlamli fark

saptanirken (p<0,05), kontrol grubu ile tetrasiklin grubu arasinda anlamli fark
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saptanmadi (p>0,05). Statin grubu ile tetrasiklin grubu karsilastirmasinda
statin grubu lehine anlamli fark saptandi (p<0,05) (Tablo-14) (Sekil-19).

Tablo-14: Sinovyayi doseyen hicre tabakasinin kalinhginin

degerlendiriimesi ile her bir grupta elde edilen toplam puanlarin ortalamasi.

Kontrol Statin Tetrasiklin

grubu grubu Grubu

Sinovyaylr doseyen hiicre
14,56 + 2,35 10,56 +1,01 12,80+0,79
tabakasinin kalinhgi (um)

16 7
14 -

12 A
10 A

sinovyal hiicre tabaksinin
ortalama kalinhg

o N B O

Kontrol grubu Statingrubu Tetrasiklin grubu

Sekil-19: Sinovyayl déseyen hucre tabakasinin ortalama kalinliginin gruplar
aras! karsilastiriimasi. Statin grubunda, kontrol grubu ve tetrasiklin grubuna
goére sinovyal doku hilcre tabakasi kalinliginda istatistiksel olarak anlamli
azalma tespit edildi (p<0,05). Tetrasiklin uygulamasi ile kontrol grubu
arasinda fark anlamsizdi (p>0,05). Gruplar arasi sonuglar ortalama puan
olarak standart deviyasyon (SD) ile birlikte verilmistir.
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TARTISMA VE SONUG

Sinovyal eklemleri etkileyen ve progresif seyirli bir hastalik olan OA,
orta ve ileri yas popullasyonda en sik eklem agrisi ve fonksiyonel kayip
nedenidir (51). OA’in nedenlerinin tam olarak anlasilmamis olmasina karsin
eklem kikirdagini ve subkondral kemigi etkileyen biyomekanik stresler ve
eklem kikirdak dokusunda ve sinovyal membranda olusan metabolik
(anabolik ve katabolik) degisiklikler, genetik faktorler ve yas bu hastaligin
olusumunda 6nemli derecede yer almaktadir (52-54). Tek ya da ayni anda
birden fazla eklemi ilgilendiren bu hastalikta ¢ogunlukla diz, kalga, ayak
bilegi, omurga ve el eklemleri tutulmaktadir. Eklem kikirdagina ek olarak
sinovyal doku, baglar, kapsul, kas, subkondral ve metafizial kemikte de
patolojik degisiklikler gérulmektedir (55, 56). Bu hastaligin tedavisinde amacg;
agr ve fonksiyon kaybini gidermektir. Tedavisinde konservatif ve cerrahi
birgok farkli metodun uygulandigi bu olgularda kikirdak hasarini engellemek
veya ilerlemesini yavaslatmak hedeflenmektedir. ileri evre kikirdak hasari
olan OA’ li olgularin cerrahi tedavisinde gunimuzde sik¢a uygulanan ve
basarili orta-uzun dénem izlem sonuglari olan total eklem protezlerinin
gelecek iki dekatta uygulanmasinda alti kata varan oranda artis olacagi
bildiriimektedir. Hastaligin tedavisinde gelisebilecek sorunlar, bu sorunlarin
¢6zUmundeki guglikler ve yuksek maliyet arastirmacilari uygulamasi kolay,
maliyeti disuk ve etkin tedavi yontemlerinin gelistiriimesine yoneltmistir (57,
58).

OA’in patogenezinde bircok farkli etken tanimlanmistir (8, 52).
Viskoelastik ve kompresif 6zellikleri olan kikirdak dokunun bu 6zellikleri hiicre
digi matriks (HDM) yapisinin korunabilmesine baghdir. Normal kikirdak
dokuda HDM metabolizmasi yapim ve yikim iglemlerinin dengede oldugu
dinamik bir surectir. Bu dengenin yikim lehine bozuldugu bir hastalik olan
OA’ te yikima neden olan katabolik enzimlerin sentez ve salinimi artar.
Kikirdak hucreleri ve sinovyal hlcreler Gzerinde travma, mekanik stres ve

inflamasyon katabolik aktivasyona sahip olan IL-1, TNF-a, IL-6 ve NO gibi
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sitokinlerin salinimini uyarir ve katabolik sinyal olusturan bu mediatorlerin
kikirdak matriks yikimina neden olan kolajenaz, jelatinaz, agreganaz, elastaz
ve fibrin yikici stromelisin-1’in olusturdugu matriks metalloproteinazlari
(MMP) aktiflestirdigi gosterilmigtir (8-10). Matriks metalloproteinazlarin
gelisen kikirdak yikimi sonucu eklem igerisine glikozaminoglikan (GAG)
salinimina neden oldugu ve sinovyal sivida sitokinlerin artmasina yol agarak
sinovyal hicrelerde inflamasyon gelismesi sonucu reaksiyonel sinovite sebep
oldug@u bildirilmigtir (6, 59, 60) (Sekil-20).

