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                                                  ÖZET 

Bu çalışmada erken dönem deneysel osteoartrit modelinde intraartiküler 

uygulanan İnsan Amniotik Sıvısı (İAS) ve Hyalüronik Asit’in (HA) kıkırdak ve 

sinovyal doku üzerine etkilerinin karşılaştırılması amaçlandı.  

Osteoartrit oluşturmak amacıyla ön çapraz bağı kesilen 30 tavşan üç 

gruba ayrıldı.  Grup I’e serum fizyolojik, Grup II’ye HA, Grup III’e İAS, birer 

hafta ara ile 3 kez intraartiküler uygulandı. Tavşanlar 12.haftada sakrifiye 

edilerek kıkırdak doku makroskobik, histopatolojik, immünohistokimyasal, 

sinovyal doku ise histopatolojik olarak değerlendirildi ve hücre tabakası 

kalınlığı ölçüldü. Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildi. 

Makroskobik değerlendirmede ortalama puanlar Grup I de 3,8 (3-4) , 

Grup II de 1,4 (0-4), Grup III te 2,3 (0-4) olarak bulundu. Grup I ile Grup II 

arasındaki fark anlamlıydı (p=0.008). 

Kıkırdak doku histopatolojik değerlendirmesinde femur medial kondil için 

Grup I, II, III’teki değerler sırası ile ortalama 28,85 (28-30), 10,83 (2-28) ve 

19,37 (10-30), tibia medial plato için ise sırasıyla ortalama  22 (16-28), 9 (0-

16) ve 12,25 (4-28) olarak bulundu. Grup I’deki puanlar Grup II ve Grup III’e 

göre anlamlıydı (p=0.005).  

İmmunohistokimyasal değerlendirmede grupların değerleri sırasıyla 

ortalama femur yüzeyel tabakada 3,86 (3-4), 1,71 (0-4) ve 1,25 (0-3) (Grup I 

için  p<0.05), femur derin tabakada 2,14 (0-4) , 0,57 (0-1), 0,13 (0-1) (Grup I 

için p<0.05) iken tibia yüzeyel tabakada  2,43 (1-4), 1,14 (0-4), 0,63 (0-1) 

(Grup I ile Grup III arasında p<0.05), tibia derin tabakada 1 (0-1), 0,43 (0-3) ve 

0 (p>0.05) olarak bulundu.  

Sinovyal doku histopatolojik değerlendirmesinde gruplardaki puanlar 

sırası ile ortalama 9,14 (1-14),  3,83 (0-9) ve 8,87 (4-13) idi. (Grup II için 

p<0.05). Sinovyal hücre tabakasının kalınlığı ise sırasıyla ortalama 28 µm (15-

38), 28,3 µm (20-35) ve 36,3 µm (30-40) olarak ölçüldü. (Grup III için p<0,05). 

Sonuç olarak, kondroprotektif etkisi HA ile karşılaştırılabilir düzeyde olan 

İAS’ın farklı kimyasal işlemlerden geçirilerek terapotik etkisinin arttırılması ile 

OA tedavisinde güncel yaklaşımlarından biri olan kıkırdak koruyucu ajanlara 

alternatif bir yöntem olabileceği kanısına varıldı. 

Anahtar kelimeler: İnsan amniotik sıvısı, Hyalüronik Asit, Apopitoz, 

Caspase-3, Deneysel osteoartrit, Kıkırdak 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 II and HAF  to Group III 

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 I, 1,4 

(0-4) at Group II and 2.3 (0-4) at Group III. There was stastitically acceptible 

difference between Group I and Group II(p=0.008) 

Avarage values at histopathological evaluation of femur medial condyl 

cartilage tissue were 28,85 (28-30)at Group I , 10,83 (2-28) at Group II, 19,37 

(10-30),  at Group III. avarage values for tibia medial condyl were 22 (16-28) 

at Group I, 9 (0-16) at Group II, 12,25 at Group III results of GroupI were 

significiantly different from Group II and Group III. 

At immunuhistochemical evaluation; avarage values for femural 

superficial layers were 3,86 (3-4) at Group I, 1,71 (0-4) at Group II, 1,25 (0-3) 

Group III.(p<0,05 for Group I) avarage values for femoral deep layers were  

2,14 (0-4) at Group I, 0,57 (0-1)at Group II, 0,13 (0-1) at Group III .(p<0,05 for 

Group I) With immunuhistochemical evaluation; avarage values for tibial 

superficial layers were 2,43 (1-4) at Group I, 1,14 (0-4) at Group II, 0,63 (0-1) 

Group III.(p<0,05  between Group I and III) avarage values for tibial deep 

layers were  1 (0-1) at Group I, 0,43 (0-3) at Group II, 0 at Group III (p>0,05). 

Key words: Human Amniotic Fluid, Hyaluronic Acid, Apoptosis, 

Caspase-3, Experimental Osteoarthritis, Cartilage Protect Effect 
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GİRİŞ 

 

Değişen yaşam şekli ve yaşam süresinin uzaması ile görülme sıklığı artan, 

ağrı ve fonksiyon kaybına neden olarak aile, toplum ve ekonomiyi olumsuz yönde 

etkileyen, eklem kıkırdağının dejenerasyonuyla karakterize bir hastalık olan 

primer osteoartritin (OA) tedavisinde uygulanan lokal ve sistemik ajanlarla 

kıkırdaktaki hasarın gelişimini engellemek, ilerleyişini yavaşlatmak veya 

durdurmak amaçlanmaktadır(1). 

 

Hücreler ve ekstrasellüler matriks arasındaki yapım-yıkım dengesinin 

bozulması sonucu meydana gelen OA’te matriks yapımını azaltan ya da yıkımı 

artıran birçok faktör tanımlanmıştır (1). Başlangıçta kıkırdak dokudaki bu 

dengenin bozulmasında ekstrasellüler matriks komponentlerini yıkan kollajenaz, 

jelatinaz, agrekanaz, elastaz ve fibronektin-yıkıcı stromelisin-1 gibi matriks 

metalloproteinaz (MMP) enzimlerinin sorumlu olduğu belirtilirken, günümüzde 

kıkırdak yapısal bütünlüğünün sürdürülmesinde kondrositlerin daha etkin rol 

oynadığı ve normal kıkırdak dokusunda toplam volümün sadece % 5 ini oluşturan 

bu hücrelerdeki  sayısal ve fonksiyonel kaybın OA  gelişiminde ve ilerlemesinde 

belirleyici olduğu ileri sürülmektedir ( 2,3). 

 

Osteoartrit patogenezindeki  kondrosit  ölümü ve bunun sonucu olarak 

meydana gelen sayısal azalmanın mekanizması önceleri nekroz olarak kabul 

edilirken son çalışmalarda bunun apopitoz ile ilişkili olabileceği belirtilmektedir (3-

7). Normal kıkırdak dokuda %0-7 oranında olduğu bildirilen apopitozun OA 

gelişen kıkırdakta %44’lere kadar yükseldiği gösterilmiştir (3,8). 

 

Programlanmış hücre ölümü, fizyolojik hücre ölümü veya hücre intiharı 

olarak da belirtilen apopitoz canlı dokudaki hücre azalmasından sorumlu olan 

özgün bir hücre ölüm tipi olarak tanımlanmıştır(9). Çok sayıda mediatör 

tarafından düzenlenen apopitozda hücrenin yaşayabilirlik durumu pro-apopitotik 

ve anti-apopitotik ajanların oranına bağlıdır. Aspartat-spesifik sistein proteaz 

(caspase) enzim grubunun temel rol oynadığı apopitozda birbirini aktifleştirerek 

preteolitik bir kaskada neden olan 14 farklı caspase tanımlanmıştır(8). Farklı  
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mediatör ve sinyaller ile aktifleşen kaspaz-3 Kaspazla-aktifleşen 

deoksiribonükleazı (CAD) serbestleşir ve apopitozun karakteristik bulgularından  

biri olan kromatin kondensasyonu ve DNA fragmentasyonu gelişir (10). İnsan 

osteoartritik kıkırdağında Caspase-3 enziminin arttığı dolayısı ile bu enzimin 

immunohistokimyasal yöntemler ile tespitinin apopitoz değerlendirilmesinde 

belirteç olarak kullanılabileceği invitro ve invivo çalışmalarda gösterilmiştir (11-

15).  

