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OZET

Bu calismada erken dénem deneysel osteoartrit modelinde intraartiktler
uygulanan insan Amniotik Sivisi (IAS) ve Hyalronik Asit'in (HA) kikirdak ve
sinovyal doku Gzerine etkilerinin karsilastiriimasi amaclandi.

Osteoartrit olusturmak amaciyla én ¢apraz bagi kesilen 30 tavsan (¢
gruba ayrildi. Grup I'e serum fizyolojik, Grup II'ye HA, Grup lIl'e IAS, birer
hafta ara ile 3 kez intraartikller uygulandi. Tavsanlar 12.haftada sakrifiye
edilerek kikirdak doku makroskobik, histopatolojik, imminohistokimyasal,
sinovyal doku ise histopatolojik olarak degerlendirildi ve hlcre tabakasi
kalinligi 6lctldi. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Makroskobik degerlendirmede ortalama puanlar Grup | de 3,8 (3-4) ,
Grup Il de 1,4 (0-4), Grup Ill te 2,3 (0-4) olarak bulundu. Grup I ile Grup Il
arasindaki fark anlamhydi (p=0.008).

Kikirdak doku histopatolojik degerlendirmesinde femur medial kondil igin
Grup |, Il, lIl'teki degerler sirasi ile ortalama 28,85 (28-30), 10,83 (2-28) ve
19,37 (10-30), tibia medial plato icin ise sirasiyla ortalama 22 (16-28), 9 (0-
16) ve 12,25 (4-28) olarak bulundu. Grup I'deki puanlar Grup Il ve Grup lIl’'e
gbre anlamliydi (p=0.005).

immunohistokimyasal degerlendirmede gruplarin degerleri sirasiyla
ortalama femur ylzeyel tabakada 3,86 (3-4), 1,71 (0-4) ve 1,25 (0-3) (Grup |
icin p<0.05), femur derin tabakada 2,14 (0-4) , 0,57 (0-1), 0,13 (0-1) (Grup |
icin p<0.05) iken tibia ylzeyel tabakada 2,43 (1-4), 1,14 (0-4), 0,63 (0-1)
(Grup | ile Grup lll arasinda p<0.05), tibia derin tabakada 1 (0-1), 0,43 (0-3) ve
0 (p>0.05) olarak bulundu.

Sinovyal doku histopatolojik degerlendirmesinde gruplardaki puanlar
sirasi ile ortalama 9,14 (1-14), 3,83 (0-9) ve 8,87 (4-13) idi. (Grup Il igin
p<0.05). Sinovyal hiicre tabakasinin kalinhg ise sirasiyla ortalama 28 um (15-
38), 28,3 um (20-35) ve 36,3 um (30-40) olarak élctildi. (Grup Il igin p<0,05).

Sonug olarak, kondroprotektif etkisi HA ile karsilastirilabilir dizeyde olan
IAS’In farkl kimyasal islemlerden gegirilerek terapotik etkisinin arttiriimasi ile
OA tedavisinde glncel yaklagsimlarindan biri olan kikirdak koruyucu ajanlara

alternatif bir ydntem olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: insan amniotik sivisi, Hyaliironik Asit, Apopitoz,

Caspase-3, Deneysel osteoartrit, Kikirdak koruyucu etki
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SUMMARY

COMPARISON OF CONDROPROTECTIVE EFFECT OF INRAARTICULAR
HYALURONIC ACID AND HUMAN AMNIOTIC FLUID INJECTION ON
RABBIT EXPERIMENTAL OSTEOARTHRITIS MODEL

Purpose of this study is to compere the effect of intraarticullary applied
human amniotic fluid and hyalurinic acid on cartilage and synovial tissue at

early stage experimental osteoarthritis.

30 rabbits whose anterior criciate ligaments cut for osreoarthritis were
divided into 3 groups. SF to Group I, HA to Group Il and HAF to Group llI
were applied intraarticullarly once for a week for 3 times. All rabbits were
sacrified at 12.th week. Chondral tissiues were evaluated with
macroscopically, histopathologically, immunohistochemically and synovial
tissues were evaluated with histopathologically. Synovial cell layer thickness
was measured. Results were evaluated statistically.

Avarage values at macroscopic evaluation were 3,8 (3-4) at Group |, 1,4
(0-4) at Group Il and 2.3 (0-4) at Group Ill. There was stastitically acceptible
difference between Group | and Group 11(p=0.008)

Avarage values at histopathological evaluation of femur medial condyl
cartilage tissue were 28,85 (28-30)at Group |, 10,83 (2-28) at Group II, 19,37
(10-30), at Group lll. avarage values for tibia medial condyl were 22 (16-28)
at Group |, 9 (0-16) at Group Il, 12,25 at Group Il results of Groupl were

significiantly different from Group Il and Group Il

At immunuhistochemical evaluation; avarage values for femural
superficial layers were 3,86 (3-4) at Group |, 1,71 (0-4) at Group Il, 1,25 (0-3)
Group 1ll.(p<0,05 for Group |) avarage values for femoral deep layers were
2,14 (0-4) at Group 1, 0,57 (0-1)at Group Il, 0,13 (0-1) at Group Il .(p<0,05 for
Group ) With immunuhistochemical evaluation; avarage values for tibial
superficial layers were 2,43 (1-4) at Group |, 1,14 (0-4) at Group Il, 0,63 (0-1)
Group Ill.(p<0,05 between Group | and lll) avarage values for tibial deep
layers were 1 (0-1) at Group |, 0,43 (0-3) at Group Il, 0 at Group Il (p>0,05).

Key words: Human Amniotic Fluid, Hyaluronic Acid, Apoptosis,
Caspase-3, Experimental Osteoarthritis, Cartilage Protect Effect
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GIRiS

Degisen yasam sekli ve yasam sUresinin uzamasi ile gérilme sikhgi artan,
agn ve fonksiyon kaybina neden olarak aile, toplum ve ekonomiyi olumsuz yénde
etkileyen, eklem kikirdaginin dejenerasyonuyla karakterize bir hastalik olan
primer osteoartritin (OA) tedavisinde uygulanan lokal ve sistemik ajanlarla
kikirdaktaki hasarin gelisimini engellemek, ilerleyisini yavaglatmak veya
durdurmak amaglanmaktadir(1).

Hlcreler ve ekstraselliler matriks arasindaki yapim-yikim dengesinin
bozulmasi sonucu meydana gelen OA’te matriks yapimini azaltan ya da yikimi
artiran bircok faktor tanimlanmistir (1). Baslangigta kikirdak dokudaki bu
dengenin bozulmasinda ekstraselliler matriks komponentlerini yikan kollajenaz,
jelatinaz, agrekanaz, elastaz ve fibronektin-yikici stromelisin-1 gibi matriks
metalloproteinaz (MMP) enzimlerinin sorumlu oldugu belirtilirken, ginimuzde
kikirdak yapisal batGnlGganian strddrtlmesinde kondrositlerin daha etkin rol
oynadidi ve normal kikirdak dokusunda toplam volimin sadece % 5 ini olusturan
bu hiicrelerdeki sayisal ve fonksiyonel kaybin OA gelisiminde ve ilerlemesinde

belirleyici oldugu ileri sirtlmektedir ( 2,3).

Osteoartrit patogenezindeki kondrosit 6lim0 ve bunun sonucu olarak
meydana gelen sayisal azalmanin mekanizmasi énceleri nekroz olarak kabul
edilirken son calismalarda bunun apopitoz ile iligkili olabilecegi belirtiimektedir (3-
7). Normal kikirdak dokuda 9%0-7 oraninda oldugu bildirilen apopitozun OA
gelisen kikirdakta %44’lere kadar yUkseldigi gosterilmistir (3,8).

Programlanmig hucre 6limda, fizyolojik hicre 6limi veya hulcre intihari
olarak da belirtilen apopitoz canli dokudaki hlicre azalmasindan sorumlu olan
6zgln bir hicre o6lim tipi olarak tanimlanmistir(9). Cok sayida mediatér
tarafindan dizenlenen apopitozda hicrenin yasayabilirlik durumu pro-apopitotik
ve anti-apopitotik ajanlarin oranina baghdir. Aspartat-spesifik sistein proteaz
(caspase) enzim grubunun temel rol oynadidi apopitozda birbirini aktiflestirerek

preteolitik bir kaskada neden olan 14 farkh caspase tanimlanmistir(8). Farkli



mediatér ve sinyaller ile aktiflesen kaspaz-3 Kaspazla-aktiflesen

deoksiribontikleazi (CAD) serbestlesir ve apopitozun karakteristik bulgularindan

biri olan kromatin kondensasyonu ve DNA fragmentasyonu gelisir (10). insan
osteoartritik kikirdaginda Caspase-3 enziminin arttigi dolayisi ile bu enzimin
immunohistokimyasal yodntemler ile tespitinin apopitoz degerlendiriimesinde
belirte¢ olarak kullanilabilecegi invitro ve invivo galismalarda gdsterilmigstir (11-
15).