- Travmave inflamasyon

Asinma .
iL-1 1 b
TNE-a \‘ partikulleri
Serbesl
etalloproteinazlar

Sinovyal dokt O prostoglandin
Stromelisin rad| S

Kollojenaz
Travma Jelatinaz Hyaluronlk asit

Agreganaz yikimi

Sinovyal sivi o
R S ’/’_ >
®  _ & sistein protein
kondrosit
&) uPA @
tPA @
metalloprotelnazlar l - Matnks y|k|m
Subkondral kemik  Fzksel hasar_ 1. “

Mekanik » e TNF'“"'" Kemik rezorpsiyonu

stres  “Sajnflamasyon—— *

Sekil-20: Kikirdak matriks yikiminda rol alan mediatorler (47).

Kikirdak dokuda yikima neden olan mediatorlerin etkilerini
Onleyebilecek, proteolitik enzimleri baskilayabilecek veya matriks sentezini
arttiracak terapotik ajanlar gunumuizde OA tedavisinde koruyucu yontemlerin
gelistirimesinde arastirma konularini olusturmaktadir (1, 7). Son yillarda lipit
dusurtcl ilag olan statinlerin ve antimikrobial bir ajan olan tetrasiklinlerin
antiinflamatuar ve immunomodulator pleotrofik (esas etki disindaki etkiler)
etkilerinin olabilecegi cesitli hastalik gruplarinda ve o&zellikle farkli bag

dokular Gzerinde goésterilmigtir (16, 21, 61-63). Statinlerin kultir ortaminda
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farkli bag dokulari Uzerindeki etkinliginin 2-25 pM araliginda degdisen
dozlarda yapilan ¢alismalarla arastirildigi bildirilmistir (20, 64, 65). Statinlerin
antiinflamatuar etkileri ilk olarak koroner arter hastaliginda, arterial
inflamasyonu azaltmasi ve aterosklerotik plaklari stabilize etmesi ile tespit
edilmistir (16). Pahan ve ark. (21) statinlerin beyin bag dokusundaki
astrositlerden, mikroglialardan ve makrofajlardan, Madonna ve ark. (61)
embriyonik kardiak myoblastlardan ve Wagner ve ark. (62) aortik endotel
hicrelerinden NO salinimini azalttigini veya engelledigini gostermislerdir.
Bununla birlikte Luan ve ark. (14) statinlerin vaskuler duz kaslardan, Molloy
ve ark. (66) karotid plaklardan, Pillinger ve ark. (63) gastrik epitel
hacrelerinden MMP salinimini engelledigini bildirmiglerdir. Takemato ve ark.
(28) statinlerin vaskuler endotel hicrelerinde NO salinimi engelleyerek ve
makrofajlardan MMP salinimini  baskilayarak aterosklerotik lezyonlarin
yikimini engelledigini, bu sayede koroner arter hastaliginda etkili oldugunu
tespit etmiglerdir. Zhao ve ark. (67) hipertansiyonu olan hastalara gunltuk 40
mg simvastatin 1 hafta sure ile uyguladiklari galismalarinda hastalardan elde
ettikleri periferik kanda enzim iligkili immunosorbant assey (ELISA) yéntemi
ile IL-1 konsantrasyonlarini degerlendirmisler ve sonug¢ olarak statinlerin
periferik  mononukleer  hlcrelerden IL-1  salinimini  engellendigini
bildirmiglerdir. Kim ve ark. (20) farelerin akciger dokusundan bronkoalveoler
lavaj ile elde ettikleri alveoler makrofajlara sigara dumanina maruz birakilan
akciger doku orneklerinin eklenmesinden 1 saat 6nce 10 yM simvastatin
uyguladiklari ¢alismalarinda PCR yontemi ile inceledikleri dérneklerde kronik
obstriktif pulmoner hastalikta amfizematdz degisiklilerde 6nemli rol oynayan
MMP-9'un (jelatinaz B) simvastatin tedavisi ile alveoler makrofajlardan
uretimini engelledigini gostermislerdir. Thunyakitpisal ve ark. (64) ise yeni
dogan fare parietal kemiklerinden elde ettikleri drneklere insan osteosarkom
ve fibrosarkom hicrelerini ekledikleri ve 2,5-15 yM dozunda simvastatin
uygulayarak 48 saat inkUbasyon yaptiklari c¢alismalarinda zimografi ve
Western blot yontemi ile kiltir dokusundaki osteoblastlarda ve fibrosarkom
hicrelerinde simvastatinin  MMP-9 mRNA ekspresyonunu baskilayarak

uretimini engelledigini rapor etmiglerdir. Ayrica Henrich ve ark. (65) periferik
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kandan izole ettikleri endotel progenitor hicrelere 5 gin sure ile TNF-a ve 25
MM simvastatin uyguladiklari ¢alismalarinda hicre 6liuminU (apoptozis)
TACS-Annexin-V-FITC analizi ile saptamiglar ve sonug olarak simvastatinin
endotel progenitdor hucrelerde (EPC) TNF-a ile uyarilan hicre o6liuminu
(apoptozis) engelledigini gdstermislerdir.

