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VIII. OZET

DENEYSEL SICAN OSTEOARTRIT MODELINDE UCMA’NIN ANTI-
OSTEOARTRITIK ETKIiSIiNIN HYALURONIK ASIiT VE KORTIiKOSTEROIDLER
ILE KARSILASTIRILMASI

Amag¢: Bu calismada, deneysel rat osteoartrit modelinde UCMA’nin anti-
osteoartritik etkisinin hyaluronik asit ve kortikosteroidlerle karsilastirilmasi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Kirk adet eriskin erkek Wistar Albino rat 8’erli rastgele gruplara
ayrildi. Gruplar; kontrol, MIA, MIA-+tkortikosteroid, MIA+Hyaluronik asit, MIA+UCMA
seklinde belirlendi. Ratlarin sag dizlerine intra-artikiiler MIA injeksiyonu yapilarak OA
modeli olusturuldu. Ug giinde bir olmak iizere, tedavi gruplarmna toplamda 7 defa sag
dizlerine intraartikiiler injeksiyon yapildi. Deneylerin sonunda ratlar sakrifiye edilerek sag
diz eklem bolgeleri histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler i¢in alind.
Histopatolojik olarak Hematoksilen-Eozin Boyama, Safranin O & Fast Green FCF boyama,
Toluidine Blue Boyamasi yapilmistir. Immiinohistokimyasal olarak BMP-2 ve Nf-xB
boyamasi yapilmistir. Dejenerasyon seviyesi belirlenmesi amaciyla Mankin Skor
Derecelendirme Sistemi kullanilmugtir.

Bulgular: Kontrol grubuna kiyasla MIA grubunda Mankin skoru istatistiksel olarak
anlamli derecede arttigi belirlenmistir (p< 0.05). Histopatolojik olarak UCMA, HA ve
Betametazon asetat+betametazon disodyum fosfat gruplarinda ise eklem kikirdaginin
yapisinda dejenerasyonlarin izlendigi fakat MIA grubuna kiyasla daha hafif seyrettigi
gozlendi. UCMA, HA ve Betametazon asetat+betametazon disodyum fosfat uygulanan
tedavi gruplarinda Mankin skoru MIA grubuna kiyasla anlamli derecede azaldigi
belirlenmistir (p<0.05). UCMA, HA ve Betametazon asetat+betametazon disodyum fosfat
uygulanan gruplarda BMP-2 ve Nf-xB immiinreaktivitesi MIA grubuna kiyasla anlamli
derecede azaldigi belirlenmistir (p<0.05).

Sonug: Bu c¢alismada hem makroskopik hem de mikroskobik diizeyde elde edilen
bulgular, OA’nin tedavisinde UCMA’nin efektif bir tedavi edici ajan olabilecegini
gostermektedir. UCMA’nin bu terapotik etkisi hyaluronik asid ve kortikosteroidlerle
karsilastirildiginda, HA ve kortikosteroidle UCMA’nin benzer etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, yapilacak ileri ¢alismalar UCMA nin bu etkisinin daha iyi
anlasilmasina dnemli katkilar saglayacaktir.

Anahtar Kelimler: UCMA, Osteoartrit, Kikirdak Dejenerasyonu, Deneysel OA Modeli,
MIA.
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IX. ABSTRACT

COMPARISON OF THE ANTI-OSTEOARTRISTIC EFFECT OF UCMA WITH
HYALURONIC ACID AND CORTICOSTEROIDS ON THE EXPERIMENTAL RAT
OSTEOARTRIT MODEL

Background and aim: In this study, we aimed to compare the anti-osteoarthritic
effect of UCMA with hyaluronic acid and corticosteroids in the experimental rat
osteoarthritis model.