Klinik ve deneysel çalışmalarda osteoartrit progresyonunu yavaşlattığı 

gösterilen hyaluronik asitin (HA) etki mekanizmasını  değerlendiren bir çok 

araştırmada, intraartiküler uygulama sonrası endojen HA yapımının arttığı, 

kollojen ve proteoglikan yıkımının engellendiği, kondrosit metabolizmasının 

değiştiği, kondrosit yıkımı ve apopitozun azaldığı gösterilmiştir (16-21). Diaz-

Gallego L. ve ark (22) tavşanlarda yaptıkları deneysel OA modelinde, HA 

uygulanan dizlerdeki apopitozun %9.8, uygulanmayanlarda ise %14.09 oranında 

geliştiğini ve  farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğunu tespit etmişlerdir. Echigo 

R. ve ark’da (23) HA uygulaması sonrası apopitozdaki azalmanın yaklaşık %50 

oranında olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Zengin bir kompozit materyal olan insan amniotik sıvısının (İAS), kıkırdak 

sentezini etkileyen insulin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) ve fibroblast büyüme 

faktörü (FGF) gibi büyüme hormonlarını, fibronektin, laminin ve vitronektin gibi 

hücrelerarası matriksin önemli glikoproteinlerini, HA ve hyalüronik asit aktive 

edici ajanı (HASA), kıkırdak yıkımını önleyebilecek insan fibroblast kollajenaz 

inhibitörü benzeri bir glikoproteini, α2- makroglobulini ve doku metalloproteinaz 

inhibitörlerini (TIMP) içerdiği bildirilmiştir (24-34). Deneysel çalışmalarda İAS’ nın 

periferik sinir, tendon, kırık iyileşmesi ve OA üzerindeki olumlu etkileri 

gösterilmiştir(35-40). Yarı-kantitatif yöntemler kullanılarak İAS’nın OA üzerindeki 

etkisinin değerlendirildiği bu çalışmalarda kondroprotektif etkinliği bilinen bir 

ajanla karşılaştırması yapılmamıştır.  

 

Çalışmamızda deneysel OA modelinde intraartiküler uygulanan İAS ve  

HA’in sinovyal ve kıkırdak doku üzerindeki etkilerini, yarı-kantitatif yöntemlere ek 

olarak kantitatif bir metot ile değerlendirmek ve etki güçlerini karşılaştırmak 

amaçlandı. 
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GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Araştırmaları Etik 

Kurulu’ndan alınan gerekli izin sonrası Deney Hayvanları Yetiştirme ve 

Araştırma Merkezi’nden temin edilen  ağırlıkları 2500– 4000 gr arasında olan 

30 adet erişkin Yeni Zelanda tavşanı kullanılarak yapılan bu çalışmada, 

deneysel OA oluşturmak amacı ile Yoshioka ve ark.’nın (41) tanımladığı Ön 

Çapraz Bağ (ÖÇB) kesilerek oluşturulan model kullanıldı.  

Üç gruba ayrılan deney hayvanlarına eklem içi enjeksiyon amacıyla 0.5 

ml İAS, molekül ağırlığı 700 kilodalton (kd) olan HA (HYALGAN®; Bilim İlaç 

San. İstanbul, Türkiye)   ve serum fizyolojik uygulandı. Kullanılan İAS Uludağ 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik Anabilim Dalı’na prenatal tanı 

amacıyla gönderilen ve yapılan değerlendirme sonrası patoloji saptanmayan 

2. trimestr gebelere uygulanmış amniosentez mayinden elde edildi. Hücreden 

arındırmak amacıyla yüksek devirde santrifuj edilen bu materyalin, deney 

hayvanlarına uygulanıncaya kadar geçen süre içerisinde protein 

denatürasyonunu engellemek amacıyla -20°C de saklanmasına, amniosentez 

ile intraartiküler enjeksiyon uygulaması arasında geçen sürenin ise 24 saatten 

az olmasına özen gösterildi.  

 Cerrahi Teknik   

Enfeksiyon proflaksisi için cerrahi girişimden 30 dakika önce 50 mg/kg 

Sefazolin Sodyum (Sefazol® Mustafa Nevzat İlaç Sanayi, İstanbul, Türkiye) 

uygulanan deney hayvanlarında anestezi amacıyla %2’lik ksilazin hidroklorür 

8 mg/kg  (ROMPUN®; Bayer Healthcare, Leverkusen, Germany) ve ketamin 

hidroklorür (KETALAR® ;Pfizer, USA) 100 mg/kg dozunda kas içine 

uygulandı. Sağ arka ekstremiteleri tıraş edilen tavşanların ameliyat sahası 

%10 povidine iodine  (Batticon®; Adeka, Samsun, Türkiye) solüsyonu  

kullanılarak temizlendi ve steril olarak örtüldü. Ön-orta hattan yapılan 

longitudinal cilt insizyonu sonrası medial parapatellar artrotomi ile patella 

laterale disloke edildi ve yeterli açılım sağlandı. Diz tam fleksiyonda iken ön 

çapraz bağ kesildi. Çapraz bağın tam kat kesildiği ön çekmece testi ile  
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doğrulandı. Eklem boşluğu steril serum fizyolojik ile yıkandı ve eklem 

kapsülü 3-0 kalınlığında emilebilen iplik  (Safil - Aesculap AG and CO.KG - 

Braun), cilt  

 

ise 3-0 kalınlığında emilmeyen iplik (Ethilon – Ethicon – Johnson and  

Johnson) ile kapatıldı. Cerrahi sonrası analjezi amacıyla içme sularına 1-2 

mg/kg/100 ml parasetamol konulan tavşanlar standart yem ile beslenerek 

kafes aktivitesine bırakıldılar. 

 

İntraartiküler ilaç enjeksiyonu uygulaması için 30 mg/kg ketamin 

hidroklorür ile sedasyon sağlanan tavşanlar randomize olarak 10’arlı üç gruba 

ayrıldı ve yapılan cerrahi sonrası 1. haftadan itibaren birer hafta ara ile toplam 

üç kez 0,5 ml hacminde serum fizyolojik (Grup I), HA (Grup II) ve İAS (Grup 

III) uygulandı. Deney hayvanları son enjeksiyondan 8 hafta sonra yüksek doz 

tiopental sodyum (Pentotal, İ.E İlaç San. İstanbul, Türkiye) yardımı ile sakrifiye 

edildi. Cerrahi girişim uygulanan diz eklemleri sinovya,  femur ve tibia eklem 

yüzeylerini içerecek şekilde çıkartılan tavşanlarda ÖÇB’ın tam kesilip 

kesilmediği kontrol edildi.  

 

Femur medial kondil kıkırdak dokusundaki dejeneratif değişikliklerin 

makroskopik değerlendirmesinde Pelletier ve ark.(42) tarafından tanımlanan 

evreleme sistemi kullanıldı ( Tablo 1 ). 

 

 TABLO 1:  Kıkırdak Doku Makroskobik Evrelemesi  (42 ) 

 Evre 0  Sağlam yüzey 

Evre 1  Minimal fibrilasyon veya yüzeyel sarımtrak renk değişikliği 

 Evre 2  Erozyon yüzeyel veya orta tabaka 

 Evre 3  Erozyon derin tabaka 

 Evre 4  Erozyon subkondral kemik 
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Doku Hazırlanması 

Deney hayvanlarının cerrahi girişim uygulanan diz eklemleri femur ve 

tibiaya ait eklem yüzeyleri ve sinovyal dokuyu içerecek şekilde eklem 

mesafesinden 2 cm uzaklıktan kesilerek çıkartıldı. Çevre yumuşak dokuların 

uzaklaştırılmasını takiben histopatolojik ve immunohistokimyasal inceleme için 

%10’luk formaldehit solüsyonunda üç gün süreyle dokuların fiksasyonu 

sağlandı. Takiben %10’luk formik asit solüsyonu içinde on beş gün 

bekletilerek dekalsifikasyon işlemi gerçekleştirildi. Örnekler dehidrasyonu 

takiben parafin bloklara gömüldü. Rutin takip işlemleri sonrası 4 µm lik sagital 

kesitler alınarak histopatolojik ve histokimyasal değerlendirme için 

hematoksilen-eosin ve  safranin-O, immünohistokiyasal değerlendirme için  

caspase-3 boyası ile boyandı.  