Tetrasiklinler genis spektrumlu antibiyotikler olup yaygin bir kullanim
alanina sahiptirler. Bu ajanlarin antibiyotik etkileri digsinda antiinflamatuar ve
immunomodulator etkileri ilk olarak Galub ve ark. (15) tarafindan diabetik
farelerde periodantal kolajenaz aktivitenin azaldiginin gosterilmesiyle ortaya
konmustur. Tetrasiklinlerin farkli bag dokulari Uzerindeki etkinliginin
arastinldigi galismalarda 10-100 mg araliginda degisen dozlarda
intraperitoneal ve oral olarak uygulandidi bildirilmistir (18, 19, 68). Kuguk ve
ark. (18) farelerde renal reperflzyon yaralanmasi olusturduklari
calismalarinda intraperitoneal olarak 10 mg/kg doksisiklin ile tedavi edilen
grupta MMP-2, IL-1, IL-6, TNF-a etkisinin belirgin olarak azaldigini, bununla
birlikte apoptotik hlcrelerde belirgin azalma goézlendigini tespit etmislerdir.
Lavieno ve ark. (68) kronik blefaritli hastalarda 4 hafta 100 mg doksisiklin
uyguladiklari ¢alismalarda MMP-9 aktivitesinin anlamli olarak azaldigini
bildirmiglerdir. Huang ve ark. (19) ise farelerde deneysel inflamatuar kolit
gelistirdikleri ¢alismalarinda intraperitoneal olarak 30 mg/kg tetrasiklin
uygulamasinin intestinal dokularda iINOS ekspresyonunu engelledigini,
proinflamatuar sitokin olusumunu azalttigini ve MMP-2, 3, 9 ve 13 mRNA
transkripsiyonunu engelledigini gostermislerdir. Bu c¢alismalar 1si1ginda
statinlerin ve tetrasiklinlerin 6zellesmis bir bag dokusu olan kikirdak dokusu
uzerinde de etkisinin olabilecegi ve OA gelisimini yavaglatabilecegi veya
engelleyebilecegi dustnulmis ve bununla ilgili kisith sayida ¢alisma
yapilmistir (6, 17, 22-26). Yapilan calismalar 6zellikle in vitro ortamda OA
patogenezinde rol oynayan sitokinlerin ve bu sitokinler ile aktive olan
MMP’larin  belilenmesine yoneliktir. Fakat bu c¢alismalarin birgogunda
statinlerin ve tetrasiklinlerin kikirdak doku Uzerinde makromorfolojik ve
histomorfolojik degisiklikleri incelenmemigtir. Bunun igin ¢alismamizda

deneysel tavsan modelinde 6n ¢apraz bagi keserek olusturulan erken dénem
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osteoartritte intraartiktler statin ve tetrasiklinlerin kikirdak doku Uzerinde in
vivo etkinligini kontrol grubu ile karsilastirilarak makroskopik ve mikroskobik
olarak incelendi.

Yavas seyirli bir hastalik olan osteoartritin gelisimi, ilerlemesi ve
tedauvisi ile ilgili deneysel arastirmalari insanlarda yapmanin etik olmamasi ve
kikirdak dejenerasyon slrecinin uzun olmasi nedeniyle cesitli deneysel
modeller gelistiriimigtir (69-72). Uygun deneysel OA modeli; ekonomik,
uygulamasi kolay, tekrarlanabilir olmali degerlendirme igin yeterli miktarda
doku elde edilmesine olanak saglamali, mekanizma ve histopatolojik
degisiklikler agisindan insanlarda gelisen osteoartrite benzer O6zellikte
olmalidir. Kopek, at, fare ve tavsan gibi farkh bircok deney hayvaninin
kullanildigi bu modellerde OA gelistrmek amaciyla immobilizasyon,
menisektomi, ekstremite denervasyonu, kimyasal ajanlar ve eklemi instabil
hale getiren yontemler uygulanmistir (69, 70, 72-74). Evans ve ark. (75) fare
dizlerinde immobilizasyon uygulayarak olusturduklari modelin insan
OA’indeki sureg ile benzer oldugunu belirtirken Yoshioko ve ark. (45) ise bu
modelde kikirdak onarim 0&zelliklerinin insandaki spontan OA’ten farkli
olabilecegini ayrica parsiyel medial menisektomi yodntemi ile gelistirilen
osteoartritik  degigikliklerin de ¢ok yavas progresyonlu oldugunu
belirtmiglerdir. Hulth ve ark. (70) bu sureci hizlandirmak amaciyla total medial
menisektomi ile birlikte i¢ yan bag ve her iki capraz bagdi keserek
olugturduklari modelde, uygulanan cerrahi islem sonrasi gelisen yogun
inflamasyonun, eklem ¢evresinde fibrozise ve buna bagl hareket kisitlihgina
neden olmasi sonucu OA modelinde meydana gelen dejeneratif
degisikliklerin degerlendirme igin yeterli dizeyde olmadigini bildirmiglerdir.
Eklem stabilizasyonunu azaltarak biyomekanik yuklenmeleri degistiren 6n
gapraz bag kesilmesi yontemi ise uygulamasi kolay, komplikasyonu az olup
insandakine benzer Ozellikte osteoartritik degisiklikler gelistirmesi nedeniyle
farkl bircok deneysel ¢alismada tercih edilen yontem olmustur (69, 76, 77).