Klinik ve deneysel calismalarda osteoartrit progresyonunu yavaslattigi
gbsterilen hyaluronik asitin (HA) etki mekanizmasini  degerlendiren bir ¢ok
aragtirmada, intraartikler uygulama sonrasi endojen HA yapiminin arttigi,
kollojen ve proteoglikan yikiminin engellendidi, kondrosit metabolizmasinin
degistigi, kondrosit yikimi ve apopitozun azaldigi goésterilmistir (16-21). Diaz-
Gallego L. ve ark (22) tavsanlarda yaptiklari deneysel OA modelinde, HA
uygulanan dizlerdeki apopitozun %9.8, uygulanmayanlarda ise %14.09 oraninda
geligtigini ve farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu tespit etmislerdir. Echigo
R. ve ark’da (23) HA uygulamasi sonrasi apopitozdaki azalmanin yaklasik %50

oraninda oldugunu bildirmiglerdir.

Zengin bir kompozit materyal olan insan amniotik sivisinin (IAS), kikirdak
sentezini etkileyen insulin benzeri blyime faktéri-1 (IGF-1) ve fibroblast blyime
faktérd (FGF) gibi bUylme hormonlarini, fibronektin, laminin ve vitronektin gibi
hucrelerarasi matriksin 6nemli glikoproteinlerini, HA ve hyallronik asit aktive
edici ajani (HASA), kikirdak yikimini énleyebilecek insan fibroblast kollajenaz
inhibitéri benzeri bir glikoproteini, a2- makroglobulini ve doku metalloproteinaz
inhibitdrlerini (TIMP) icerdigi bildirilmigtir (24-34). Deneysel ¢alismalarda IAS’ nin
periferik sinir, tendon, kirikk iyilesmesi ve OA (zerindeki olumlu etkileri
gosterilmistir(35-40). Yari-kantitatif yontemler kullanilarak IAS’nin OA izerindeki
etkisinin deg@erlendirildigi bu calismalarda kondroprotektif etkinligi bilinen bir

ajanla kargilastirmasi yapilmamistir.

Calismamizda deneysel OA modelinde intraartikiller uygulanan IAS ve
HA'’in sinovyal ve kikirdak doku Uzerindeki etkilerini, yari-kantitatif ydntemlere ek
olarak kantitatif bir metot ile degerlendirmek ve etki gUclerini kargilagtirmak

amagclandi.



GEREC VE YONTEM

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirmalari Etik
Kurulu'ndan alinan gerekli izin sonrasi Deney Hayvanlan Yetistirme ve
Arastirma Merkezi’'nden temin edilen agirliklari 2500— 4000 gr arasinda olan
30 adet erigskin Yeni Zelanda tavsani kullanilarak yapilan bu calismada,
deneysel OA olusturmak amaci ile Yoshioka ve ark.’nin (41) tanimladigi On

Capraz Bag (OCB) kesilerek olusturulan model kullanildi.

Ug gruba ayrilan deney hayvanlarina eklem ici enjeksiyon amaciyla 0.5
ml IAS, molekil agirhigi 700 kilodalton (kd) olan HA (HYALGAN®; Bilim ilag
San. istanbul, Tirkiye) ve serum fizyolojik uygulandi. Kullanilan IAS Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal’na prenatal tani
amaclyla génderilen ve yapilan degerlendirme sonrasi patoloji saptanmayan
2. trimestr gebelere uygulanmis amniosentez mayinden elde edildi. Hlcreden
arindirmak amaciyla yiksek devirde santrifuj edilen bu materyalin, deney
hayvanlarina uygulanincaya kadar gecen slre icerisinde protein
denatirasyonunu engellemek amaciyla -20°C de saklanmasina, amniosentez
ile intraartiktler enjeksiyon uygulamasi arasinda gegen sirenin ise 24 saatten

az olmasina 6zen gosterildi.
Cerrahi Teknik

Enfeksiyon proflaksisi i¢in cerrahi girisimden 30 dakika 6nce 50 mg/kg
Sefazolin Sodyum (Sefazol® Mustafa Nevzat ilag Sanayi, Istanbul, Tirkiye)
uygulanan deney hayvanlarinda anestezi amaciyla %2’lik ksilazin hidroklortr
8 mg/kg (ROMPUNG®; Bayer Healthcare, Leverkusen, Germany) ve ketamin
hidroklorir (KETALAR® ;Pfizer, USA) 100 mg/kg dozunda kas igine
uygulandi. Sag arka ekstremiteleri tiras edilen tavsanlarin ameliyat sahasi
%10 povidine iodine  (Batticon®; Adeka, Samsun, Tulrkiye) sollsyonu
kullanilarak temizlendi ve steril olarak ortildi. On-orta hattan yapilan
longitudinal cilt insizyonu sonrasi medial parapatellar artrotomi ile patella
laterale disloke edildi ve yeterli acilim saglandi. Diz tam fleksiyonda iken 6n
capraz bag kesildi. Capraz bagin tam kat kesildigi 6n cekmece testi ile



dogrulandi. Eklem boslugu steril serum fizyolojik ile yikandi ve eklem
kapsuli 3-0 kalinhginda emilebilen iplik (Safil - Aesculap AG and CO.KG -
Braun), cilt

ise 3-0 kalinliginda emilmeyen iplik (Ethilon — Ethicon — Johnson and
Johnson) ile kapatildi. Cerrahi sonrasi analjezi amaciyla igme sularina 1-2
mg/kg/100 ml parasetamol konulan tavsanlar standart yem ile beslenerek
kafes aktivitesine birakildilar.

intraartikiller ilag enjeksiyonu uygulamasi icin 30 mg/kg ketamin
hidroklorir ile sedasyon saglanan tavsanlar randomize olarak 10’arh U¢ gruba
aynldi ve yapilan cerrahi sonrasi 1. haftadan itibaren birer hafta ara ile toplam
¢ kez 0,5 ml hacminde serum fizyolojik (Grup 1), HA (Grup Il) ve IAS (Grup
[I) uygulandi. Deney hayvanlari son enjeksiyondan 8 hafta sonra ylksek doz
tiopental sodyum (Pentotal, I.E ilag San. istanbul, Tirkiye) yardimi ile sakrifiye
edildi. Cerrahi girisim uygulanan diz eklemleri sinovya, femur ve tibia eklem
ylzeylerini icerecek sekilde cikartilan tavsanlarda OCB’In tam kesilip
kesilmedigi kontrol edildi.

Femur medial kondil kikirdak dokusundaki dejeneratif degisikliklerin
makroskopik degerlendirmesinde Pelletier ve ark.(42) tarafindan tanimlanan
evreleme sistemi kullanildi ( Tablo 1).

TABLO 1:  Kikirdak Doku Makroskobik Evrelemesi (42 )

Evre 0 Saglam ylzey

Evre 1 Minimal fibrilasyon veya yizeyel sarimtrak renk degisikligi
Evre 2 Erozyon yilzeyel veya orta tabaka

Evre 3 Erozyon derin tabaka

Evre 4 Erozyon subkondral kemik




Doku Hazirlanmasi

Deney hayvanlarinin cerrahi girisim uygulanan diz eklemleri femur ve
tibiaya ait eklem ylzeyleri ve sinovyal dokuyu icerecek sekilde eklem
mesafesinden 2 cm uzakliktan kesilerek ¢ikartildi. Gevre yumusak dokularin
uzaklastiriimasini takiben histopatolojik ve immunohistokimyasal inceleme igin
%10’luk formaldehit solisyonunda (¢ gin sireyle dokularin fiksasyonu
saglandi. Takiben %10’luk formik asit solisyonu iginde on bes gin
bekletilerek dekalsifikasyon islemi gergeklestirildi. Ornekler dehidrasyonu
takiben parafin bloklara gémuldd. Rutin takip islemleri sonrasi 4 um lik sagital
kesitler alinarak histopatolojik ve histokimyasal degerlendirme igin
hematoksilen-eosin ve safranin-O, immunohistokiyasal degerlendirme igin

caspase-3 boyasi ile boyandi.