İmmünohistokimyasal yöntemle apopitotik kondrositleri  değerlendirmek 

amacıyla yapılan caspase-3 boyama yönteminde her üç grupta parafin 

bloklardan elde edilen 4 µm kalınlığındaki sagital kesitler polilizin kaplı lamlara 

alındı.  Kesitler 50 ml sitrat tampon içinde 2x5 dakikalık periyotlar halinde 700 

wattlık mikrodalga ışın altında mikrodalga fırında ışınlandı.  Mikrodalga 

fırından çıkarılan kesitler sıcak tampon içinde 20 dakika bekletildi. Primer 

antikor olarak Caspase 3 poliklonal antikoru (Rabbit Polyclonal Antibody, 

CPP32 Ab-4, Neomarkers, USA) 1/100 oranında sulandırılarak 30 dakika süre 

ile oda sıcaklığında uygulandı.  Biotin-Streptavidin amplifikasyon sistemi, 

horse radish peroxidase enzimi ve AEC kromojeni (LSAB universal kit, DAKO, 

Carpinteria , CA, USA) kullanılarak yöntem tamamlandı.  

 

Histopatolojik Değerlendirme 

Kıkırdak doku histopatolojik değerlendirmesinde, Mankin ve ark.’nın (43) 

tanımladığı ve Yoshimi ve ark. (19) tarafından modifiye edilen değerlendirme 

sistemi kullanıldı. Kıkırdağın histolojik yapısı, hücresel değişiklikler, safranin-O 

tutulumu, tidemark yapısı ve pannus oluşumunun derecelendirildiği bu 

sistemde elde edilen toplam puanlar, gruplar arasında istatistiksel olarak 

karşılaştırıldı ( Tablo 2). 
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Sinovyal dokudaki değişikliklerin histopatolojik değerlendirmesinde, 

Yoshimi ve ark. (19)  tarafından tanımlanan ve iki ana bölümden oluşan 

derecelendirme sistemi kullanıldı. Bu derecelendirme sisteminde sinovyal 

dokunun hipertrofisi, hiperplazisi ve inflamatuar hücre infiltrasyonunu 

değerlendiren birinci kısım puanı ile subsinovyal alanın granülasyon doku 

proliferasyonu, vaskülarizasyonu ve inflamatuar hücreler tarafından 

infiltrasyonunu değerlendiren ikinci kısım puanı toplandı. Her üç grupta elde 

edilen toplam puanlar istatistiksel olarak karşılaştırıldı    (Tablo 3). Sinovyal 

dokunun değerlendilmesi amacıyla sinovyal hücre tabakasının kalınlığı µm 

cinsinden ölçülerek üç gruptaki sonuçlar istatistiksel olarak karşılaştırıldı. 

 

İmmunohistokimyasal Değerlendirme 

Apoptosis tayini için kullanılan ve aktif caspase 3 içeren hücreleri 

gösteren immunohistokimyasal boyama ile femur ve tibia kıkırdakları ayrı ayrı 

değerlendirilerek büyük büyütmede yüzeyel ve derin kıkırdak tabasındaki 

apopitotik hücreler sayıldı. Caspase 3 ile boyanan apopitotik kondrositlerin 

tüm kondrositlere oranına göre 0 ile 4 arasında puanlama yapıldı (Tablo 4).  
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TABLO 2. Eklem Kıkırdak Lezyonlarının Histolojik ve Histokimyasal Evrelemesi (19) 

 I.Yapı  

  Normal      0 

  Hafif yüzey düzensizliği    1 

       Orta derecede yüzey düzensizliği   2 

       Ciddi yüzey düzensizliği    3 

       Transizyonel  zonda  yarık    4 

       Radyal zonda yarık     5 

       Kalsifiye zonda yarık    6 

       Transizyonel zon kaybı    7 

       Radyal zon kaybı     8 

       Kalsifiye zon kaybı     9 

       Komplet dezorganizasyon    10 

    II. Hücre 

      1. Tanjansiyel zon 

  Normal      0 

  Şişme      1 

  Hücre kaybı     2 

     2. Transizyonel ve radyal zon 

  Normal      0 

  Hafif hiperselülerite     1 

  Orta derecede hiperselülerite    2 

  Ciddi hiperselülerite     3 

  Hafif kılonlaşma     4 

  Orta derecede klonlaşma    5 

  Ciddi klonlaşma     6 

  Hafif hiposelülerite     7 

  Orta derecede hiposelülerite    8 

  Ciddi hiposelülerite     9 

  Hücrelerin kaybı     10 

 III. Safranin-O tutulumu 

  Normal      0 

  Hafif azalma     1 

  Orta derecede azalma    2 

  Ciddi kayıp     3 

  Hiç tutulum yok     4 

 IV. Tidemark  

  İntakt      0 

  Çok seviyeli     1 

  Belirsiz      2 

  Damarlanma ile bozulmuş    3 

 V. Pannus oluşumu 

  Yok      0 

  Hafif      1 

  Orta derecede     2 

  Belirgin      3 
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 Tablo 3. Sinovyal Doku Değişikliklerinin Histolojik Sınıflaması (19) 
                                     

          
           I. Sinovyayı döşeyen hücre tabakası 
 

 1.Sinovyayı döşeyen hücrelerin hiperplazisi 
 
  Normal    0 
  Hafif               1 
  Orta derecede   2 
  Ciddi               3 
 2. Sinovyayı döşeyen hücrelerin hipertrofisi 
 
  Normal    0 
  Hafif               1 
  Orta derecede   2 
  Ciddi               3 
 3. İnflamatuvar hücrelerin infiltrasyonu 
 
  Normal    0 
  Hafif     1 
  Orta derecede   2 
  Ciddi     3 
 
II. Subsinovyal doku 
  

   1. Granülasyon dokusunun proliferasyonu 
 

  Normal    0 
  Hafif     1 
  Orta derecede   2 
  Ciddi     3 
 2. Vaskülarizasyon 
  Normal    0 
  Hafif     1 
  Orta derecede   2 
  Ciddi     3 
 3. İnflamatuvar hücrelerin infiltrasyonu 
  Normal    0 
  Hafif     1 
  Orta derecede   2 
  Ciddi     3 

  

 

 

 



 14 

 

Tablo 4. Caspase 3 ile boyanan apopitotik kondrositlerin tüm           

         kondrositlere oranına göre derecelendirilmesi 

 %   Apopitoz puanı 

 0-20    0 

 20-40    1 

 40-60    2 

 60-80    3 

 80-100   4 
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BULGULAR 

 Her gruptan birer tavşan, yara yeri enfeksiyonu veya septik artrit gelişmesi 

nedeniyle çalışma dışı bırakıldı. Ayrıca çalışma süresince Grup I ve II’den iki, 

Grup III’ten ise bir tavşan öldüğü için çalışma 22 tavşanla sonuçlandırıldı      

(n: 22; Grup I:7, Grup II:7, Grup III:8). 

 

Femur medial eklem yüzeyinin makroskobik değerlendirmesinde; Grup 

I’deki tavşanların birinde evre 3 (%14.2), 6’sında evre 4 (%85.8) dejeneratif 

değişiklik geliştiği tespit edilirken Grup II’deki tavşanların ikisinde evre 0 

(%28.5), üçünde evre 1 (%42.8), birinde evre 3 (%14.2) birinde evre 4 (%14.2) 

dejeneratif değişiklik geliştiği görüldü. İnsan amniotik sıvısı uygulanan Grup 

III’te ise evre 0 değişiklik bir (%12.5), evre 1 değişiklik üç (%37.5), evre 4 

değişiklik dört (%50) tavşanda gelişti. İleri evre kıkırdak hasarı (evre 3-4), 

Grup I’deki 7 tavşanda da (%100) gelişirken bu hasar Grup II’de iki (%28), 

Grup III’te ise 4 tavşanda (%50) tespit edildi (Tablo 5). Bu sonuçların gruplar 

arası istatistiksel değerlendirmesinde; Grup I ile Grup II arasındaki fark anlamlı 

iken (p=0.008) Grup I ile Grup III ve Grup II ile Grup III arasındaki fark 

anlamsız idi (p>0.05) (Grafik 1). 

 

 

 

TABLO 5: Femur Medial Kondil Eklem Yüzeyinin Makroskobik Değerlendirmesi (42)  

GRUPLAR 
Ortalama 

puan 
Evre 0 – 2 

(n) 
Evre 3- 4 

(n) 
TOPLAM 

(n) 

I 3,8  (3-4) - 7 7 

II  1,4  (0-4) 5 2 7 

III  2,3  (0-4) 4 4 8 
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GRAFİK 1: Femur Medial Kondil Eklem Yüzeyinin Makroskobik değerlendirmesi 
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Kıkırdak dokunun histopatolojik değerlendirmesi amacıyla kullanılan 

modifiye Mankin derecelendirme sistemine göre; femur medial kondil kıkırdak 

doku toplam puanı Grup I de ortalama 28,85±0,8 (28-30), Grup II’de ortalama 

10,83±9,7 (2-28) ve Grup III’de ortalama 19,37±8,0 (10-30) iken tibia medial 

plato kıkırdak dokudaki toplam puanlar sırasıyla ortalama 22±4,6 (16-28), 

9±6,0 (0-16) ve 12,25±7,7 (4-28) olarak tespit edildi (Tablo 6-7). Femur medial 

kondil ve tibia medial plato kıkırdak doku için Grup I’de elde edilen puanlar 

Grup II ve Grup III’teki değerlerle istatistiksel olarak karşılaştırıldığında fark 

anlamlı iken (p=0.005) Grup II ile Grup III arasındaki fark anlamsız idi (p>0.05) 

(Grafik 2-3).  