Deneysel OA modellerinde kullanilacak hayvan tlrinin de calisma
sonuglarini degerlendirmede etkili olabilecegi belirtiimektedir (49, 69). ideal

deney hayvani, biyomekanik olarak insan eklemi ile benzer 6zellikler tagiyan,
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OA olusturmak amaciyla yapilacak cerrahinin kolayca uygulanabilecedi,
degerlendirme igin yeterli doku teminine olanak veren, ucuz ve bakimi kolay
olarak tanimlanabilir. Pond ve Nuki (78), kopeklerde OCB'I keserek
olusturduklari OA modelinde, gelisen dejeneratif degisikliklerin insandakine
benzer 0&zellikte oldugunu gdstermelerine karsin, kopeklerin cerrahi
uygulanmis ekstremitelerine ylik vermeden hareket edebilme vyetenegi
tasimasi ve maliyetin yiksek olmasi nedeniyle calismalarda daha az tercih
nedeni oldugu bildiriimektedir (49). insan dizi ile benzer yapisal ozellikler
gOsteren ve cerrahi uygulanmis ekstremitesini de hareket sirasinda kullanan
tavsanda ise 6n g¢apraz bag kesilmesi sonrasi kikirdak dokuda gelisen erken
donem degisikliklerin yavas seyretmesi ve morfolojik o6zelliklerinin
insanlardaki osteoartrit ile uyum gostermesi, bu modelin deneysel
calismalarda sik¢a tercih edilmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte,
tavsan dizlerinde kuguk bir insizyondan medial menisklse zarar vermeden
OCB’In kesilebilmesi, ameliyat sonrasi kanama ve sinovitin az olmasi ve
kikirdak dejenerasyonunun kademeli olarak gelismesi, bu modelin ek
avantajlari olup uygulanan ajanlarin terapdtik etkinligini degerlendirmede
segilebilir bir yontem oldugu belirtimektedir (49, 79). Statinlerin ve
tetrasiklinlerin kikirdak ve sinovyal doku Uzerindeki etkinliklerinin kontrol
grubu ile karsilastirilarak degerlendirildigi bu c¢alismada deneysel OA
olusturmak amaciyla tavsanlarda OCB’in kesildigi model kullanildi.

Erken donem OA'te goérulen hlcre dansitesinde azalma, yuzeyel
kikirdak tabakasinda bozulma veya fibrilasyonun olusmasi igin deneysel
modellerde farkli sureler kullaniimigtir (45, 69, 77). Tavsan diz ekleminde
OCB kesilmesi sonrasi erken dénem osteoartritik degisikliklerin gelismesi igin
gereken bu surenin genellikle 6-8 hafta oldugu belirtiimektedir (80). Yoshioka
ve ark.’nin (45) 30 tavsani 3 gruba ayirdiklari ve OCB kesimi sonrasi
osteoartritik degisiklikleri 4, 8 ve 12. haftalarda degerlendirdikleri
calismalarinda, erken donem degisikliklerin 4. haftada basladidini ancak
hi¢bir deney hayvaninda kikirdak tabakalarinda tam kat tutulum olmadigini, 8
ve 12. haftalarda ise tavsanlarin % 50’sinde tam kat tutulumun géraldaguna

tespit etmiglerdir. Papaioannou ve ark. (69) ise ayni modeli kullanarak
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yaptiklari calismalarinda erken donem degisikliklerin ilk 8 haftada hizla
gelistigini, 16. haftadaki degerlendirmelerinde ise onarim surecine bagh
olarak progresyonun azaldigini, 8 ve 16. haftalarda makroskopik ve eklem
kikirdak morfolojisinin mikroskobik degderlendirme sonuglari arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamsiz oldugunu bildirmiglerdir. Calismamizda deneysel
OA modelinin gelismesi i¢cin 12 hafta kullanilmis olup bu sure sonunda
incelenen kontrol grubu kikirdak dokusunun tium tabakalarinda dejeneratif
degisikliklerin gelistigi tespit edilmigtir.

Deneysel OA modellerinde kikirdak ve sinovyal dokularin
degerlendirmesinde birgok evreleme sistemi kullaniimaktadir. Her sistemin
avantaj ve dezavantajlari mevcuttur. ideal evreleme sistemi objektif
degerlendirme kriterleri icermeli ve kullanimi kolay olmalidir. Kikirdak ve
sinovyal dokunun histopatolojik incelemesinde Mankin, Mendolson, Yoshimi,
Sellers, Wakitani, Pineda degerlendirmeleri ve bunlarin modifikasyonlari
bircok calismada kullaniimistir (48, 49, 81-84). Bu degerlendirme sistemleri
kikirdak ve sinovyal dokudaki dejeneratif degisiklikleri 1s1k mikroskobu ile
histopatolojik ve histokimyasal 6zelliklerini kriter alarak kullanan yari kantitatif
degerlendirme yontemleridir. Degerlendirme sistemlerinde subjektif hatalari
azaltmak ve histolojik bulgularin kantitatif olarak degerlendirilmesini
saglamak amaciyla son yillarda histomorfometrik analizler g¢alismalarda
kullaniimaktadir (45). Bununla birlikte bu analiz yontemlerinin ek donanim,
tecrubeli ekip ve buna paralel olarak ek maliyet gerektirmesi kullanimlarini
kisittamaktadir. Calismamizda kullanimi kolay olan, kikirdak ve sinovyal
dokudaki degisiklikleri yar kantitatif olarak degerlendiren modifiye Mankin
(48) ve Yoshimi (49) evreleme sistemleri kullanilmigtir.