Methods: Fourty adult male Wistar Albino rats were divided into 8 random groups.
Groups; was determined as control, MIA, MIA + corticosteroid, MIA + Hyaluronic acid,
MIA + UCMA. OA model was created by injecting intra-articular MIA to the right knees of
the rats. Intra-articular injections were applied to the right knees 7 times in total, once every
three days. At the end of the experiments, the rats were sacrificed and the right knee joint
areas were taken for histopathological and immunohistochemical analysis.
Histopathologically, Hematoxylin-Eosin Staining, Safranin O & Fast Green FCF staining,
Toluidine Blue Staining were performed. BMP-2 and Nf-xB staining was performed
immunohistochemically. Mankin Score Rating System was used to determine the
degeneration level.

Results: It was determined that the Mankin score increased statistically significantly
in the MIA group compared to the control group (p< 0.05). Histopathologically, UCMA, HA
and Betamethasone acetate + betamethasone disodium phosphate groups observed that
degenerations were observed in the structure of the articular cartilage but were milder than
the MIA group. In treatment groups treated with UCMA, HA and Betamethasone acetate +
betamethasone disodium phosphate, the Mankin score was found to be significantly reduced
compared to the MIA group (p<0.05). In groups treated with UCMA, HA and
Betamethasone acetate + betamethasone disodium phosphate, BMP-2 and Nf-xB
immunreactivity were significantly decreased compared to the MIA group (p<0.05).

Conclusion: In this study, findings obtained at both macroscopic and microscopic
levels show that UCMA can be an effective therapeutic agent in the treatment of OA.
Compared with hyaluronic acid and corticosteroids, this therapeutic effect of UCMA has
been observed to have a similar effect with HA and corticosteroids. However, further studies
will make important contributions to a better understanding of this effect of UCMA.

Keywords: UCMA, Osteoarthritis, Cartilage Degeneration, Experimental OA Model, MIA.
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1. GIRIS VE AMAC

Osteoartrit (OA), eklemlerde agri ve hareket kisitliligina neden olan, tim
diinyada en ¢ok goriilen iskelet-kas sistemi rahatsizligidir (1). OA, progresif ve geri
dontisiimsiiz bir hastaliktir (1). Amerika’da 43 milyona yakin kisiyi, tim diinya ise
niifusunun yaklasik % 15'ini etkileyen ve giderek artan bir saglik problemidir. Her
yil yeni yaklagik 100.000 kisilik OA populasyonu ciddi saglik harcamalarina neden
olmaktadir (2). Yas ve obezite ile OA prevalansi artmaktadir (3).

Daha sik olarak diz ekleminde OA goriiliir (3). OA’dan etkilenen insanlara
oncelikle konservatif yaklasilir, bu hastalarin ilk tedavisi igin asetaminofen
(parasetamol), lokal ve sistemik antiinflamatuar ilaglar, tramadol ve intraartikiiler
kortikosteroid, glukozamin, kondroitin siilfat ve diyet takviyeleri verilir (4). Bu
tedavilerle yetersiz kalinan hastalarda intraartikiiler hyaluronik asit (HA)
injeksiyonlar1, duloxetin ve opioidler belli sartlarla verilir (4). Yapilan ¢aligmalarda
tiim bu tedavilerin oral plaseboya gére daha etkili oldugu bulunmustur. Intraartikiiler
plasebonun da oral yolla alinan plaseboya gore daha etkili oldugu gosterilmistir (4).
Intraartikiiler steroid injeksiyonu ana etkisi agr1 kesici dzelligidir ve bu etki siiresi
hastadan hastaya degismektedir. Intraartikiiler steroid injeksiyonun az da olsa yan
etkileri mevcuttur (5). Bu yan etkilere hiperglisemi, septik artrit, intraartikiiler ve
periartikiiler kalsifikasyonlar, kutandz atrofi ve depigmentasyon, avaskiiler nekroz,
akut sinovit, Charcot Artropatisi, tendinopati, Nicolau Sendromu sayilabilir (5).
Ayrica yapilan ¢alismalarda yine nadir olarak serum kortizol diizeyleri intraartikiiler
steroid injeksiyonundan 24-48 saat sonra diistiigii goriilmiistiir (5).