 

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

Kondili ve Tibia Medial Platosundaki Kıkırdak Doku Değerlendirilme Sonuçları 

 

 

GRUP 

Femur  medial 

kondili 

(ort. puan) 

Tibia medial 

platosu 

(ort. puan) 

I 28,85 (28-30) 22 (16-28) 

II 10,83 (2-28) 9 (0-16) 

III 19,37 (10-30) 12,25 (4-28) 

 

 

*

GRUP I - GRUP II        p= 0,008* 
GRUP I - GRUP III       p= 0,09 
GRUP II - GRUP III      p= 0,1 
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TABLO 7: Modifiye Mankin Derecelendirme Sistemine (19) Göre Femur Medial 

Kondili ve Tibia Medial Platosundaki Kıkırdak Doku Değerlendirilme Sonuçları 

 

FEMUR MEDİAL KONDİL TİBİA MEDİAL PLATO 
 GRUPI GRUPII GRUPIII  GRUPI GRUPII GRUPIII 

I.Yapı 
Normal - - -  - 1 1 
Hafif yüzey düzensizliği -   2 1  - 2 2 
Orta yüzey düzensizliği - 1 1  - 4 - 
Ciddi yüzey düzensizliği - 3 2     2 - 4 
Transizyonel  zon  yarık - - -  - - - 
Radyal zonda yarık - - -  - - - 
Kalsifiye zonda yarık - - -  1 - - 
Transizyonel zon kaybı - -          -  - - - 
Radyal zon kaybı - - -  1 - - 
Kalsifiye zon kaybı 1 - -  1 - - 
Komplet dezorganizas. 6 1 4  2 - 1 

Toplam 7 7 8  7 7 8 

II. Hücre 

1. Tanjansiyel zon  
Normal - 2 1 - 2 1 
Şişme         - 2 1        - 2 1 

Hücre kaybı 7 3 6 7 3 6 

Toplam 7 7 8 7 7 8 

2. Transizyonel ve 
radyal zon 

 

Normal - - - - 1 - 
Hafif hiperselülerite - 2 - - - 1 
Orta hiperselülerite - 1 1 - - 1 
Ciddi hiperselülerite - - - - 2 - 

Hafif klonlaşma - 2 - - - 1 
Orta klonlaşma - - 1 - 1 1 
Ciddi klonlaşma - - 1 - - - 

Hafif hiposelülerite - - 1 - 1 2 
Orta hiposelülerite - 1 1 2 1 - 
Ciddi hiposelülerite 1 - 1 4 1 1 

Hücrelerin kaybı 6 1 2 1  1 

Toplam 7 7 8 7 7 8 

III. Safranin-O tutulumu 

Normal - 2 1 - 2 2 
Hafif azalma - 2 1 - 2 4 

Orta derecede azalma - 2 - 1 2 - 
Ciddi kayıp 1 - 3 4 1 1 

Hiç tutulum yok 6 1 3 2 - 1 

Toplam 7 7 8 7 7 8 

IV. Tidemark 

İntakt - 5 2 3 7 5 
Çok seviyeli - 1 5 2 - 2 

Belirsiz 7 1 1 2 - 1 
Damarlanma  - - - - - - 

Toplam 7 7 8 7 7 8 

V. Pannus oluşumu 

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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GRAFİK 2: Modifiye Mankin Derecelendirme Sistemine Göre Femur Medial 

Kondili Kıkırdak Dokusunun Değerlendirme Sonuçları 
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GRAFİK 3: Modifiye Mankin Derecelendirme Sistemine Göre Tibia Medial 

Plato Kıkırdak Dokusunun Değerlendirme Sonuçları 
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*

*
GRUP I - GRUP II        p=0,005* 

GRUP I - GRUP III       p=0,01* 

GRUP II - GRUP III      p=0,08 k         

GRUP I - GRUP II        p=0,004* 

GRUP I - GRUP III       p=0,02* 

GRUP II - GRUP III      p=0,5 k            

*

*
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RESİM 1: Eklem yüzeyinde orta derecede yüzey düzensizliği (HEX200) 

 

 

RESİM 2: Kondrositlerde belirgin klonlaşma (HEx100). 
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RESİM 3: Normal Safranin-O tutulumu 

 

    

RESİM 4: Tam dezorganize görünümdeki eklem kıkırdağında belirgin  

      olarak azalmış safranin-O tutulumu (Safranin-Ox100) 
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Sinovyal doku değişikliklerin histopatolojik değerlendirmesinde Yoshimi 

kriterlerine göre Grup I’deki puan ortalama 9,14±4,6 (1-14), Grup II’de 

ortalama 3,83±3,4 (0-9), Grup III’de ise ortalama 8,87±2,9 (4-13) olarak tespit 

edildi (Tablo 8-9). Gruplarda elde edilen puanlar istatistiksel olarak 

karşılaştırıldığında Grup II’nin hem Grup I hem de Grup III ile arasındaki fark 

anlamlı iken (p<0.05) Grup I ile Grup III arasındaki fark anlamsızdı (p>0.05) 

(Grafik 4).  
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TABLO 8: Sinovyal Dokunun histopatolojik değerlendirme sonuçları (19) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Grup I Grup II Grup III 

Sinovyayı Döşeyen Hücre Tabakası 
I.Hiperplazi 

Normal 1 2 - 
Hafif 1 3 2 

Orta derecede 1 2 5 
Ciddi 4            - 1 

TOPLAM 7 7 8 

II.Hipertrofi 
Normal 1 2 - 

Hafif 1 3 2 

Orta derecede 1 2 5 

Ciddi 4 - 1 

TOPLAM 7 7 8 

III.İnflamasyon 

Normal 2 5 1 

Hafif 3 2 2 

Orta derecede 2 - 4 

Ciddi - - 1 

TOPLAM 7 7 8 

Subsinovyal Doku 

I.Granülasyon  Dokusunun Proliferasyonu 

Normal 1 5 1 
Hafif 3 1 6 

Orta derecede 3 1 1 

Ciddi - - - 

TOPLAM 7 7 8 

II.Damarlanma 
Normal - 2 - 

Hafif 4           4 3 

Orta derecede 3 1 4 

Ciddi - - 1 

TOPLAM 7 7 8 

III.İnflamasyon 

Normal 2 6 3 

Hafif 2 1 4 

Orta derecede 3 - 1 
Ciddi - - - 

TOPLAM 7 7 8 
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TABLO 9: Sinovyal Dokunun histopatolojik değerlendirme sonuçları (19) 

 

Sinovyadaki 

değişiklikler 
Grup I Grup II Grup III 

ortalama puan 9,14 (1-14) 3,83 (0-9) 8,87 (4-13) 

 

 

GRAFİK 4: Sinovyal Dokunun histopatolojik değerlendirme sonuçları (19) 
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RESİM 5: Sinovyayı döşeyen hücrelerde belirgin hiperplazi ve hipertrofi  

                       ile inflamatuar hücrelerin infiltrasyonu (HEx200). 