Osteoartrit tedavisinde guncel yaklasim olan kikirdak koruyucu
ajanlarin etki glct ve mekanizmasi ile ilgili farkli gérusler ortaya surlimustar
(6, 22-26). Son yillarda kolesterol dugurtcu statinlerin ve antimikrobial ajan
olan tetrasiklinlerin antiinflamatuar ve immunomodulator pleotrofik etkilerinin
cesitli hicre tiplerinde ve bag dokularinda etkinliginin gosterilmesi ile bu iki
ilacin osteoartritte kikirdak koruyucu ajan olarak kullanabilecegdi gindeme

gelmistir. Birgok calismada kikirdak yikiminda matriks metalloproteinazlarin
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onemli roll oldugu gdsterilmistir (6, 22, 24). Bu yikici proteolitik enzimlerin
kondrositlerin aktive edici sitokinlerle uyariimasi sonucu Uretilip, salgilanarak
kikirdak matriksin tim komponentlerinin yikimina neden oldugu tespit
edilmigtir (22). Arastirmacilar OA mekanizmasinda rol oynayan IL-1, IL-6 ve
NO gibi sitokinlerin ve bunlarin aktive ettigi matriks metalloproteinazlarin
etkilerini molekuler dizeyde ve ¢odunlukla kikirdak kultlrt Gzerinde yaptiklar
caligmalarla arasgtirmislardir (6, 22, 24). Simopoulou ve ark. (24) primer
osteartritli hastalardan aldiklari kikirdak orneklerine kaltir ortaminda 2 gin
sure ile 50 yM statin uygulayip statinlerin inflamatuar sitokinlerin ve proteolitik
enzimlerin  Uretimi  Uzerine etkilerini  degerlendirmek igin reverse
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve Western blot analizi
kullandiklari ¢calismalarinda; bu ajanin IL-1 Uretimini azalttigini ve MMP-13
MRNA transkripsiyonunu engelledigini bildirmislerdir. Lazzerini ve ark. (22)
osteoartritik kalca kikirdak dokusundan elde ettikleri o6rneklere kultar
ortaminda IL-1 ve statin ekleyerek 48 saat inkubasyon vyaptiklari
calismalarinda ELISA yontemi kullanarak kondrositlerde MMP-3 (retiminin
engellendigini gostermislerdir. Leung ve ark. (85) farelerde 0 ve 21. ginde
intradermal olarak sigir tip Il kolajeni uygulayarak olusturduklari artritte 21.
guinden itibaren 14 glin sure ile intraperitoneal 40 mg/kg simvastatin
uygulamasi sonrasi bu ajanin kolajen spesifik Th-1 humoral ve seltler immun
yaniti baskiladigini, anti-CD3 ve anti-CD28 proliferasyonunu azalttigini ve
mononukleer hucrelerden IFN-y salinimini engelledigini gostermislerdir. Bu
molekuler dizeyde tespit edilen etkilerin kikirdak doku yikimini engelledigini
gOstermek icin kikirdak doku incelemesi yaptiklarinda simvastatinlerin
kikirdak yuzey erozyonunu ve GAG kaybini anlamli olarak azalttigini tespit
etmislerdir. Akasaki ve ark. (6), 6n c¢apraz bagi keserek osteoartrit
olusturduklari tavsan diz modelinde 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml ve 0,5 mg/ml
dozunda 0,2 ml/kg olacak sekilde eklem i¢i mevastatin uyguladiklari
calismalarinda makroskopik ve histolojik olarak inceledikleri kikirdak dokusu
tabakalarinda tam kat erozyonun ve subkondral kemik erozyonunun
azaldigini ve kikirdak doku yapisinda tam dezorganizasyonunu ve

tabakalarda hiposeluleriteyi engelledigini gdstermislerdir. Ayrica sinovyal
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dokunun ELISA ve RT-PCR ydntemi ile incelenmesi sonucunda monosit
kemotaktik protein-1 (MCP-1), IL-1, MMP-3 ve MMP-13 gen ekspresyonlarini
engelleyerek Uretimlerini azalttigini géstermiglerdir. Shlopov ve ark. (23) total
diz replasmani yapilan hastalardan elde ettikleri kikirdak doku 6rneklerini 24
saat serbest kiltur ortaminda bekletip 24 saat ise TNF-a ile uyararak 0,1
pgg/ml, 10 pyg/ml ve 50 pg/ml doksisiklin ile inkibe ettikleri g¢alismalarinda,
Northern blot ve Western blot analizi ile dederlendirme sonuglarinda MMP-13
uzerinde 50 pg/ml dozun %84, 10 pg/ml dozun %72 ve 0,1 ug/ml dozun ise
sadece %40 azalmaya neden oldugunu, MMP-1 Gzerinde ise sirasiyla %88,
%72, %58 azalmaya neden oldugunu tespit etmisler ve doksisiklinin
etkilerinin doz bagimli oldugu sonucuna varmiglardir. Bowyer ve ark. (26)
guinea farelerinde 66 gun subkutan olarak tetrasiklin enjeksiyonu sonrasi
florokin assey ile kikirdak degerlendirmesinde MMP-13 ve 8 aktivitesinde
%100, MMP-9 aktivitesinde %65 ve MMP-1 aktivitesinde %24 azalma tespit
etmiglerdir. Sonug¢ olarak tetrasiklinlerin matriks metalloproteinazlar Uzerine
segici etkilerinin oldugunu bildirmislerdir. Vidal ve ark. (25) galismalarinda
tetrasiklinlerin C-4 dimetilamino grubunun koternizasyonu sonucu kimyasal
olarak modifiye edilmis formunun kikirdak matriksinde daha iyi konsantre
oldugunu ve bunlarin kikirdak doku Uzerinde etkilerinin  normal
tetrasiklinlerden anlamli olarak daha fazla oldugunu belirtmiglerdir. De Beri ve
ark. (17) ise guinea farelerinde yaptiklari ¢alismalarinda 3 gruba ayirdiklari
tavsanlari  kimyasal olarak modifiye edilmis 12a deoksi 4-
dedimetilaminotetrasiklin ve doksisiklin ile oral olarak tedavi uygulamislar ve
kimyasal modifiye ajanin kikirdak dokuda tidemark yapisini korudugu,
fibrilasyonu, kikirdak eburnasyonunu ve subkondral sklerozu anlamli olarak
azalttigini belirtirken doksisiklin ile tedavi edilmis grubun kontrol grubu ile
karsilastirmasinda histolojik ve biyokimyasal olarak hic bir fark
saptamadiklarini  bildirmiglerdir. Tetrasiklinlerin intraartikiler uygulama
orneklerinin olmamasi ve g¢alismamizin doz belirleme c¢alismasi olmamasi
nedeniyle tetrasiklin dozunu, etkinligi gosterilmis olan statin dozuna benzer
miktarda uyguladik. Bu c¢alismada, OA patogenezinde rol oynayan