OA’nin patofizyolojisi net olarak bilinmemektedir fakat tiim eklem
yapilarinda (kemik doku, kikirdak doku ve sinoviyal yapilar) 6nemli degisikliklere
sebebiyet verdigi bilinmektedir (6).

HA ana bir bilesen olarak sinoviyumda ve iskelet kikirdak yapisinda bulunur.
HA sinoviyal hiicrelerden, kondrositlerden, fibroblastlardan salgilanan bir

glikozaminoglikandir, beta-glukuronil ve beta-asetilglukozaminden olusur (7).



Steroidler gibi HA tiirevleri de OA’da yaygin olarak intraartikiiler tedavide
kullanilirlar (7). HA ana bilesen olarak eklemlerde bulunasina ragmen OA’da agri

kesmedeki rolii heniiz net bir sekilde anlagilamamustir (8).

Son zamanlardaki ¢alismalar sigan ve insan osteoartrozlu eklem
kikirdaklarinda, UCMA proteininin artrozsuz eklem kikirdagina gore ¢ok daha fazla
bulundugunu gostermistir (9). Yapilan bir ¢alismada da UCMA eksikligi olan
sicanlarda osteoartrit sonucu olusan kondrosit 6liimii, kikirdak hasari, proteoglikan
kaybi1 gibi osteoartrotik degisikliklerin UCMA eksikligi olmayan farelere gére daha
siddetli oldugu gorilmistir. Boylelikle UCMA’nin eklem ve eklem kikirdagini
korudugu gosterilmistir (9). UCMA hakkindaki son zamanlardaki ¢alismalar, hem
Runx2 hem de Osterix genleriyle iliskili olarak UCMA’nin osteoblast farklilagmasi
ve matriks minerallesmesini tetikledigi agiklanmistir (10).

Yine yapilan galismalarda osteoblastlardaki UCMA ekspresyonu ile fibrillin-
2 (FBN2) ekspresyonunun iligkili oldugu gosterilmistir. Bu iliski UCMA’ nin tirozin
stlfatlanmasinin  neden oldugu disiiniilmekle beraber, UCMA’nin tirozin
stilfatlanmasinin insan viicudundaki rolii heniiz bilinmemektedir (10).

Bununla celiskili olarak UCMA’nin mineralizasyon inhibitorii oldugunu
soyleyen ¢alismalar da bulunmaktadir (11).

Yine son yapilan ¢alismalar UCMA’ nin degisik inflamatuar siireclerde rol
alan VKDP’lerin (vitamin K iliskili protein) 6nemli bir tiyesi olduguna dikkat
cekmistir. Cavaco ve ark. osteoartritli hiicrelerde inflamasyon sirasinda UCMA’nin
kalsifikasyon ile iligkisini gostermistir (12).

Yine baska calismada UCMA’nin, LPS ile uyarilan makrofajik THP-1
hiicrelerinin pro-inflamatuar tepkisini azalttig1 gosterilmistir (13).

Jeune ve arkadaslar1 sigan kikirdak hiicrelerinde dort farkli UCMA transkript
varyantinin oldugunu bildirmis ve bu dort varyantin da kondrojenezle ilgili oldugunu
gostermistir (12). Medial meniskiisiin dengesizlestirilmesiyle indiiklenen bir OA fare
modelinde, UCMA eksikligi olan farelerde, kikirdak hasari, proteoglikan kaybi ve

kondrosit hiicre 6liimii daha da artmistir (14).



Bu bulgular birlikte ele alindiginda, UCMA’nin osteoartrozda iki rol
oynadigim1 ve kikirdak proteoglikan yikimini1 ve subkondral kemik degisikliklerini
etkiledigini gostermektedir (9).