GRUP I - GRUP II        p=0,05* 

GRUP I - GRUP III       p=0,6k 
GRUP II - GRUP III      p=0,01* 

* *
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Sinovyal hücre tabakasının kalınlığı Grup I de ortalama 28±7,5 µm   

(15-38), Grup II de ortalama 28,3±6,0 µm (20-35), Grup III te ise ortalama 

36,3±4,2 µm (30-40) olarak ölçüldü (Tablo 10). Sonuçlar istatistiksel olarak 

karşılaştırıldığında; Grup I ile Grup II arasındaki farkın anlamsız (p>0,05), 

Grup I ile III ve Grup II ile III arasındaki farkın ise anlamlı olduğu tespit edildi 

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

 

TABLO 10: Sinovyayı Döşeyen Hücre Tabakasının Ortalama Kalınlığı 

 

 Grup I Grup II Grup III 

Sinovyayı döşeyen 

hücre tabakasının 

kalınlığı (µm) 

 

28(15-38)   

 

28,3(20-35)   

 
 
36,3(30-40) 

 

 

 

 

GRAFİK 5: Sinovyayı Döşeyen Hücre Tabakasının Ortalama Kalınlığı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRUP I
28

GRUP II
28,3

GRUP III
36,3

 

GRUP I - GRUP II        p=0,9 k 
GRUP I - GRUP III       p=0,01* 

GRUP II - GRUP III      p=0,02* 

* 

* 
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Apopitozun değerlendirilmesinde kullanılan caspase-3 boyaması ile 

yapılan immünohistokimyasal incelemede femur yüzeyel ve derin tabakası 

için ortalama değerler sırasıyla 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 III’de ise 1,25±0,8 (0-3) ve 

0,13±0,3 (0-1) olarak tespit edildi.  Tibia yüzeyel ve derin tabakası için ise 

değerler sırasıyla Grup I’de 2,43±1,5 (1-4) ve 1±1,5 (0-3), Grup II’de 

1,14±1,3 (0-4) ve 0,43±1,1 (0-3) ve Grup III’de 0,63±0,5 (0-1) ve 0 olarak 

bulundu (Tablo 11). Değerler istatistiksel olarak karşılaştırıldığında tibia 

derin tabakadaki caspase-3 boyanmasındaki fark üç grup arasında 

anlamsız iken (p>0.05), femur yüzeyel ve derin tabakada Grup II ve Grup 

III’ün Grup I’e göre anlamlı oranla daha az oranda apopitotik hücre içerdiği 

(p<0.05) ancak Grup II ve Grup III’ün kendi aralarında anlamlı fark olmadığı 

tespit edildi (p>0.05). Tibia yüzeyel tabakada ise sadece Grup I ve Grup III 

arasındaki fark anlamlı bulundu (p<0.05) (Grafik 6-9).   

 

 

 

TABLO 11: Caspase-3 Boyası İle Boyanan Femur ve Tibia 

Kıkırdağının Yüzeyel ve Derin Tabakasındaki Apopitotik Hücre Sayımı 

Ortalama Puanı 

FEMUR TİBİA 
GRUP 

YÜZEYEL DERİN YÜZEYEL DERİN 

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

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

III 1,25 (0-3) 0,13 (0-1) 0,63 (0-1) 0 (0) 

 

 

 

 



 26 

 

GRAFİK 6: Femur Yüzeyel Kıkırdak Tabakası Aktif Caspase 3 Boyaması Sonuçları 
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GRAFİK 7: Femur Derin Kıkırdak Tabakası Aktif Caspase 3 Boyaması Sonuçları 
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GRUP I - GRUP II        p=0,005* 

GRUP I - GRUP III       p=0,001* 

GRUP II - GRUP III      p=0,3 k 

GRUP I - GRUP II        p=0,03* 

GRUP I - GRUP III       p=0,003* 

GRUP II - GRUP III      p=0,4 k 

* 

* 

* 

 * 
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GRAFİK 8: Tibia Yüzeyel Kıkırdak Tabakası Aktif Caspase 3 Boyaması Sonuçları 
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GRAFİK 9: Tibia Derin Kıkırdak Tabakası Aktif Caspase 3 Boyaması Sonuçları 
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GRUP I - GRUP II        p=0,07 

GRUP I - GRUP III       p=0,009* 

GRUP II - GRUP III      p=0,5 k 

GRUP I - GRUP II        p> 0,05 

GRUP I - GRUP III       p> 0,05 

GRUP II - GRUP III      p> 0,05 

* 
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RESİM 6: Yüzeyel tabakadaki kondrositlerde Caspase-3 ile 3. derece  

                                 boyanma (Caspase-3x100). 

 

      

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

                                 boyanma (Caspase-3x200). 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Diatrodial eklemleri etkileyen ve progresif seyirli kronik bir hastalık olan 

OA, orta-ileri yaş popülasyonda en sık eklem ağrısı ve fonksiyonel kayıp 

nedenidir (44). Tek ya da aynı anda birden fazla eklemi ilgilendiren bu 

hastalıkta çoğunlukla ayak bileği, diz, kalça, omurga ve el eklemleri 

tutulmaktadır. Eklem kıkırdağına ek olarak sinovyal doku, bağlar, kapsül, kas, 

subkondral ve metafizial kemikte de patolojik değişikliklerin görüldüğü bu 

hastalığın tedavisinde amaç; ağrı ve fonksiyonel kaybı gidermektir. 

Tedavisinde konservatif ve cerrahi birçok farklı metodun uygulandığı bu 

olgularda kıkırdak hasarını engellemek ya da ilerlemesini yavaşlatmak 

hedeflenir. İleri evre kıkırdak hasarı olan OA’ li olguların cerrahi tedavisinde 

günümüzde sıkça uygulanan ve başarılı orta-uzun dönem izlem sonuçları olan 

Total Eklem Protezlerinin, gelecek 20 yılda uygulama sıklığında %600’lere 

varan oranlarda artış öngörülmesine karşın, izlemlerde gelişebilecek sorunlar, 

bu sorunların çözümündeki güçlükler ve yüksek maliyet, araştırmacıları bu 

uygulamaların gereksinimini azaltabilecek yöntemlerin geliştirilmesine 

yöneltmiştir (46). Kıkırdak dejenerasyonun önlenmesi yada giderilmesinde 

kullanılabilecek yöntemlerin geliştirilmesi amacıyla 250 yıldır süren 

araştırmalar, son 3 dekatta ivme kazanmıştır (45). Farklı birçok deneysel 

çalışmada büyüme faktörleri, perikondrium, periost, mezenkimal kök hücre, 

birçok mediatörler ve HA’in kıkırdak üzerindeki koruyucu etkileri araştırılmıştır 

(45-50,86,92). Deneysel çalışmalarda elde edilen başarılı sonuçlar, bu 

yöntemlerden bir kısmının klinik uygulamalarda da kullanılmasını sağlamıştır. 

İlk kez Peyron ve Balazs (51) tarafından 1974 yılında dejeneratif artritli 

hastalarda uygulanan eklem içi HA’in başarılı klinik sonuçları, farklı birçok 

çalışmada da gösterilmiş ancak alerjik reaksiyon, lokal enflamasyon, ağrı gibi 

%13’lere varan oranlarda bildirilen yan etkiler, araştırmacıları gerek yan etkisi 

daha az gerekse de kondroprotektif etkinliği daha yüksek yeni ajanların 

geliştirilmesine yöneltmiştir. Hyalüronik asite ek olarak kıkırdak 

metabolizmasında etkili insulin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) ve fibroblast  
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büyüme faktörü (FGF) gibi büyüme hormonlarını, fibronektin, laminin ve 

vitronektin gibi hücrelerarası matriksin önemli glikoproteinlerini, insan 

fibroblast kollajenaz inhibitörü benzeri bir glikoproteini, α2- makroglobulini ve 

doku metalloproteinaz inhibitörlerini de (TIMP) içeren ve inert bir sıvı olan 

İAS’ın kondroprotektif etkinliğini değerlendiren çalışmalar literatürde kısıtlı 

olup, bu çalışmaların hiçbirinde HA gibi kıkırdak koruyucu etkinliği bilinen bir 

ajan ile etki gücü karşılaştırılmamıştır (40,93). Çalışmamızda tavşanlarda 

oluşturulan deneysel OA modelinde eklem içi uygulanan İAS’nin 

kondroprotektif etkinliğinin varlığı serum fizyolojik uygulanan kontrol grubuyla 

(plasebo), etki  gücü de kondroprotektif etkinliği bilinen HA uygulanan grup 

(pozitif kontrol) ile yarı kantitatif ve kantitatif yöntemlerle karşılaştırılması 

amaçlandı. 