inflamatuar sitokinlerin ve proteolitik enzimlerin Uretiminde statin ve
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tetrasiklinlerin bircok calismada g0steriimis olan etkinliginin, gelistirilen
deneysel OA modelinde intraartikller uygulanarak kontrol grubuna goére
kikirdak ve sinovyal dokuda makroskopik ve histolojik dlizeyde koruyucu
etkileri degerlendirildi.

Calismamizda intraartikuler uygulanan statin ve tetrasiklinin etkinliginin
makroskopik degerlendirmesinde, kontrol grubunda tavsanlarin %77’ sinde
kikirdak doku derin tabaka ve subkondral kemikte erozyon ile seyreden ileri
evre osteoartritik degisiklikler saptanmis olup statin grubunda ise tavsanlarin
higbirisinde ileri evre osteoartritik degisiklik tespit etmedik. Bu grupta kikirdak
doku lezyonlarinin sadece minimal fibrilasyon dizeyinde oldugu tespit edildi.
Tetrasiklin grubunda ise tavsanlarin % 50’sinde kikirdak doku ve subkondral
kemikte erozyon (ileri evre) gdzlendi. Sonug olarak statinlerin makroskopik
kikirdak doku vyapisinda belirgin olarak derin tabaka erozyonunu ve
subkondral kemik erozyonu engelledigi tespit edildi (p<0,05). Buna karsin
tetrasiklinlerin ileri evre osteoartritik degisiklikler Uzerine etkisinin anlaml
olmadigi gézlendi (p>0,05).

Calismamizda kikirdak dokunun histolojik ve histokimyasal
degerlendirmesinde femur medial kondil kikirdak tabakalarindaki yapisal
degisikliklerin incelemesinde, kontrol grubunda %33 tam dezorganizasyon ve
%33 transizyonel tabakada yarik saptanirken statin grubunda %44 normal
kikirdak yapisi ve %56 hafif ylzey dizensizligi gozlendi. Bununla birlikte
tetrasiklin grubunda ise transizyonel, radyal ve kalsifiye tabakada tavsanlarin
%60’ Inda yarik tespit edildi. Kikirdak doku hicresel incelemesinde ise kontrol
grubunda tanjansiyel tabakada %44 hicre kaybi, transizyonel ve radyal
tabakada %33 hlcre kaybi tespit edilirken; Statin grubunda tanjansiyel
tabaka tum deneklerde normal saptanmig olup transizyonel ve radyal
tabakada sadece hafif hipersellulerite gbzlendi. Tetrasiklin grubunda
tanjansiyel tabakada %60 hlcre kaybi tespit edildi. Tidemark yapisi ve
pannus olusumuna bakildiginda statin grubunda tim tavsanlarda pannus
gelismedigi ve tidemarkin intakt oldugu gdzlenirken tetrasiklin grubunda %40
¢ok seviyeli tidemark yapisi, kontrol grubunda ise %33 belirsiz tidemark

yapisi tespit edildi. Calismamizda kikirdak dokusunun histolojik incelenmesi
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sonucunda; statinlerin normal kikirdak yapisini ve butinluguni kontrol
grubuna gore belirgin olarak korudugu, kikirdak htcre kaybini anlamli olarak
azalttigr tespit edildi. (p<0,05). Tetrasiklin ve kontrol grubu arasinda fark
olmadigi gozlendi (p>0,05). Akasaki ve ark. (6), ¢calismalarinda statini en
yuksek 0.5 mg/ml dozunda 0,2 ml/kg olacak sekilde uyguladiklari 3. gruba ait
bulgulari kontrol grubu ile kiyasladiklarinda makroskopik dejeneratif
degisikliklerin %33, histolojik degisikliklerin %37 oraninda ve sinovyal doku
degdisikliklerinin  de %34 oraninda engellendigini  gdstermiglerdir.
Calismamizda statini 0,4mg/ml/kg dozunda kullandigimiz statin grubunda
elde edilen bulgular kontrol grubu ile kiyaslandiginda makroskopik
lezyonlarin %80 oraninda, kikirdak dokudaki histolojik dedisikliklerin %85
oraninda ve sinovyal doku inflamasyonunun %65 oraninda engellendigi tespit
edildi. Calismamizda elde edilen bu bulgularin oraninin yuksek olmasinin
nedeninin kullanilan statin dozu ile iligkili oldugu kanisindayiz.