Sonug olarak, UCMA osteoartrozda yeni terapotik yaklasimlar gelistirmek

icin gii¢lii bir adaydir (15).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Osteoartrit

OA tiim diinyada 250 milyondan fazla kisiyi etkiledigi diisiiniilmekte olan,
insanlarda eklem kartilaj dejenerasyonu, normal olmayan kemik biiyiimesi ve bunun
yaninda kemik sklerozu ile karakterize olan diinyadaki en yaygin eklem hastaligidir
(16). OA sadece kemik ve kikirdak yapi dejenerasyonu ile kalmayan ayni zamanda
meniskiis, sinoviyal dokular, baglar, kaslar ve eklem kapsiiliinii de i¢ine alan ve diger
eklem bilesenleri ile iliskili olan yaygin ve ilerleyici bir hastaliktir (17). OA
eklemlerde agriya ve hareket kisitliligina sebep olan, eklem hareketlerini zayiflatan,
geri doniissiiz bir hastaliktir (18).

fleri yas ve asi kilo ile OA prevalansi artmaktadir (3). 2015 yilinda,
Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik olarak 54 milyon kisilik bir populasyonun
OA tanili oldugu sdylenmistir (19). Bu sayiya her yil yaklasik 100.000 yeni OA
tanist alan kisi sayis1 eklenmektedir (2). Amerika Birlesik Devletleri’nin yaninda tiim
diinyada, insanligin yaklasik % 15’ini etkileyen OA ileri derecede saglik
harcamalarina sebep olmaktadir (2).

Insan viicudunda en sik diz ekleminde OA goriilir (3). OA’nm
progresyonunu saglayan temel etkenlerden bazilar1 kronik inflamasyon ve eklemdeki
kademeli yapisal degisikliklerdir (20).

Yapilan galismalar OA’l1 hastalarda kemik yapim ve yikim indekslerinde
artis oldugunu gostermektedir, hem yapim hem de yikim indekslerinde bdylesine bir
artis olmasi anormal kemik hiicresi davranisiyla agiklanabilir (21). OA’nin ana
ozelligi anabolik, anti-katabolik, anti-inflamatuar, proinflamatuar ve anti-apoptotik
aktiviteler arasindaki dengesizlik sonucu olusan eklem kartilaj kaybidir (22). Bunun
yaninda kendiliginden gelisen ya da deneysel olarak indiiklenme sonrasi meydana
gelen OA’da anabolik aktivitelerden biri, osteofit olarak bilinen osteokondroidler

veya osteokondral nodiillerin gelismesidir (23).



2.2. Kikirdak Doku

Eklem kikirdak yapisi tiim sinovyal eklemlerde benzer olsa da, her eklemin
yeri ve islevi kendine dzgii mimarisi mevcuttur. Ornegin, kalgada neredeyse kiiresel
ve icbiikey asetabulum, neredeyse kiiresel ve disbilkey femoral kafa ile
uyumludur. Dizde, ¢ift distal femoral kondiller, nispeten diiz proksimal tibial plato

ile belirginlesir, ancak fibula ile dogrudan temas etmez (24).

Eklem kikirdagi, diarthrodial eklemlere piiriizsiiz ve kaygan, disik
sirtiinmeli, yliklerin iletimini kolaylastiran bir yiizey saglar. Cok ozellesmis bag

dokusudur ve kan damarlarindan, lenfatiklerden, sinirlerden yoksundur (25).

Eklem kikirdagi, eklem romlari boyunca yiikii dagitmaya ve eklemde
kaymay1 saglar. Eriskin eklem bu gorevleri yapmak icin, ¢cok sayida molekiil ve
makromolekiilden olusan bol ekstraseliiler matriks, altindaki kemikle olan baglanti

icin de onemli bir subkondral yapidan olusur (26).

Ekstraselliiler matriks ana olarak, kollojen, proteoglikan, glikoproteinlerle
beraber su ve diisliik derecede diger kollojen olmayan proteinlerden olusur. Bu
ekstraselliiler matrikste ileri derecede 6zellesmis olan kondrositler seyrek olarak
dagilmistir (25).

Her biri farkli ekstraselliiler matriks ihtiva eden, farkli islev ve goérevlerine
gore 3 tip yapisal kikirdak bulunur. Hyaline kikirdak viicutta yaygin olarak bulunur
ve yapisinda tip 2 kollojen vardir. Elastik kikirdagin yapisinda tip 2 kollojen ve
elastik lifler vardir. Fibrokikirdak; tip 1 kollojen yapisinda bulunur (27).