Imminohistokimyasal yéntemle apopitotik kondrositleri degerlendirmek
amaclyla yapilan caspase-3 boyama yénteminde her (¢ grupta parafin
bloklardan elde edilen 4 um kalinhdindaki sagital kesitler polilizin kapli lamlara
alindi. Kesitler 50 ml sitrat tampon icinde 2x5 dakikalik periyotlar halinde 700
watthk mikrodalga 1sin altinda mikrodalga firinda 1ginlandi.  Mikrodalga
firndan cikarilan kesitler sicak tampon iginde 20 dakika bekletildi. Primer
antikor olarak Caspase 3 poliklonal antikoru (Rabbit Polyclonal Antibody,
CPP32 Ab-4, Neomarkers, USA) 1/100 oraninda sulandirilarak 30 dakika sire
ile oda sicakliginda uygulandi. Biotin-Streptavidin amplifikasyon sistemi,
horse radish peroxidase enzimi ve AEC kromojeni (LSAB universal kit, DAKO,

Carpinteria , CA, USA) kullanilarak yéntem tamamlandi.

Histopatolojik Degerlendirme

Kikirdak doku histopatolojik degerlendirmesinde, Mankin ve ark.’nin (43)
tanimladidi ve Yoshimi ve ark. (19) tarafindan modifiye edilen degerlendirme
sistemi kullanildi. Kikirdagin histolojik yapisi, hiicresel degisiklikler, safranin-O
tutulumu, tidemark yapisi ve pannus olusumunun derecelendirildigi bu
sistemde elde edilen toplam puanlar, gruplar arasinda istatistiksel olarak
kargilastinidi ( Tablo 2).
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Sinovyal dokudaki degisikliklerin histopatolojik degerlendirmesinde,
Yoshimi ve ark. (19) tarafindan tanimlanan ve iki ana bélimden olusan
derecelendirme sistemi kullanildi. Bu derecelendirme sisteminde sinovyal
dokunun hipertrofisi, hiperplazisi ve inflamatuar hicre infiltrasyonunu
degerlendiren birinci kisim puani ile subsinovyal alanin granllasyon doku
proliferasyonu, vaskullarizasyonu ve inflamatuar hlcreler tarafindan
infiltrasyonunu degerlendiren ikinci kisim puani toplandi. Her ¢ grupta elde
edilen toplam puanlar istatistiksel olarak karsilastinidi  (Tablo 3). Sinovyal
dokunun degerlendilmesi amaciyla sinovyal hicre tabakasinin kalinligr um
cinsinden Olgllerek ¢ gruptaki sonuclar istatistiksel olarak karsilastirildi.

immunohistokimyasal Degerlendirme

Apoptosis tayini icin kullanilan ve aktif caspase 3 iceren hcreleri
gb6steren immunohistokimyasal boyama ile femur ve tibia kikirdaklari ayr ayri
degerlendirilerek buyilk blydtmede ylzeyel ve derin kikirdak tabasindaki
apopitotik hicreler sayildi. Caspase 3 ile boyanan apopitotik kondrositlerin
tim kondrositlere oranina goére 0 ile 4 arasinda puanlama yapildi (Tablo 4).

11



TABLO 2. Eklem Kikirdak Lezyonlarinin Histolojik ve Histokimyasal Evrelemesi (19)

.Yapi
Normal
Hafif ylizey duizensizligi
Orta derecede ylizey diuizensizligi
Ciddi ylzey duzensizligi
Transizyonel zonda yarik
Radyal zonda yarik
Kalsifiye zonda yarik
Transizyonel zon kaybi
Radyal zon kaybi
Kalsifiye zon kaybi

- © 0o N O o » W N =+ O

o

Komplet dezorganizasyon
Il. Hicre
1. Tanjansiyel zon
Normal 0
Sisme 1

N

Hucre kaybi
2. Transizyonel ve radyal zon
Normal
Hafif hipersellilerite
Orta derecede hiperseliilerite
Ciddi hiperselllerite
Hafif kilonlasma
Orta derecede klonlagsma
Ciddi klonlasma
Hafif hiposelilerite
Orta derecede hiposelilerite

Ciddi hiposelllerite

- © 00 N O O »~ W N = O

o

Hucrelerin kaybi
lll. Safranin-O tutulumu
Normal
Hafif azalma
Orta derecede azalma
Ciddi kayip
Hig tutulum yok
IV. Tidemark
intakt
Cok seviyeli

A WO N =+ O

Belirsiz

w N = o

Damarlanma ile bozulmus
V. Pannus olugsumu

Yok

Hafif

Orta derecede

w N = o

Belirgin

12



Tablo 3. Sinovyal Doku Degisikliklerinin Histolojik Siniflamasi (19)

l. Sinovyay! doseyen hlicre tabakasi
1.Sinovyay! ddéseyen hucrelerin hiperplazisi

Normal
Hafif
Orta derecede
Ciddi
2. Sinovyayi déseyen hicrelerin hipertrofisi

WNao

Normal
Hafif
Orta derecede
Ciddi
3. inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu

WhaOo

Normal

Hafif

Orta derecede
Ciddi

wnh—+O

Il. Subsinovyal doku
1. Granilasyon dokusunun proliferasyonu

Normal
Hafif
Orta derecede
Ciddi

2. Vaskularizasyon
Normal
Hafif
Orta derecede
Ciddi

3. inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu
Normal
Hafif
Orta derecede
Ciddi

wnhNh—=+O wnhNh—=-0O

whnh—+O

13



Tablo 4. Caspase 3 ile boyanan apopitotik kondrositlerin tim

kondrositlere oranina goére derecelendirilmesi

% Apopitoz puani
0-20 0
20-40 1
40-60 2
60-80 3
80-100 4

14



BULGULAR

Her gruptan birer tavsan, yara yeri enfeksiyonu veya septik artrit gelismesi
nedeniyle ¢alisma digi birakildi. Ayrica ¢alisma suresince Grup | ve II'den iki,
Grup llII'ten ise bir tavsan 6ldugu icin calisma 22 tavsanla sonuglandirildi
(n: 22; Grup I:7, Grup 11:7, Grup Il1:8).

Femur medial eklem ylzeyinin makroskobik degerlendirmesinde; Grup
I'deki tavsanlarin birinde evre 3 (%14.2), 6’sinda evre 4 (%85.8) dejeneratif
degisiklik gelistigi tespit edilirken Grup IlI'deki tavsanlarin ikisinde evre 0
(%28.5), Gclinde evre 1 (%42.8), birinde evre 3 (%14.2) birinde evre 4 (%14.2)
dejeneratif degisiklik gelistigi gorildi. insan amniotik sivisi uygulanan Grup
lI'te ise evre 0 degisiklik bir (%12.5), evre 1 degisiklik U¢ (%37.5), evre 4
degisiklik dort (%50) tavsanda geligti. ileri evre kikirdak hasari (evre 3-4),
Grup I'deki 7 tavsanda da (%100) gelisirken bu hasar Grup II'de iki (%28),
Grup lIl'te ise 4 tavsanda (%50) tespit edildi (Tablo 5). Bu sonuglarin gruplar
arasi istatistiksel degerlendirmesinde; Grup | ile Grup Il arasindaki fark anlamli
iken (p=0.008) Grup | ile Grup Il ve Grup Il ile Grup lll arasindaki fark
anlamsiz idi (p>0.05) (Grafik 1).

TABLO 5: Femur Medial Kondil Eklem Yizeyinin Makroskobik Degerlendirmesi (42)

GRUPLAR Ortalama Evre 0 -2 Evre 3- 4 TOPLAM
puan (n) (n) (n)
I 3,8 (3-4) - 7
[ 1,4 (0-4) 5 7
1] 2,3 (0-4) 8




GRAFIK 1: Femur Medial Kondil Eklem Y{izeyinin Makroskobik degerlendirmesi

I

GRUP |
338

MAKROSKOPIK DEGERLENDIRME PUANI
n

o

Kikirdak dokunun histopatolojik degerlendirmesi
modifiye Mankin derecelendirme sistemine goére; femur medial kondil kikirdak
doku toplam puani Grup | de ortalama 28,85+0,8 (28-30), Grup II'de ortalama
10,8319,7 (2-28) ve Grup llI'de ortalama 19,37+8,0 (10-30) iken tibia medial
plato kikirdak dokudaki toplam puanlar sirasiyla ortalama 22+4,6 (16-28),
946,0 (0-16) ve 12,25%7,7 (4-28) olarak tespit edildi (Tablo 6-7). Femur medial
kondil ve tibia medial plato kikirdak doku icin Grup I'de elde edilen puanlar
Grup Il ve Grup lII'teki degerlerle istatistiksel olarak karsilastirildiginda fark
anlamli iken (p=0.005) Grup Il ile Grup Il arasindaki fark anlamsiz idi (p>0.05)

(Grafik 2-3).