 

Yavaş seyirli bir hastalık olan OA’in gelişimi, ilerlemesi ve tedavisiyle ilgili 

deneysel araştırmaları insanlarda yapmanın etik olmaması ve kıkırdak 

dejenerasyon sürecinin uzun olması nedeniyle çeşitli deneysel modeller 

geliştirilmiştir (52-55,91). Uygun deneysel OA modeli; ekonomik, uygulaması 

kolay, tekrarlanabilir, mekanizma ve histopatolojik değişiklikler açısından 

insanlarda gelişen OA’e benzer özellikte olmalıdır. At, köpek, rat ve tavşan 

gibi farklı birçok deney hayvanının kullanıldığı bu modellerde OA geliştirmek 

amacıyla immobilizasyon, menisektomi, ekstremite denervasyonu, kimyasal 

ajanlar ve eklemi instabil hale getiren yöntemler uygulanmıştır  

(7,11,13,23,52,53,82,90,91). Evans ve ark. (54) rat dizlerinde immobilizasyon 

uygulayarak oluşturdukları modelin insan OA’indeki süreç ile benzer olduğunu 

belirtirken Yoshioka ve ark. (41) ise  bu modelde kıkırdak onarım özelliklerinin 

insandaki spontan OA’ten farklı olabileceğini, ayrıca parsiyel medial 

menisektomi yöntemi ile geliştirilen osteoartritik lezyonların da çok yavaş 

progresyonlu olduğunu  belirtmişlerdir. Hulth ve ark. (55) bu süreci 

hızlandırmak amacıyla total medial menisektomi ile birlikte iç yan bağ ve her 

iki çapraz bağı keserek oluşturdukları modelde, uygulanan cerrahi işlem 

sonrası gelişen yoğun inflamasyonun, eklem çevresinde fibrozise ve buna 

bağlı hareket kısıtlılığına neden olarak, dejeneratif değişikliklerin ortaya 

çıkmasına engel olduğunu bildirmişlerdir. Eklem stabilizasyonunu azaltarak 

biyomekanik yüklenmeleri değiştiren ön çapraz bağ kesilmesi yöntemi ise 

uygulaması kolay, komplikasyonu az olup insandakine benzer özellikte 
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osteoartritik değişiklikler geliştirmesi nedeniyle farklı birçok deneysel 

çalışmada tercih edilen yöntem olmuştur (11,52,68,79).  

 

Deneysel OA modellerinde kullanılacak hayvan türünün de çalışma 

sonuçlarını değerlendirmede etkili olabileceği belirtilmektedir (19,52). İdeal 

deney hayvanı, biyomekanik olarak insan eklemi ile benzer özellikler taşıyan, 

OA oluşturmak amacıyla yapılacak cerrahinin kolayca uygulanabileceği, 

değerlendirme için yeterli doku teminine olanak veren, ucuz ve bakımı kolay 

olarak tanımlanabilir. Pond ve Nuki (56), köpeklerde ÖÇB’ı keserek 

oluşturdukları OA modelinde, gelişen dejeneratif değişikliklerin insandakine 

benzer özellikte olduğunu göstermelerine karşın, köpeklerin cerrahi 

uygulanmış ekstremitelerine yüklenmeden hareket edebilme yeteneği 

taşıması ve maliyetinin yüksek olması nedeniyle çalışmalarda daha az 

kullanılmaktadır (19). İnsan dizi ile benzer yapısal özellikler gösteren ve 

cerrahi uygulanmış ekstremitesini de hareket sırasında kullanan tavşanda ise 

ön çapraz bağ kesilmesi sonrası kıkırdak dokuda gelişen erken dönem 

değişikliklerin yavaş seyretmesi ve morfolojik özelliklerinin insanlardaki OA ile 

uyum göstermesi, bu modelin deneysel çalışmalarda sıkça tercih edilmesine 

neden olmaktadır. Ayrıca tavşan dizlerinde küçük bir insizyondan medial 

menisküse zarar vermeden ÖÇB’ın kesilebilmesi, ameliyat sonrası kanama ve 

sinovitin az olması ve kıkırdak dejenerasyonunun kademeli olarak gelişmesi, 

bu modelin ek avantajları olup uygulanan ajanların terapötik etkinliğini 

değerlendirmede seçilebilir bir yöntem olduğu belirtilmektedir (19,57). İnsan 

Amniyotik Sıvısı ve HA’in kıkırdak ve sinovyal doku üzerindeki etkilerinin 

karşılaştırıldığı bu çalışmada deneysel OA oluşturmak amacıyla tavşanlarda 

ÖÇB’ın kesildiği model kullanıldı.  

 

Erken dönem OA’te görülen hücre dansitesinde azalma, yüzeyel kıkırdak 

tabakasında bozulma yada lokalize fibrilasyonun gelişmesi için deneysel 

modellerde farklı süreler kullanılmıştır(41,52,79,80). Tavşan diz ekleminde 

ÖÇB kesilmesi sonrası erken dönem osteoartritik lezyonların gelişmesi için 

gereken bu sürenin genellikle 6-8 hafta olduğu belirtilmektedir (58). Yoshioka 

ve ark.nın (41) 30 tavşanı 3 gruba ayırdıkları ve ÖÇB kesimi sonrası 

osteoartritik değişiklikleri 4,8,12. haftalarda değerlendirdikleri çalışmalarında, 
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erken dönem değişikliklerin 4. haftada başladığını ancak hiçbir deney 

hayvanında tam kat tutulum olmadığını, 8-12. haftalarda ise tavşanların % 50 

sinde tam kat tutulumun görüldüğünü tespit etmişlerdir. Papaioannou ve ark 

(52) ise aynı modeli kullanarak yaptıkları çalışmalarında erken dönem 

değişikliklerin ilk 8 haftada hızla geliştiğini, 16. haftadaki değerlendirmelerinde 

ise onarım sürecine bağlı olarak progresyonun yavaşladığını, 8-16. haftalarda 

makroskobik ve eklem kıkırdak morfolojisinin mikroskobik değerlendirme 

sonuçları arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamsız olduğunu 

bildirmişlerdir.  

 

Ön çapraz bağ kesilmesi sonrası instabil hale gelen tavşan dizlerinde 

erken dönem dejeneratif değişikliklerin öncelikle medial kompartmanda 

başladığı belirtilmektedir (94,95). Setton ve ark (94) deneysel osteoartrit 

oluşturmak amacıyla aynı modeli kullandıkları tavşan dizlerinde femur medial 

kondilinin laterale göre osteoartritik değişikliklerden daha fazla etkilendiğini, 

Chang ve ark. (95) ise tibia platosunda meniskal doku dışında kalan alanlarda 

hafif ve orta derecede dejeneratif değişikliklerin meydana geldiğini 

belirtmişlerdir. Çalışmamızda ÖÇB kesilmesini takiben 1. haftadan itibaren 

1’er hafta arayla 3 doz intraartiküler enjeksiyon uygulayıp 8 hafta sonra 

sakrifiye edilen tavşan dizlerinde gelişen erken dönem osteoartritik 

değişiklikler medial femoral kondil ve medial tibial platoda incelendi. 

 

Deneysel OA modellerinde gelişen dejeneratif değişikliklerin 

histopatolojik incelemesinde kullanılan Mankin, Wakatani, Pineda, Yoshimi, 

Sellers, Mendelson ve bunların modifikasyonları, ışık mikroskobu ile yapılan 

yarı-kantitatif değerlendirme yöntemleri olup değerlendirene bağlı olarak 

subjektif hatalara yol açabilir (19,20,43,59-61). Bu hataları en aza indirgemek 

amacıyla kıkırdak ve sinovyal dokuların değerlendirilmesinde 

histomorfometrik, immünohistokimyasal ve spektrofotometrik birçok kantitatif 

yöntemlerin de kullanılması önerilmektedir (62-64). Maliyeti artıran ve ek 

donanımları gerektiren bu metodlar son yıllardaki deneysel OA ile ilgili 

çalışmalarda sıkça kullanılmaktadır (65). Pritzker ve ark. (66), osteoartritik 

kıkırdak histopatolojisinin evreleme ve derecelendirmesinde kullanılacak olan 

ideal evreleme sisteminin basit, ölçülebilir, tekrarlanabilir ve karşılaştırılabilir 
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özellikler içermesi gerektiğini belirtmişlerdir. Yarı-kantitatif metodlar içerisinde 

en sık kullanılan Mankin evreleme sistemi ve modifikasyonlarında doğruluk ve 

tekrarlanabilirliğin tartışmalı olduğunu belirten araştırmacılar olmasına karşın, 

bu evreleme sistemi ile birlikte kantitatif yöntemlerin kullanıldığı çalışmalarda 

sonuçlar genellikle birbirine paralellik göstermektedir. Ostergaard ve ark (67) 

13’ü normal, 21’i osteoartritik olan insan diz eklemlerinden  toplam 89 

histolojik kesit alarak yaptıkları değerlendirmede kıkırdak hasarının hafif ve 

orta şiddette olduğu alanlardan yapılan histopatolojik değerlendirmede, 

Mankin derecelendirme sisteminin hastalığın erken dönemlerini ayırt 

edebilmede yetersiz kaldığını tespit etmişlerdir. Hongbin ve ark. (68) 20 

tavşanda ÖÇB kesilmesi ile meydana getirdikleri deneysel OA modelinde 

sonuçları değerlendirmek için Mankin evreleme sistemi ve 

immünohistomorfometrik yöntemi, Matsuo ve ark. (69) ise artroplasti 

uygulamaları sırasında elde edilen insan osteoartritik kıkırdak dokularında 

Mankin evreleme sistemi ile 4 farklı kantitatif immunohistokimyasal yöntemi 

kullanmışlar ve sonuçlarının benzer olduğunu tespit etmişlerdir. Çalışmamızda 

kullanımı kolay ve daha önce farklı birçok çalışmada kullanıldığı için bulguların 

karşılaştırılabilmesine olanak sağlayan yarı-kantitatif modifiye Mankin 

değerlendirme sistemine ek olarak kantitatif bir yöntem olan ve apopitotik 

kondrositleri değerlendiren immünohistokimyasal yöntem de kullanarak olası 

subjektif hataların azaltılması amaçlandı.  