Calismamizda kikirdak dokunun  makroskopik, histolojik ve
histokimyasal degerlendirmesinde statinlerin etkin sekilde osteoartritik
degisikliklerin gelisimini engellemesinin, daha once birgok ¢alismada
gosterildigi gibi osteoartrit patofizyolojisinde de rol oynayan uyarici
sitokinlerin (IL-1, IL-6, TNF-a) ve bu sitokinlerin salinimi sonucu aktiflesen
matriks metalloproteinazlarin (MMP) baskilanmasi ve ayni zamanda hucre
olumu (apoptozis) oraninin azaltiimasi ile iliskili oldugu kanisindayiz. Kikirdak
doku lezyonlari gelisimi Uzerine koruyucu etkinligi birgok ¢alismada
gosterilmis olmasina karsin calismamizda tetrasiklinlerin etkinligi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda fark tespit edilmedi. Bunun nedeni olarak bu
ajanlarin in vivo etkinliginin olmamasi ve intraartikller uygulama igin elverisli
olmamasindan kaynaklanmis olabilecedi kanisindayiz. Ayrica bazi
calismalarin gostermis oldugu gibi ¢alismamizda da tetrasiklinin farkl
dozlarinin kullanilmamasindan dolayi doz badimli etkisinin olabilecegini ve
kullanilan doksisiklinin kimyasal olarak modifiye edilmig ajan olmamasinin da
bu sonugclara yol agabilecegini disinmekteyiz.

Kikirdak dokusunda kompresif ylklenmelere kargi dayaniklihgi

saglayan oOnemli molekullerden birisi de glikozaminoglikanladir (86-88).
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Osteoartrit gelisen eklemlerde kikirdak dokuda agreganaz ile proteoglikan
yikimi  oldugu ve GAG saliniminda artma go6zlendigi bildirilmistir.
Calismamizda proteoglikan yikimi ve salinimi indirekt olarak safranin — O
tutulumu ile degerlendirildi. Buna goére kontrol grubunda % 55 oraninda orta-
ciddi derecede proteoglikan kaybi gozlenirken, statin grubunda ise % 85
oraninda kikirdak dokunun proteoglikan igeriginin korundugu tespit edildi.
Tetrasiklin grubunda % 40 oraninda ciddi derecede GAG kaybi tespit edildi.
De Bri ve ark. (87) deneysel hayvan modeli ¢alismalarinda doksisiklin ile
tedavi uyguladiklari deneklerin kikirdak dokusunun GAG igeriginin kontrol
grubundan farksiz oldugunu ve doksisiklin kullaniminin etkin olmadigini
bildirirken, Blumberg ve ark. (86) duslk ve yuksek enerjili travma uygulanan
kikirdak dokusundan elde edilen kulltir ortaminda yaptiklari in vitro galismada
2 hafta doksisiklin uygulamasi sonucu dusuk enerjili travma uygulanan grupta
doksisiklinlerin kikirdak doku GAG igeriginin korunmasinda etkili oldugunu
yuksek enerjili travma uygulanan grupta ise etkili olmadigini bildirmislerdir.
Calismamizda kontrol grubu ile tetrasiklin grubu kikirdak doku GAG igerigi
kaybi yonunden karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz
oldugu goézlendi (p>0,05). Statin grubunda ise kikirdak doku proteoglikan
iceriginin korunmasinin kontrol ve tetrasiklin grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). Statinlerin belirgin sekilde katabolik
matriks metalloproteinazlarin (MMP) Uretimini ve salgilanmasini engelleyerek
GAG yikimini azaltigi ve bu nedenle kikirdak proteoglikan igeriginin
korunmasini sagladigi dusuncesindeyiz.

Osteoartritte kikirdak doku ile birlikte sinovyal doku da etkilenmektedir.
OA’in non-inflamatuar artrit olarak isimlendirilmesi sinovyal dokudaki I0kosit
sayisinin < 2000/mm? den az olmasi ile karakterizedir. Fakat OA Kklinik
bulgulari olan sislik, efuzyon ve sertlik sinovyal inflamasyonun varhgdini
yansitmaktadir. Artroskopik calismalarda, OA hastalarinin %50 sinden
fazlasinda sinovyal dokuda proliferatif ve inflamatuar degisikliklerin gézlendigi
bildirilmistir (89). Sinovyal dokuda histolojik olarak sinovyal hipertrofi,
hiperplazi ve subsinovyal dokuda inflamatuar hlcre infiltrasyonunun