GRUP I
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GRUP I - GRUP Il
GRUP I - GRUP II

GRUP Il - GRUP Il

amaciyla kullanilan

TABLO 6: Modifiye Mankin Derecelendirme Sistemine (19) Gére Femur Medial

Kondili ve Tibia Medial Platosundaki Kikirdak Doku Degerlendirilme Sonuclari

Femur medial Tibia medial
kondili platosu
GRUP
(ort. puan) (ort. puan)
I 28,85 (28-30) 22 (16-28)
II 10,83 (2-28) 9 (0-16)
11 19,37 (10-30) 12,25 (4-28)
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TABLO 7: Modifiye Mankin Derecelendirme Sistemine (19) Gére Femur Medial
Kondili ve Tibia Medial Platosundaki Kikirdak Doku Degerlendiriime Sonuclari

FEMUR MEDIAL KONDIL | TiBiA MEDIAL PLATO
GRUPI | GRUPII | GRUPIII | GRUPI | GRUPII | GRUPIII

l.Yapi
Normal - - - - 1 1
Hafif ylizey dlzensizligi - 2 1 - 2 2
Orta ylizey dlzensizligi - 1 1 - 4 -
Ciddi ylzey diizensizligi - 3 2 2 - 4
Transizyonel zon yarik - - - - -
Radyal zonda yarik - - - - - -
Kalsifiye zonda yarik - - - 1 - -
Transizyonel zon kaybi - - - - - -
Radyal zon kaybi - - - 1 - -
Kalsifiye zon kaybi 1 - 1 - -
Komplet dezorganizas. 6 1 4 2 - 1
Toplam 7 7 8 7 7 8
Il. Hiicre
1. Tanjansiyel zon
Normal - 2 1 - 2 1
Sisme - 2 1 - 2 1
Huicre kaybi 7 3 6 7 3 6
Toplam 7 7 8 7 7 8
2. Transizyonel ve
radyal zon
Normal - - - - 1 -
Hafif hiperseliilerite - 2 - - - 1
Orta hiperseliilerite - 1 1 - - 1
Ciddi hipersellerite - - - - 2 -
Hafif klonlagsma - 2 - - - 1
Orta klonlagma - 1 - 1 1
Ciddi klonlagsma - - 1 - - -
Hafif hiposeliilerite - - 1 - 1 2
Orta hiposelilerite - 1 1 2 1 -
Ciddi hiposeltlerite 1 - 1 4 1 1
Huicrelerin kaybi 6 1 2 1 1
Toplam 7 7 8 7 7 8
lll. Safranin-0O tutulumu
Normal - 2 1 - 2 2
Hafif azalma - 2 1 - 2 4
Orta derecede azalma - 2 - 1 2 -
Ciddi kayip 1 - 3 4 1 1
Hig tutulum yok 6 1 3 2 - 1
Toplam 7 7 8 7 7 8
IV. Tidemark
intakt - 5 2 3 7 5
Gok seviyeli - 1 5 2 - 2
Belirsiz 7 1 1 2 - 1
Damarlanma - - - - - -
Toplam 7 7 8 7 7 8
V. Pannus olugsumu
Yok 2 7 3 5 7 7
Hafif 2 - 3 2 1
Orta derecede 2 - 2 - - -
Belirgin 1 - - - - -
Toplam 7 7 8 7 7 8
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MODIFiYE MANKIN PUANI

MODIFIYE MANKIN PUANI

GRAFiK 2: Modifiye Mankin Derecelendirme Sistemine Gére Femur Medial

Kondili Kikirdak Dokusunun Degerlendirme Sonuclari

GRUPI-GRUPIl  p=0,005"
*
GRUPI-GRUP Il p=0,01
GRUP II-GRUP Il p=0,08
GRUP Il
19,37
GRAFIK 3: Modifiye Mankin Derecelendirme Sistemine Gore Tibia Medial
Plato Kikirdak Dokusunun Degerlendirme Sonugclari
*
GRUP1-GRUPIl  p=0,004
GRUPI-GRUPII  p=0,02"
GRUPII-GRUP Il p=0,5
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RESIM 2: Kondrositlerde belirgin klonlasma (HEx100).
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RESIM 3: Normal Safranin-O tutulumu

RESIM 4: Tam dezorganize gdriinimdeki eklem kikirdaginda belirgin

olarak azalmig safranin-O tutulumu (Safranin-Ox100)
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Sinovyal doku degisikliklerin histopatolojik degderlendirmesinde Yoshimi
kriterlerine gbére Grup I'deki puan ortalama 9,14+4,6 (1-14), Grup IlI'de
ortalama 3,83%3,4 (0-9), Grup llI'de ise ortalama 8,87+2,9 (4-13) olarak tespit
edildi (Tablo 8-9). Gruplarda elde edilen puanlar istatistiksel olarak
karsilastirildiginda Grup II’'nin hem Grup | hem de Grup lll ile arasindaki fark
anlamli iken (p<0.05) Grup | ile Grup lll arasindaki fark anlamsizdi (p>0.05)
(Grafik 4).
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TABLO 8: Sinovyal Dokunun histopatolojik degerlendirme sonuglari (19)

Grup | Grup I Grup lll
Sinovyayi1 Déseyen Hiicre Tabakasi
|.Hiperplazi

Normal 1 2 -

Hafif 1 3 2

Orta derecede 1 2 5

Ciddi 4 - 1

TOPLAM 7 7 8

ll.Hipertrofi

Normal 1 2 -

Hafif 1 3 2

Orta derecede 1 2 5

Ciddi 4 - 1

TOPLAM 7 7 8
liLinflamasyon

Normal 2 5 1

Hafif 3 2 2

Orta derecede 2 - 4

Ciddi - - 1

TOPLAM 7 7 8

Subsinovyal Doku
I.Granllasyon Dokusunun Proliferasyonu

Normal 1 5 1

Hafif 3 1 6

Orta derecede 3 1 1

Ciddi - - -

TOPLAM 7 7 8
Il.Damarlanma

Normal - 2 -

Hafif 4 4 3

Orta derecede 3 1 4

Ciddi - - 1

TOPLAM 7 7 8
liLinflamasyon

Normal 2 6 3

Hafif 2 1 4

Orta derecede 3 - 1

Ciddi - - -

TOPLAM 7 7 8

22




YOSHIMi PUANI
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14

12

10

TABLO 9: Sinovyal Dokunun histopatolojik degerlendirme sonuglari (19)

Sinovyadaki
N Grup | Grup Il Grup I
degisiklikler
ortalama puan 9,14 (1-14) 3,83 (0-9) 8,87 (4-13)

GRAFIK 4: Sinovyal Dokunun histopatolojik degerlendirme sonuglari (19)

GRUPI-GRUPIl  p=0,05"

GRUP I - GRUP 1lI p=0,6

4
Po 6 By .o oty .*nk

‘,‘ .

[

GRUP Il - GRUP Il p=0,01*

GRUP Il

8,87

TP 8
2 0.\‘“" \f é’ 4

RESIM 5: Sinovyay déseyen hiicrelerde belirgin hiperplazi ve hipertrofi

ile inflamatuar hicrelerin infiltrasyonu (HEx200).

23



Sinovyal hicre tabakasinin kalinligi Grup | de ortalama 28+7,5 um
(15-38), Grup Il de ortalama 28,31£6,0 um (20-35), Grup lll te ise ortalama
36,3+4,2 um (30-40) olarak 6lguldi (Tablo 10). Sonuglar istatistiksel olarak
karsilastinidiginda; Grup | ile Grup Il arasindaki farkin anlamsiz (p>0,05),

Grup lile 1l ve Grup Il ile Il arasindaki farkin ise anlamli oldugu tespit edildi

(p<0,05) (Grafik 5).