 

Etyopatogenezinde farklı birçok etkenin rol oynadığı OA’te kıkırdağın şok 

absorbe edici etkisinin azalması ya da kaybolması klinik semptomların ortaya 

çıkışına neden olmaktadır. Kıkırdağın kompresif yüklenmelere karşı koyabilme 

gücü matriksin yapısından kaynaklanmaktadır. Kondrositler tarafından sentez 

edilen ve yapım ile yıkımın dengede olduğu hücrelerarası matriksin 

bileşenlerinde kayıp, eklemde dejenerasyonla sonuçlanır. Osteoartritin 

patogenezinde matriks yıkımına neden olan katabolik etkili birçok enzim 

araştırılmış olmasına karşın, matriks bileşenlerin sentezinden sorumlu olan 

kondrositlerdeki azalmanın etkisi son yıllarda daha dikkati çeker olmuştur (64). 

Temel görevi matriks yapımı ile yıkımı arasındaki dengenin korunması olan 

kondrositlerde meydana gelen ölümün, kıkırdak harabiyeti gelişmesinde etkili 

olduğu ve önceleri nekroz olarak kabul edilen kondrosit ölüm mekanizmasının 

da günümüzde apopitoz ile ilişkili olduğunu belirtilmektedir (3-7). 
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Programlanmış hücre ölümü, fizyolojik hücre ölümü veya hücre intiharı olarak 

da belirtilen apopitoz terimi, ilk olarak 1972 yılında Kerr ve ark (70) tarafından 

kullanılmış ve canlı dokudaki hücre azalmasından sorumlu olan özgün bir 

hücre ölüm tipi olarak tanımlanmıştır. Doku homeostazının korunmasında 

kritik öneme sahip olan apopitoz, organizma tarafından düzenlenen enerji 

bağımlı hücre ölümü olup klasik hücre ölüm şekli olarak bilinen nekrozdan 

birçok özelliği ile farklı olduğu belirtilmiştir (9). 

 

Çok sayıda mediatör tarafından düzenlenen apopitozda hücrenin 

yaşayabilirlik durumunu pro-apopitotik ve anti-apopitotik ajanların oranına 

bağlıdır. Mitokondri iç membranında bulunan ve elektron transport zincirinin 

bir proteini olan sitokrom C, apoptozis-indükleyici faktör ile birlikte 

sitoplazmaya salınır ve sitoplazmik protein olan Apaf-1’e (Apopitotik proteaz 

aktive edici faktör-1) bağlanarak aktive eder. ATP’nin de katılımıyla inaktif olan 

prokaspaz-9 aktif kaspaz-9’a dönüşür ve efektör kaspaz olan kaspaz 3 

aktifleşir. Kaspazla-aktifleşen deoksiribonükleaz (CAD) serbestleşir ve 

apopitozun karakteristik bulgularından biri olan kromatin kondensasyonu ve 

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

 

Kaspaz’lar (caspase), zimojen (inaktif prekürsör) olarak sitoplazmada 

bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldığından sistein proteazlar olarak 

adlandırılan bir grup enzimlerdir. Birbirlerini aktifleştirerek preteolitik bir 

kaskada neden olan 14 ayrı kaspaz tanımlanmış olup çoğu apopitoz 

gelişiminde rol almaktadır. Kaspaz 2, 8, 9, 10 gibi “başlatıcı kaspazlar” 

apopitotik uyarıyla başlayan ölüm sinyallerini Kaspaz 3, 6, 7gibi “efektör 

kaspazlara” iletirler (9,11,12). 

 

Osteoartrit patogenezindeki etkin rolü ortaya konan apopitozun bu 

hastalığın değerlendirilmesinde belirteç olarak ta kullanılabileceği fikrini 

düşündürmüştür. Morfolojik, biyokimyasal, immunolojik, immunohistokimyasal 

ve moleküler biyoloji gibi farklı yöntemler kullanılarak tespit edilebilen 

apopitozda en sık kullanılan metotların TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 

transferase (TdT)-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labelling) ve 

caspase-3 boyaları olduğu ancak TUNEL metodunda teknik hataların sıkça 
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görüldüğü ve apopitoz ile nekroz arasındaki ayırımın tam olarak yapılamadığı 

belirtilmektedir (3,8). Matsuo ve ark. (69) OA yada femur boyun kırığı 

nedeniyle Total Kalça Artroplastisi uyguladıkları 12 olgudan hazırladıkları 18 

histolojik kesite kıkırdak dejenerasyonu ile caspase-3 boyanmasının korele 

olduğunu tespit etmişlerdir. Çalışmamızda apopitotik kondrositlerin tespiti 

amacıyla caspase-3 boyası kullanıldı.  

 

Osteoartrit patogenezinde kıkırdak hücreleri üzerine katabolik etkiye 

sahip olan IL-1β, TNFα, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17, IL-18 gibi proinflamatuar 

sitokinlerin, kollojenaz, stromelisin, gelastinaz gibi MMP’ların, 

prostoglandinlerin ve NO’in arttığı, IL-4, IL-10, IL-13 gibi antiinflamatuar 

sitokinlerin, TIMP ve IGF-I, TGF, bFGF, BMP gibi büyüme faktörlerinin 

azaldığı gösterilmiştir (1,88). Kıkırdak dokuda yıkıma neden olan bu 

mediatörlerin etkilerini önleyebilecek, proteolitik enzimleri baskılayabilecek 

veya matriks sentezini artıracak terapotik ajanların geliştirilmesi OA 

tedavisinde araştırma konularını oluşturmaktadır. Farklı birçok deneysel 

çalışmada HA, caspase inhibitörleri, NO inhibitörleri, TNF-alfa inhibitörlerinin 

intraartiküler uygulaması ve kondritin sulfat, fursultiamine, doksisiklin gibi 

ajanların oral kullanılmasının kondroprotektif etkileri araştırılmıştır (71-74,89). 

Kırık, tendon ve periferik sinir iyileşmesine ve kıkırdak rejenerasyonuna etkileri 

farklı birçok çalışmada değerlendirilen İAS’ın ise kıkırdak ve sinovyal doku 

üzerindeki etkileri az sayıda çalışmada incelenmiştir (40,93). İnsan amniotik 

sıvısı, kıkırdak sentezini etkileyen insulin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) ve 

fibroblast büyüme faktörü (FGF) gibi büyüme hormonları, fibronektin, laminin 

ve vitronektin  gibi hücrelerarası matriksin önemli glikoproteinleri, HA  ve HA 

aktive edici ajan (HASA) gibi makromolekülleri ile kıkırdak yıkımını 

önleyebilecek faktörlerden; insan fibroblast kollajenaz inhibitörü benzeri bir 

glikoprotein, α2- makroglobulin ve doku metalloproteinaz inhibitörü (TIMP) 

içeren zengin bir kompozit olup içerdiği faktörlerin konsantrasyonları gebelik 

süresince değişir (24-34). İkinci trimestr gebelerden alınan İAS’ta yapılan 

proteomik analizde, Cho J. ve ark. (75) 842 farklı protein olduğunu, Tsangaris 

G. ve ark.da (76) 174 ayrı enzim ve enzim subuniti, 75 yapısal, 41 trasport, 34 

sinyal iletici ve 38 farklı koruyucu proteini içerdiğini tespit etmişlerdir. 

Çalışmamızda, kondroprotektif etkinliği değerlendirilen İAS, 2.trimestr 
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gebelerden elde edilmiş olup hücrelerinden arındırıldıktan sonra intraartiküler 

olarak uygulanmıştır.  