meydana gelmesi sonucunda aktive olan sinovyal hlcrelerden proteolitik
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enzimlerin ve sitokinlerin salgilandigi belirtiimigtir (89, 90). Bondeson ve ark.
(90) osteoartritte belirgin sekilde sinovyal inflamasyonla birlikte sinovyal
dokunun doseyici hucrelerinde hiperplazi ve yogun inflamatuar hicre
infiltrasyonunun meydana geldigini gostermigledir. Bu calismalarda OA’ in
sadece kikirdak hucrelerindeki yikim ve yapim dengesinin bozulmasi sonucu
olmadig! ve dejeneratif osteoartritin patomekanizmasinda sinovyal dokunun
da onemli katkisinin oldugu o6ne sdrulmustar. Birgok calismada OA
patomekanizmasinda kikirdak dokusu Uzerine galisma yapilmis ve sinovyal
dokunun etkisi incelenmemistir. Akasi ve ark. (6) statinlerin kikirdak dokuda
IL-1, MMP-3 ve MMP-13 salinimini ve uretimini engellemedigini gosterirken
sinovyal dokuda uyarici sitokinlerin ve katabolik matriks metalloproteinazlarin
(MMP) salinimini azalttigini bildirmislerdir. Borderie ve ark. (91) osteoartrit
nedeniyle eklem cerrahisi yapilan hastalardan elde ettikleri sinovyal doku
orneklerinin IL-1 ve TNF-a ile uyarilan kultir ortamina tetrasiklin uygulayip
sinovyal dokulari florometrik ve immunoblot analizi kullanarak inceledikleri
¢alismalarinin sonucunda tetrasiklinlerin iINOS sentezini azalttigini ve bu
etkinin doz bagimli oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda sinovyal doku histopatolojik degisiklikleri ve sinovyal
doku kalinliginin degerlendirmesi sonucunda kontrol grubunda %77 oraninda
orta ve ciddi hlicre hiperplazisi, %77 oraninda orta ve ciddi hlcre hipertrofisi
ve %66 oraninda orta ve ciddi derecede inflamatuar hulcre infiltrasyonu
saptanirken, statin grubunda %33 oraninda normal hilcre yapisi, %44
oraninda hafif hiperplazi ve %33 oraninda hafif, %11 oraninda ciddi
inflamatuar  hucre  infiltrasyonu  tespit  edildi. Tetrasiklin  grubu
degerlendirmesinde %40 oraninda orta-ciddi derece hlcre hiperplazisi, %40
oraninda orta-ciddi derecede hicre hipertrofisi ve %80 oraninda orta derece
inflamatuar hucre infiltrasyonu goézlendi. Subsinovyal doku, granilasyon
dokusu proliferasyonu, vaskullarizasyonu ve inflamatuar hdcre infiltrasyonu
yonunden degerlendirildiginde, statin grubundaki degisikliklerin kontrol ve
tetrasiklin grubuna goére az oldugu ve degisikligin istatistiksel olarak anlaml
oldugu tespit edildi (p<0,05). Sonug¢ olarak statinlerin kikirdak doku

uzerindeki etkinliklerinin yaninda sinovyal inflamasyonu anlamli derecede
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azalttigr gozlendi (p<0,05) Calismamizda statinlerin sinovyal inflamasyonu

engellemesinin, birgok calismada gosterilen uyarici sitokinleri, katabolik

enzimleri ve MCP-1 Uretimini azaltarak etkiledidi kanisindayiz.

Bu calismada;

1-

2-

OCB kesilmesi ile olusturulan deneysel OA modelinin terapotik
ajanlarin etkilerinin degerlendiriimesinde uygun bir ydontem oldugu
Statin ve serum fizyolojik (kontrol) uygulamalarinin kikirdak doku
Uzerine olan etkileri karsilastirildiginda statinlerin  kondroprotektif
etkinliginin istatistiksel olarak anlamli oldugu

Statinlerin  bu kondroprotektif etkilerini proinflamatuar sitokinleri
baskilayarak ve proteolitk MMP’larinin  Gretim ve salinimini
engelleyerek ve apoptozisi durdurarak gergeklestirdigi

Statinlerin ayni zamanda osteoartrit gelisiminde 6nemli rol oynayan
sinovyal dokuda sinovyayr doseyen hucrelerdeki reaksiyonel
degisiklikleri ve inflamatuar hicre infiltrasyonunu azaltarak dejeneratif
degisikliklere yol agan sinoviti engelledigi

Deneysel OA modelinde intraartikller uygulanan statinlerin kikirdak ve
sinovyal dokuda gelisen makroskopik ve histolojik degisiklikleri
engelleme oraninin kullanilan doz ile iligkili oldugu kanisindayiz.
Tetrasiklinler ve serum fizyolojik (kontrol) uygulamalarinin kikirdak
doku Uzerine olan etkileri karsilastirildiginda tetrasiklinlerin
kondroprotektif etkinliginin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
Tetrasiklinin etkinliginin az olmasinin; in vivo ve intra-artikiler
uygulamada yetersizligi, kimyasal olarak modifiye edilmis form
gerekliligi ve doz bagimli etkisinin oldugu kanisindayiz.

Sonug olarak statinin kondroprotektif etkisinin oldugu, farkli kimyasal

uygulamalardan gegirilerek terapétik etkisinin arttirilmasi ile OA tedavisinde

guncel yaklagimlardan biri olabilecedi ve bu etkilerinin in vivo ¢alismalarla

birlikte klinik, makromorfolojik, histopatolojik, histomorfometrik ve molekuler

dizeyde arastirmalarin yapilmasi ile belirgin olarak ortaya konabilecedi

kanisindayiz.
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