TABLO 10: Sinovyay! Déseyen Hicre Tabakasinin Ortalama Kalinlig

Grup | Grup Il Grup Il
Sinovyayi déseyen
hilcre tabakasinin | »g(15.38) | 28,3(20-35) | 36,3(30-40)
kalinligr (um)

GRAFIK 5: Sinovyay! Déseyen Hiicre Tabakasinin Ortalama Kalinlig

GRUP |
28

GRUP |- GRUP I p=0,9

GRUP1-GRUPIIl  p=0,01"

GRUP il
36,3

GRUPII-GRUP Il  p=0,02"
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Apopitozun degerlendiriimesinde kullanilan caspase-3 boyamasi ile
yapilan immunohistokimyasal incelemede femur ylzeyel ve derin tabakasi
icin ortalama degerler sirasiyla Grup I'de 3,86+0,3 (3-4), 2,14+1,2 (0-4),
Grup II'de 1,71£1,1 (0-4) , 0,57+1,1 (0-1), Grup llI'de ise 1,25£0,8 (0-3) ve
0,13+0,3 (0-1) olarak tespit edildi. Tibia ylizeyel ve derin tabakasi igin ise
degerler sirasiyla Grup I'de 2,43+1,5 (1-4) ve 1+1,5 (0-3), Grup llI'de
1,14+1,3 (0-4) ve 0,43+1,1 (0-3) ve Grup llI'de 0,63+0,5 (0-1) ve 0 olarak
bulundu (Tablo 11). Degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda tibia
derin tabakadaki caspase-3 boyanmasindaki fark (¢ grup arasinda
anlamsiz iken (p>0.05), femur ylzeyel ve derin tabakada Grup Il ve Grup
[IPGn Grup I'e gbre anlamli oranla daha az oranda apopitotik hiicre icerdigi
(p<0.05) ancak Grup Il ve Grup III'in kendi aralarinda anlaml fark olmadigi
tespit edildi (p>0.05). Tibia ylzeyel tabakada ise sadece Grup | ve Grup Il
arasindaki fark anlamh bulundu (p<0.05) (Grafik 6-9).

TABLO 11: Caspase-3 Boyasi ile Boyanan Femur ve Tibia
Kikirdaginin Yizeyel ve Derin Tabakasindaki Apopitotik Hiicre Sayimi
Ortalama Puani

FEMUR TIiBIA
GRUP

YUZEYEL DERIN YUZEYEL DERIN

| 3,86 (3-4) | 2,14 (0-4) | 2,43 (1-4) 1(0-3)

I 1,71 (0-4) | 0,57 (0-1) | 1,14 (0-4) | 0,43 (0-3)

Il 1,25 (0-3) | 0,13 (0-1) | 0,63 (0-1) 0 (0)
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GRAFIK 6: Femur Yiizeyel Kikirdak Tabakasi Aktif Caspase 3 Boyamasi Sonuglari

GRUPI-GRUPIl  p=0,005"
GRUPI-GRUPIIl  p=0,001"
GRUPII-GRUP Il p=0,3

APOPITOTIK HUCRE PUANI

GRUP I
1,25

GRAFIK 7: Femur Derin Kikirdak Tabakas! Aktif Caspase 3 Boyamasi Sonuglari

GRUPI-GRUPII  p=0,03"
GRUPI-GRUPIIl  p=0,003"
GRUPII-GRUP Il  p=0,4

APOPITOTIK HUCRE PUANI
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GRAFIK 8: Tibia Yiizeyel Kikirdak Tabakasi Aktif Caspase 3 Boyamasi Sonuglari

GRUPI-GRUPIl  p=0,07
GRUPI-GRUPIII  p=0,009"

GRUPII-GRUPIII  p=0,5

APOPITOTIK HUCRE PUANI

GRUP Il
0,63

GRAFIK 9: Tibia Derin Kikirdak Tabakas! Aktif Caspase 3 Boyamas! Sonugclari

GRUP 1 - GRUP I p> 0,05
GRUPI1-GRUPIII  p>0,05
GRUPII-GRUPIII  p>0,05

APOPITOTIK HUCRE PUANI
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RESIM 6: Yiizeyel tabakadaki kondrositlerde Caspase-3 ile 3. derece

boyanma (Caspase-3x100).

RESIM 7: Derin tabakadaki kondrositlerde Caspase-3 ile 3. derece

boyanma (Caspase-3x200).
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TARTISMA VE SONUC

Diatrodial eklemleri etkileyen ve progresif seyirli kronik bir hastalik olan
OA, orta-ileri yas popllasyonda en sik eklem agrisi ve fonksiyonel kayip
nedenidir (44). Tek ya da ayni anda birden fazla eklemi ilgilendiren bu
hastalikta cogunlukla ayak bilegi, diz, kalca, omurga ve el eklemleri
tutulmaktadir. Eklem kikirdagina ek olarak sinovyal doku, baglar, kapsul, kas,
subkondral ve metafizial kemikte de patolojik dedisikliklerin gérildigl bu
hastahidin tedavisinde amag; agrn ve fonksiyonel kaybi gidermektir.
Tedavisinde konservatif ve cerrahi birgok farkli metodun uygulandigi bu
olgularda kikirdak hasarini engellemek ya da ilerlemesini yavaglatmak
hedeflenir. ileri evre kikirdak hasari olan OA’ li olgularin cerrahi tedavisinde
gindmuizde sik¢a uygulanan ve basarili orta-uzun dénem izlem sonuglari olan
Total Eklem Protezlerinin, gelecek 20 yilda uygulama sikliginda %600’lere
varan oranlarda artigs dngérilmesine karsin, izlemlerde gelisebilecek sorunlar,
bu sorunlarin ¢ézimuindeki gUglikler ve ylksek maliyet, arastirmacilari bu
uygulamalarin  gereksinimini  azaltabilecek y6ntemlerin  gelistiriimesine
yoneltmistir (46). Kikirdak dejenerasyonun 6nlenmesi yada giderilmesinde
kullanilabilecek ydntemlerin  geligtiriimesi amaciyla 250 yildir suren
arastirmalar, son 3 dekatta ivme kazanmistir (45). Farkl birgok deneysel
calismada blyume faktoérleri, perikondrium, periost, mezenkimal kék hcre,
bircok mediatérler ve HA’in kikirdak Gzerindeki koruyucu etkileri arastiriimistir
(45-50,86,92). Deneysel calismalarda elde edilen basarili sonuclar, bu
yéntemlerden bir kisminin klinik uygulamalarda da kullaniimasini saglamigtir.
ilk kez Peyron ve Balazs (51) tarafindan 1974 yilinda dejeneratif artritli
hastalarda uygulanan eklem i¢i HA'in basarili klinik sonuglari, farkli birgok
calismada da gdésterilmis ancak alerjik reaksiyon, lokal enflamasyon, agri gibi
%13’lere varan oranlarda bildirilen yan etkiler, arastirmacilar gerek yan etkisi
daha az gerekse de kondroprotektif etkinligi daha yuksek yeni ajanlarin
geligtiriimesine  ybneltmistir.  HyallUronik asite ek olarak kikirdak
metabolizmasinda etkili insulin benzeri bliyime faktoéri-1 (IGF-1) ve fibroblast
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buyime faktéri (FGF) gibi blylme hormonlarini, fibronektin, laminin ve
vitronektin gibi hdcrelerarasi matriksin 6nemli glikoproteinlerini, insan
fibroblast kollajenaz inhibitéri benzeri bir glikoproteini, a2- makroglobulini ve
doku metalloproteinaz inhibitorlerini de (TIMP) igeren ve inert bir sivi olan
IAS’ In kondroprotektif etkinligini degerlendiren calismalar literatiirde kisitli
olup, bu ¢alismalarin higbirinde HA gibi kikirdak koruyucu etkinligi bilinen bir
ajan ile etki glcu karsilastinimamistir (40,93). Calismamizda tavsanlarda
olugturulan deneysel OA modelinde eklem ici uygulanan [ASnin
kondroprotektif etkinliginin varligr serum fizyolojik uygulanan kontrol grubuyla
(plasebo), etki gucu de kondroprotektif etkinligi bilinen HA uygulanan grup
(pozitif kontrol) ile yarl kantitatif ve kantitatif yontemlerle karsilastiriimasi
amaclandi.