 

Osteoartrit tedavisinde güncel yaklaşım olan kıkırdak koruyucu ajanların 

etki gücü ve mekanizması ile ilgili farklı görüşler ileri sürülmüştür. Üzerinde en 

çok araştırma yapılan ajanlardan biri olan ve kondroprotektif etkisi klinik 

çalışmalarla da doğrulanan HA’in kıkırdak dokuda proteoglikan (PG), keratan 

sulfat ve kondroitini de içeren kıkırdak matriksinin sentezini ve kollojen gen 

ekspresyonunu artırdığı, PG yıkımını ise azalttığı gösterilmiştir (16,21,23,77). 

Hyalüronik asit bu etkisini, kıkırdak dokuya penetre olarak PG sentezini 

suprese eden ve MMP seviyesini artıran fibronektin fragmanlarını ve bu 

fragmanı geliştiren Stromelisin-1’in salınımını engelleyerek yaptığı ayrıca 

proinflamatuar sitokinler olarak bilinen TNF-α ve IL-1β’yı, kondrosit 

apopitozisinde etkin olan NO salınımını azalttığı, MMP inhibitör seviyelerini ise 

artırdığı bildirilmiştir (78,92). Diaz-Galleo ve ark. (22) tavşan deneysel 

osteoartrit modelinde ÖÇB kesilmesi sonrası 5. ve 10. haftalarda başlayarak 

haftada bir kez olmak üzere 5 hafta süre ile uyguladıkları intraartiküler HA’in 

kıkırdak dokudaki apopitozu anlamlı oranda azalttığını, sonuçların OA’in erken 

dönemlerinde daha başarılı olduğunu tespit etmişlerdir. Şen ve ark. (79) da 

ÖÇB’ı kestikten 1 hafta sonra haftada bir kez olmak üzere üç doz olarak 

uyguladıkları intraartiküler HA’in tavşan kıkırdak dokusu üzerindeki etkilerini 

Mankin kriterlerine göre değerlendirmişler ve HA’in erken evrede OA gelişimini 

yavaşlattığını bildirmişlerdir. Hyalüronik asitin sinovyal doku üzerindeki 

etkilerini değerlendiren bir çalışmada Tkahashi ve ark (16), intraartiküler 

uygulanan HA’in kontrol grubuna göre sinovyal dokuda MMP-3 ve IL-1 β 

seviyelerini anlamlı oranda azalttığını tespit etmişlerdir. 

 

Normal eklemde bulunan HA’e göre daha konsantre halde üretilen bu 

ajanın molekül ağırlığı da farklı olup bunun kondroprotektif etki gücünü 

değiştirebileceği belirtilmektedir (96). Shimizu ve ark. (80) 132 tavşanın 

ÖÇB’ını keserek, 4. haftadan itibaren 5 hafta süre ile intraartiküler olarak 

uyguladıkları 4 farklı molekül ağırlığına sahip HA preparatının etkilerini 

histomorfometrik ve biyokimyasal yöntemlerle karşılaştırdıkları çalışmalarında, 

800 kd molekül ağırlığına sahip preparatın en yüksek kondroprotektif etkinliğe 
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sahip olduğunu göstermişlerdir. Çalışmamızda İAS ile kondroprotektif etki 

gücünü karşılaştırdığımız HA uygulamasında bu molekül ağırlığına en yakın 

olan Hyalgan® (700 kd) preparat kullanıldı. 

 

Hyalüronik asite ek olarak birçok farklı büyüme faktörü, protein ve 

mediatörleri de içeren İAS’ın kıkırdak ve sinovyal doku üzerindeki etkilerinin 

hangi faktör ya da faktörlerle ilişkili olduğu kesin olarak bilinmemektedir. 

Bununla birlikte içeriğinde bulunan TGF-β’nın birçok hücre tipinin 

proliferasyon, diferansiasyon, migrasyon ve apopitozunda etkili olduğu 

belirtilmektedir (50). Kıkırdak dokudan yapılan invivo ve invitro çalışmalarda 

bu faktörün proteoglikan ve kollojen tip II sentezini artırdığı, MMP-13, MMP-

14, IL-1 ve TNFα gibi matriks  ve kollojen yıkımına neden olan ajanları 

azalttığı ve TIMP seviyelerini arttırdığı gösterilmiştir. Ayrıca genetik 

çalışmalarda OA semptomları ile TGF-β arasında ilişkinin olduğu ve 

intraartiküler uygulanan tek doz 200 ng TGF-β’nın 3 hafta süre ile proteoglikan 

sentezini arttırdığı bildirilmiştir (85). Kıkırdak dokuda anahtar anabolik ve 

diferansiasyon faktörü olarak görev alan IGF’ün de proteoglikan dengesinde 

etkin rolü olduğu gösterilmiştir (84). Marvin ve ark (97) insan kültür 

kondrositlerinde caspase inhibitörü ve IGF’ün etkilerini karşılaştırdıkları 

deneysel çalışmalarında, IGF’ün apopitozu engellediğini, Nixon ve ark.(81) da 

IGF-1 gen terapisi uyguladıkları invitro çalışmalarında, sinovyal membranda 

HA üretiminin arttığını, OA’te eklem kıkırdağına yönelik IGF-1 gen terapisi 

uygulamasının tedavi yöntemi olabileceğini belirtmişlerdir. İntraartiküler 

uygulanan İAS’ın kıkırdak ve sinovyal doku üzerindeki etkilerini deneysel OA 

modelinde değerlendiren Tirelioğlu O. (40),  modifiye Mankin derecelendirme 

sistemine göre kıkırdak dokunun değerlendirmesinde puanların femur medial 

kondil için ortalama 6.6 (1-12), tibia medial platosu için ortalama 7.0 (1-12), 

sinovyal dokunun histopatolojik değerlendirmesinde ise de puanın ortalama 

6.3 (3-8) olduğunu belirterek kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık tespit 

etmiştir. Satoğlu ve ark (93) ise tavşan medial femoral kondillerinde yaptıkları 

tam kat kondral defektleri intraartiküler İAS uygulaması sonrası 4. ve 12. 

haftada değerlendirmişler ve modifiye O’Driscoll puanlama sistemine göre 

elde edilen sonuçların istatistiksel olarak anlamsız olduğunu belirtmişlerdir. 

İnsan amniotik sıvısının eklem kıkırdağı üzerindeki etkilerini inceleyen bu iki 

çalışmada da değerlendirme yarı kantitatif metodlar ile yapılmış ve 



 38 

kondroprotektif etkisi bilinen bir ajan ile pozitif kontrol grubu oluşturulmamıştır. 

Çalışmamızda gerek HA gerekse de İAS’ın serum fizyolojik uygulanan kontrol 

grubuna göre kıkırdak ve sinovyal doku üzerinde olumlu etkileri olduğu 

görüldü. Bununla beraber HA uygulanan tavşanların kıkırdak dokusundaki 

dejeneratif değişikliklerin ve sinovyal dokudaki enflamasyonun diğer 

tavşanlardan daha az olması, laboratuar ortamında üretilen bu ajanın yüksek 

konsantrasyon ve molekül ağırlığı ile ilişkili olabilir.  

 

Bu çalışmada; 

1- ÖÇB kesilmesi ile oluşturulan deneysel OA modelinin terapötik ajanların 

etkilerinin değerlendirilmesinde uygun bir yöntem olduğu  

2- İAS ve serum fizyolojik (plasebo) uygulamalarının kıkırdak doku üzerine 

olan etkileri karşılaştırıldığında İAS’ın kondroprotektif etkinliğinin istatistiksel 

olarak anlamlı olduğu 

3- HA ve serum fizyolojik (plasebo) uygulamalarının kıkırdak doku üzerine 

olan etkileri karşılaştırıldığında HA’in kondroprotektif etkinliğinin istatistiksel 

olarak anlamlı olduğu 

4- İAS ve HA (pozitif kontrol) uygulamalarının kondroprotektif etkileri 

karşılaştırıldığında aralarındaki farkın istatistiksel olarak anlamsız olduğu 

5- İAS ve HA (pozitif kontrol) uygulamalarının sinovyal doku üzerine olan 

etkilerinin histopatolojik olarak karşılaştırıldığında HA’in koruyucu etkinliğinin 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edildi. 

 

Sonuç olarak;  kondroprotektif etkisi HA ile karşılaştırılabilir düzeyde olan 

İAS’ın farklı kimyasal işlemlerden geçirilerek terapotik etkisinin arttırılması ile 

OA tedavisinde güncel yaklaşımlarından biri olan kıkırdak koruyucu ajanlara 

alternatif bir yöntem olabileceği kanısına varıldı.   
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