Yavas seyirli bir hastalik olan OA’in gelisimi, ilerlemesi ve tedavisiyle ilgili
deneysel arastirmalari insanlarda yapmanin etik olmamasi ve kikirdak
dejenerasyon sdlrecinin uzun olmasi nedeniyle ¢esitli deneysel modeller
gelistirilmistir (52-55,91). Uygun deneysel OA modeli; ekonomik, uygulamasi
kolay, tekrarlanabilir, mekanizma ve histopatolojik degisiklikler agisindan
insanlarda gelisen OA’e benzer 6zellikte olmahdir. At, kdpek, rat ve tavsan
gibi farkli birgcok deney hayvaninin kullanildigi bu modellerde OA gelistirmek
amaciyla immobilizasyon, menisektomi, ekstremite denervasyonu, kimyasal
ajanlar ve eklemi instabil hale getiren ydntemler uygulanmistir
(7,11,13,28,52,53,82,90,91). Evans ve ark. (54) rat dizlerinde immobilizasyon
uygulayarak olusturduklari modelin insan OA’indeki sureg ile benzer oldugunu
belirtirken Yoshioka ve ark. (41) ise bu modelde kikirdak onarim 6zelliklerinin
insandaki spontan OA’ten farkl olabilecegini, ayrica parsiyel medial
menisektomi yoéntemi ile gelistirilen osteoartritik lezyonlarin da ¢ok yavas
progresyonlu oldugunu  belirtmislerdir. Hulth ve ark. (55) bu sureci
hizlandirmak amaciyla total medial menisektomi ile birlikte i¢c yan bag ve her
iki capraz bagi keserek olusturduklari modelde, uygulanan cerrahi islem
sonrasi gelisen yogun inflamasyonun, eklem cevresinde fibrozise ve buna
bagl hareket kisithligina neden olarak, dejeneratif degisikliklerin ortaya
¢lkmasina engel oldugunu bildirmiglerdir. Eklem stabilizasyonunu azaltarak
biyomekanik yUklenmeleri degistiren 6n capraz bag kesilmesi yéntemi ise
uygulamasi kolay, komplikasyonu az olup insandakine benzer 0&zellikte
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osteoartritik degisiklikler gelistirmesi nedeniyle farkli bircok deneysel

calismada tercih edilen yéntem olmustur (11,52,68,79).

Deneysel OA modellerinde kullanilacak hayvan tiriinin de c¢alisma
sonuglarini degerlendirmede etkili olabilecegi belirtimektedir (19,52). Ideal
deney hayvani, biyomekanik olarak insan eklemi ile benzer 6zellikler tagiyan,
OA olusturmak amaciyla yapilacak cerrahinin kolayca uygulanabilecegi,
degerlendirme igin yeterli doku teminine olanak veren, ucuz ve bakimi kolay
olarak tanimlanabilir. Pond ve Nuki (56), kopeklerde OCB'I keserek
olusturduklari OA modelinde, gelisen dejeneratif degisikliklerin insandakine
benzer Ozellikte oldugunu gbstermelerine karsin, képeklerin  cerrahi
uygulanmis ekstremitelerine ylklenmeden hareket edebilme yetenegi
tasimasi ve maliyetinin ylksek olmasi nedeniyle calismalarda daha az
kullaniimaktadir (19). insan dizi ile benzer yapisal dzellikler gosteren ve
cerrahi uygulanmis ekstremitesini de hareket sirasinda kullanan tavsanda ise
6n capraz bag kesilmesi sonrasi kikirdak dokuda gelisen erken dénem
degisikliklerin yavas seyretmesi ve morfolojik ézelliklerinin insanlardaki OA ile
uyum gdstermesi, bu modelin deneysel ¢alismalarda sik¢a tercih edilmesine
neden olmaktadir. Ayrica tavsan dizlerinde kuglk bir insizyondan medial
meniskiise 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 terapétik etkinligini
degerlendirmede segcilebilir bir ydntem oldugu belirtiimektedir (19,57). insan
Amniyotik Sivisi ve HA’in kikirdak ve sinovyal doku Uzerindeki etkilerinin
karsilastirildigdi bu ¢alismada deneysel OA olusturmak amaciyla tavsanlarda
OCB’in kesildigi model kullanildi.

Erken dénem OA’te g6rilen hlicre dansitesinde azalma, ylzeyel kikirdak
tabakasinda bozulma yada lokalize fibrilasyonun gelismesi igin deneysel
modellerde farkli sireler kullaniimistir(41,52,79,80). Tavsan diz ekleminde
OCB kesilmesi sonrasi erken dénem osteoartritik lezyonlarin gelismesi igin
gereken bu surenin genellikle 6-8 hafta oldugu belirtiimektedir (58). Yoshioka
ve ark.nin (41) 30 tavsani 3 gruba ayirdiklar ve OCB kesimi sonrasi

osteoartritik degisiklikleri 4,8,12. haftalarda degerlendirdikleri ¢alismalarinda,

31



erken ddnem degisikliklerin 4. haftada basladigini ancak higbir deney
hayvaninda tam kat tutulum olmadigini, 8-12. haftalarda ise tavsanlarin % 50
sinde tam kat tutulumun goérildigina tespit etmislerdir. Papaioannou ve ark
(52) ise ayni modeli kullanarak yaptiklari calismalarinda erken dénem
degisikliklerin ilk 8 haftada hizla gelistigini, 16. haftadaki degerlendirmelerinde
ise onarim surecine bagh olarak progresyonun yavasladigini, 8-16. haftalarda
makroskobik ve eklem kikirdak morfolojisinin mikroskobik degderlendirme
sonuglar  arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz  oldugunu
bildirmislerdir.

On capraz bag kesilmesi sonrasi instabil hale gelen tavsan dizlerinde
erken dbénem dejeneratif degisikliklerin 6ncelikle medial kompartmanda
basladidi belirtiimektedir (94,95). Setton ve ark (94) deneysel osteoartrit
olusturmak amaciyla ayni modeli kullandiklari tavsan dizlerinde femur medial
kondilinin laterale gbre osteoartritik degisikliklerden daha fazla etkilendigini,
Chang ve ark. (95) ise tibia platosunda meniskal doku disinda kalan alanlarda
hafif ve orta derecede dejeneratif degisikliklerin meydana geldigini
belirtmislerdir. Calismamizda OCB kesilmesini takiben 1. haftadan itibaren
1’er hafta arayla 3 doz intraartikller enjeksiyon uygulayip 8 hafta sonra
sakrifiye edilen tavsan dizlerinde gelisen erken ddnem osteoartritik
degisiklikler medial femoral kondil ve medial tibial platoda incelendi.

Deneysel OA modellerinde gelisen dejeneratif  degisikliklerin
histopatolojik incelemesinde kullanilan Mankin, Wakatani, Pineda, Yoshimi,
Sellers, Mendelson ve bunlarin modifikasyonlari, 1sik mikroskobu ile yapilan
yari-kantitatif degderlendirme yontemleri olup degerlendirene bagli olarak
subjektif hatalara yol agabilir (19,20,43,59-61). Bu hatalan en aza indirgemek
amaciyla kikirdak  ve sinovyal dokularin degerlendiriimesinde
histomorfometrik, immunohistokimyasal ve spektrofotometrik birgcok kantitatif
yontemlerin de kullaniimasi Onerilmektedir (62-64). Maliyeti artiran ve ek
donanimlari gerektiren bu metodlar son yillardaki deneysel OA ile ilgili
calismalarda sikga kullaniimaktadir (65). Pritzker ve ark. (66), osteoartritik
kikirdak histopatolojisinin evreleme ve derecelendirmesinde kullanilacak olan

ideal evreleme sisteminin basit, dlgtlebilir, tekrarlanabilir ve karsilastirilabilir
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Ozellikler icermesi gerektigini belirtmislerdir. Yari-kantitatif metodlar icerisinde
en sik kullanilan Mankin evreleme sistemi ve modifikasyonlarinda dogruluk ve
tekrarlanabilirligin tartismali oldugunu belirten arastirmacilar olmasina karsin,
bu evreleme sistemi ile birlikte kantitatif yontemlerin kullanildigi ¢calismalarda
sonuglar genellikle birbirine paralellik géstermektedir. Ostergaard ve ark (67)
13’0 normal, 21’i osteoartritik olan insan diz eklemlerinden toplam 89
histolojik kesit alarak yaptiklari degerlendirmede kikirdak hasarinin hafif ve
orta siddette oldugu alanlardan yapilan histopatolojik degerlendirmede,
Mankin derecelendirme sisteminin hastaligin erken ddnemlerini ayirt
edebilmede yetersiz kaldigini tespit etmislerdir. Hongbin ve ark. (68) 20
tavsanda OCB kesilmesi ile meydana getirdikleri deneysel OA modelinde
sonuglari degerlendirmek icin Mankin evreleme sistemi ve
immuanohistomorfometrik yéntemi, Matsuo ve ark. (69) ise artroplasti
uygulamalari sirasinda elde edilen insan osteoartritik kikirdak dokularinda
Mankin evreleme sistemi ile 4 farkli kantitatif immunohistokimyasal yontemi
kullanmislar ve sonuglarinin benzer oldugunu tespit etmiglerdir. Calismamizda
kullanimi kolay ve daha 6nce farkli birgok ¢alismada kullanildigi i¢in bulgularin
kargilastinlabilmesine olanak saglayan vyari-kantitatif modifiye Mankin
degerlendirme sistemine ek olarak kantitatif bir ydntem olan ve apopitotik
kondrositleri degerlendiren immunohistokimyasal yontem de kullanarak olasi
subjektif hatalarin azaltilmasi amaglandi.

Etyopatogenezinde farkl birgok etkenin rol oynadigi OA’te kikirdagin sok
absorbe edici etkisinin azalmasi ya da kaybolmasi klinik semptomlarin ortaya
¢tkisina neden olmaktadir. Kikirdagin kompresif yiklenmelere karsi koyabilme
guci matriksin yapisindan kaynaklanmaktadir. Kondrositler tarafindan sentez
edilen ve yapim ile yikimin dengede oldugu hicrelerarasi matriksin
bilesenlerinde kayip, eklemde dejenerasyonla sonuglanir. Osteoartritin
patogenezinde matriks yikimina neden olan katabolik etkili birgok enzim
arastirilmis olmasina kargin, matriks bilesenlerin sentezinden sorumlu olan
kondrositlerdeki azalmanin etkisi son yillarda daha dikkati ¢geker olmustur (64).
Temel gérevi matriks yapimi ile yikimi arasindaki dengenin korunmasi olan
kondrositlerde meydana gelen éluman, kikirdak harabiyeti gelismesinde etkili
oldugu ve dnceleri nekroz olarak kabul edilen kondrosit 6lim mekanizmasinin
da gunimizde apopitoz ile iligkili oldugunu belirtimektedir (3-7).
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Programlanmis hicre 6luma, fizyolojik hicre 6lumua veya hcre intihar olarak
da belirtilen apopitoz terimi, ilk olarak 1972 yilinda Kerr ve ark (70) tarafindan
kullanilmig ve canli dokudaki hlcre azalmasindan sorumlu olan 6zgin bir
hicre 6lim tipi olarak tanimlanmistir. Doku homeostazinin korunmasinda
kritik 6neme sahip olan apopitoz, organizma tarafindan dizenlenen ener;ji
bagimli hicre élumi olup klasik hiicre élim sekli olarak bilinen nekrozdan
bircok 6zelligi ile farkli oldugu belirtilmigtir (9).

Gok sayida mediatér tarafindan duzenlenen apopitozda hucrenin
yasayabilirlik durumunu pro-apopitotik ve anti-apopitotik ajanlarin oranina
baglidir. Mitokondri i membraninda bulunan ve elektron transport zincirinin
bir proteini olan sitokrom C, apoptozis-indikleyici faktér ile birlikte
sitoplazmaya salinir ve sitoplazmik protein olan Apaf-1’e (Apopitotik proteaz
aktive edici faktér-1) baglanarak aktive eder. ATP’nin de katilimiyla inaktif olan
prokaspaz-9 aktif kaspaz-9a donusir ve efektér kaspaz olan kaspaz 3
aktiflesir. Kaspazla-aktiflesen deoksiribontikleaz (CAD) serbestlesir ve
apopitozun karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonu ve

DNA fragmentasyonu gelisir (3,4,9,87).

Kaspaz'lar (caspase), zimojen (inaktif prekirsér) olarak sitoplazmada
bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak
adlandirilan bir grup enzimlerdir. Birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir
kaskada neden olan 14 ayr kaspaz tanimlanmis olup c¢odu apopitoz
gelisiminde rol almaktadir. Kaspaz 2, 8, 9, 10 gibi “baslatici kaspazlar”
apopitotik uyariyla baslayan 6lim sinyallerini Kaspaz 3, 6, 7gibi “efektor

kaspazlara” iletirler (9,11,12).

Osteoartrit patogenezindeki etkin roli ortaya konan apopitozun bu
hastaligin degerlendiriimesinde belirte¢ olarak ta kullanilabilecedi fikrini
distindUrmustar. Morfolojik, biyokimyasal, immunolojik, immunohistokimyasal
ve molekuler biyoloji gibi farkli ydntemler kullanilarak tespit edilebilen
apopitozda en sik kullanilan metotlarin TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT)-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labelling) ve

caspase-3 boyalarn oldugu ancak TUNEL metodunda teknik hatalarin sik¢a
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gOruldagu ve apopitoz ile nekroz arasindaki ayirimin tam olarak yapilamadigi
belirtiimektedir (3,8). Matsuo ve ark. (69) OA yada femur boyun kirig
nedeniyle Total Kalga Artroplastisi uyguladiklari 12 olgudan hazirladiklari 18
histolojik kesite kikirdak dejenerasyonu ile caspase-3 boyanmasinin korele
oldugunu tespit etmiglerdir. Calismamizda apopitotik kondrositlerin tespiti
amaclyla caspase-3 boyasi kullanildi.

Osteoartrit patogenezinde kikirdak hucreleri Uzerine katabolik etkiye
sahip olan IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17, IL-18 gibi proinflamatuar
sitokinlerin, kollojenaz, stromelisin, gelastinaz  gibi MMP’larin,
prostoglandinlerin ve NO’in arttigi, IL-4, IL-10, IL-13 gibi antiinflamatuar
sitokinlerin, TIMP ve IGF-I, TGF, bFGF, BMP gibi blylime faktérlerinin
azaldigr gosterilmigtir (1,88). Kikirdak dokuda yikima neden olan bu
mediatorlerin etkilerini &nleyebilecek, proteolitik enzimleri baskilayabilecek
veya matriks sentezini artiracak terapotik ajanlarin gelistiriimesi OA
tedavisinde arastirma konularini olusturmaktadir. Farkh birgok deneysel
calismada HA, caspase inhibitérleri, NO inhibitérleri, TNF-alfa inhibitérlerinin
intraartiktler uygulamasi ve kondritin sulfat, fursultiamine, doksisiklin gibi
ajanlarin oral kullaniimasinin kondroprotektif etkileri arastirimistir (71-74,89).
Kirik, tendon ve periferik sinir iyilesmesine ve kikirdak rejenerasyonuna etkileri
farkll birgcok calismada degerlendirilen IAS'in ise kikirdak ve sinovyal doku
Uzerindeki etkileri az sayida galismada incelenmistir (40,93). insan amniotik
sivisl, kikirdak sentezini etkileyen insulin benzeri blyime faktéra-1 (IGF-1) ve
fibroblast buylime faktéri (FGF) gibi blyime hormonlari, fibronektin, laminin
ve vitronektin gibi hicrelerarasi matriksin 6nemli glikoproteinleri, HA ve HA
aktive edici ajan (HASA) gibi makromolekdlleri ile kikirdak yikimini
dnleyebilecek faktorlerden; insan fibroblast kollajenaz inhibitéri benzeri bir
glikoprotein, a2- makroglobulin ve doku metalloproteinaz inhibitéra (TIMP)
iceren zengin bir kompozit olup icerdigi faktdrlerin konsantrasyonlari gebelik
siresince degisir (24-34). Ikinci trimestr gebelerden alinan iIAS’ta yapilan
proteomik analizde, Cho J. ve ark. (75) 842 farkh protein oldugunu, Tsangaris
G. ve ark.da (76) 174 ayri enzim ve enzim subuniti, 75 yapisal, 41 trasport, 34
sinyal iletici ve 38 farkli koruyucu proteini igerdigini tespit etmislerdir.

Calismamizda, kondroprotektif etkinligi degerlendirilen 1AS, 2.trimestr
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gebelerden elde edilmis olup hicrelerinden arindirildiktan sonra intraartiktler
olarak uygulanmigtir.

Osteoartrit tedavisinde glincel yaklasim olan kikirdak koruyucu ajanlarin
etki giicli ve mekanizmasi ile ilgili farkli gériisler ileri strtiimistir. Uzerinde en
¢ok arastirma yapilan ajanlardan biri olan ve kondroprotektif etkisi klinik
¢alismalarla da dogrulanan HA’in kikirdak dokuda proteoglikan (PG), keratan
sulfat ve kondroitini de igeren kikirdak matriksinin sentezini ve kollojen gen
ekspresyonunu artirdigi, PG yikimini ise azalttigi gésterilmistir (16,21,23,77).
HyalUronik asit bu etkisini, kikirdak dokuya penetre olarak PG sentezini
suprese eden ve MMP seviyesini artiran fibronektin fragmanlarini ve bu
fragmani gelistiren Stromelisin-1’in salinimini engelleyerek yaptidi ayrica
proinflamatuar sitokinler olarak bilinen TNF-a ve IL-1B’y1, kondrosit
apopitozisinde etkin olan NO salinimini azalttigi, MMP inhibitér seviyelerini ise
artirdigi  bildirilmistir (78,92). Diaz-Galleo ve ark. (22) tavsan deneysel
osteoartrit modelinde OCB kesilmesi sonrasi 5. ve 10. haftalarda baslayarak
haftada bir kez olmak Uzere 5 hafta siUre ile uyguladiklari intraartikiler HA’in
kikirdak dokudaki apopitozu anlamli oranda azalttigini, sonuglarin OA’in erken
dénemlerinde daha basarili oldugunu tespit etmiglerdir. Sen ve ark. (79) da
OCB'I kestikten 1 hafta sonra haftada bir kez olmak (izere {ic doz olarak
uyguladiklan intraartikGler HA'in tavsan kikirdak dokusu Uzerindeki etkilerini
Mankin kriterlerine gére degerlendirmisler ve HA’in erken evrede OA gelisimini
yavaslattigini  bildirmiglerdir. HyalUronik asitin sinovyal doku (zerindeki
etkilerini degerlendiren bir calismada Tkahashi ve ark (16), intraartikller
uygulanan HA’in kontrol grubuna gére sinovyal dokuda MMP-3 ve IL-1

seviyelerini anlamli oranda azalttigini tespit etmislerdir.

Normal eklemde bulunan HA’e gére daha konsantre halde Uretilen bu
ajanin molekdl agirhgr da farkh olup bunun kondroprotektif etki glcunu
degistirebilecegi belirtiimektedir (96). Shimizu ve ark. (80) 132 tavsanin
OCB'Ini keserek, 4. haftadan itibaren 5 hafta sire ile intraartikiiler olarak
uyguladiklarnt 4 farkli molekdl agirligina sahip HA preparatinin etkilerini
histomorfometrik ve biyokimyasal ydntemlerle karsilastirdiklari ¢alismalarinda,

800 kd molekul agirhgina sahip preparatin en yiksek kondroprotektif etkinlige
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sahip oldugunu gostermiglerdir. Calismamizda IAS ile kondroprotektif etki
glcunl karsilastirdigimiz HA uygulamasinda bu molekdl agirligina en yakin

olan Hyalgan® (700 kd) preparat kullanildi.

HyalUronik asite ek olarak bircok farkli buyime faktérl, protein ve
mediatorleri de iceren IAS'In kikirdak ve sinovyal doku (izerindeki etkilerinin
hangi faktér ya da faktorlerle iligkili oldugu kesin olarak bilinmemektedir.
Bununla birlikte iceriginde bulunan TGF-B'nin birgok hucre tipinin
proliferasyon, diferansiasyon, migrasyon ve apopitozunda etkili oldugu
belirtiimektedir (50). Kikirdak dokudan yapilan invivo ve invitro ¢aligsmalarda
bu faktériin proteoglikan ve kollojen tip Il sentezini artirdigi, MMP-13, MMP-
14, IL-1 ve TNFa gibi matriks ve kollojen yikimina neden olan ajanlari
azaltigi ve TIMP seviyelerini arttirdidi  gdsterilmigtir. Ayrica genetik
calismalarda OA semptomlan ile TGF-B arasinda iliskinin oldugu ve
intraartiktler uygulanan tek doz 200 ng TGF-p’nin 3 hafta sire ile proteoglikan
sentezini arttirdigi bildirilmistir (85). Kikirdak dokuda anahtar anabolik ve
diferansiasyon faktérli olarak gérev alan IGF’'lin de proteoglikan dengesinde
etkin roll oldugu g0sterilmigtir (84). Marvin ve ark (97) insan kultar
kondrositlerinde caspase inhibitérii ve IGF’Un etkilerini karsilastirdiklarn
deneysel ¢alismalarinda, IGF’Un apopitozu engelledigini, Nixon ve ark.(81) da
IGF-1 gen terapisi uyguladiklari invitro ¢alismalarinda, sinovyal membranda
HA Uretiminin arttigini, OA’'te eklem kikirdagina yonelik IGF-1 gen terapisi
uygulamasinin tedavi yéntemi olabilecegini belirtmiglerdir. intraartikiiler
uygulanan IAS’In kikirdak ve sinovyal doku (izerindeki etkilerini deneysel OA
modelinde degerlendiren Tirelioglu O. (40), modifiye Mankin derecelendirme
sistemine gore kikirdak dokunun degerlendirmesinde puanlarin femur medial
kondil i¢in ortalama 6.6 (1-12), tibia medial platosu i¢in ortalama 7.0 (1-12),
sinovyal dokunun histopatolojik degerlendirmesinde ise de puanin ortalama
6.3 (3-8) oldugunu belirterek kontrol grubuna gére istatistiksel anlamlilik tespit
etmistir. Satoglu ve ark (93) ise tavsan medial femoral kondillerinde yaptiklari
tam kat kondral defektleri intraartikiler IAS uygulamasi sonrasi 4. ve 12.
haftada degerlendirmigler ve modifiye O’Driscoll puanlama sistemine gbre
elde edilen sonuclarin istatistiksel olarak anlamsiz oldugunu belirtmiglerdir.
insan amniotik sivisinin eklem kikirdagi (izerindeki etkilerini inceleyen bu iki
calismada da degerlendirme yari kantitatif metodlar ile yapilmis ve
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kondroprotektif etkisi bilinen bir ajan ile pozitif kontrol grubu olusturulmamistir.
Calismamizda gerek HA gerekse de IAS’In serum fizyolojik uygulanan kontrol
grubuna goére kikirdak ve sinovyal doku Uzerinde olumlu etkileri oldugu
g6raldd. Bununla beraber HA uygulanan tavsanlarin kikirdak dokusundaki
dejeneratif degisikliklerin ve sinovyal dokudaki enflamasyonun diger
tavsanlardan daha az olmasi, laboratuar ortaminda Uretilen bu ajanin yiksek
konsantrasyon ve molekdl agirhgr ile iligkili olabilir.

Bu calismada;

1- OCB kesilmesi ile olusturulan deneysel OA modelinin terapétik ajanlarin

etkilerinin degerlendirilmesinde uygun bir yéntem oldugu

2- IAS ve serum fizyolojik (plasebo) uygulamalarinin kikirdak doku Uzerine
olan etkileri kargilagtirildiginda iAS'in kondroprotektif etkinliginin istatistiksel
olarak anlamli oldugu

3- HA ve serum fizyolojik (plasebo) uygulamalarinin kikirdak doku Uzerine
olan etkileri karsilastirildiginda HA’in kondroprotektif etkinliginin istatistiksel
olarak anlamli oldugu

4- IAS ve HA (pozitif kontrol) uygulamalarinin kondroprotektif etkileri
karsilastirildiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu

5- IAS ve HA (pozitif kontrol) uygulamalarinin sinovyal doku Uzerine olan
etkilerinin histopatolojik olarak karsilastirildiginda HA'in koruyucu etkinliginin

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi.

Sonug olarak; kondroprotektif etkisi HA ile karsilastirilabilir diizeyde olan
IAS’In farkli kimyasal islemlerden gecirilerek terapotik etkisinin arttiriimasi ile
OA tedavisinde glncel yaklagimlarindan biri olan kikirdak koruyucu ajanlara
alternatif bir ydntem olabilecegi kanisina varildi.
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