2.2.1. Hyaline Kikirdak

Viicudumuzda en ¢ok miktarda bulunan kikidak hyaline kikirdaktir. Eklem
yiizeylerimiz hyaline kikirdaktir ve baskin hiicreler kondrositlerdir (27). Hyaline



kikirdakta en ¢ok bulunan kollojen tipi kuru madenin 2/3’iinii olusturan kollojen tip
2°dir (28).

Hyaline kikirdagin iki ana bileseni olan kati makromolekiiler yap1 ve bu

yapidaki su eklem kikirdaginin mekanik 6zelliklerini belirledigi bilinmektedir (29).

Eklem kikirdag: kollojen liflerinin oryantasyon yapisina, kondrosit sekline ve
cesitli kimyasal igerigine bagli olarak derinlestik¢e konumlarinda birka¢ milimetrelik
uzaklik olsa bile farklilik gosterir (30,31). Buna gore, kikirdak 4 bolgeye ayrilir;
Yiizeyel Bolge, Orta Bolge, Derin Bolge, Kalsifiye Kikirdak Bolgesi (32,33).

Yiizeyel Bolge sinoviyal sivi ile temas halindedir, kondrositler burda
diizlesmistir, kollojen fibrilleri incelmistir, esas olarak ¢ekme gerimine ve kaymaya
dayaniklidir (34). Su molekiillerini ¢eken negatif yiikli bir proteoglikan olan
aggrekan, yiik altinda kikirdaklarin basing dayanimi ve sok emici 6zelligini saglar
(20). Eklem kikirdaginin temel bilesenlerinden biri, glikosaminoglikan hiyaliironan
(HA) ile dev kiimeler olusturan kondroitin siilfat (CS) proteoglikan agrekanidir (35).
Negatif yiikli agrekanin CS zincirleri, fazla miktarda suyu emer, HA agrekan
agregatlarmin sigmesini saglar (35). Sisen bu kiimeler, diger bir temel kikirdak
bileseni olan kolajen II ag yapisi i¢inde tutunarak siirlandirilir ve bu kompozit yapi,
kikirdagin ECM'sine basina karsi kuvvetini verir ve eklem kikirdagini sok emici

Ozelligini saglar (35).

Eklem kikirdagimin avaskiilerdir (36). Bu nedenle kikirdak iist bolgesindeki
molekiiler alanda olan ufak degisiklikler OA gibi hastaliklara neden olabilir (37).

2.2.2. Matriks

Eklem kikirdagr ekstraseliiler matriksi asil olarak kollojen tip 2,
proteoglikanlar ve sudan olusur (38). Kollojen tip 2 1slak agirligin %15-25"ini,
proteoglikanlar 1slak agirligin %5-10"unu, su ise 1slak agirligin %70-80’ini olusturur

ve eklem kikirdaginin islevi bu kimyasal bilesime baglidir (38).

Yiiksek miktardaki su orani soku absorbe etmede ve biyomekanik

dayaniklilikta 6nemlidir (32).



Eklem kikirdagmin islak agirligmin % 5’inden azimmi da matriks boyunca
dagilmis olan kondrositler olusturur. Eklem kikirdagmin ana yapisal birimi olan
kondronu da kondrosit ve onun hiicreli matriksi birlikte olusturur. Bu yapisal bolge

eklem kikirdaginin asil metabolik ve fonksiyonel birimi olarak kabul edilir (39).

Kartilaj yapidaki ckstraselliller matriks degisiklikleri, OA’li eklemde
dejenerasyonaun progresyonunda birgok faktore baglanabilir. Bu faktorler iginde
inflamasyon, ekstraselliiler matriksin hem miktarin1 hem de kalitesini etkilemekte
aktif bir rol oynar. Mekanik hasar veya yasa bagli asinma, yipranma gibi etkiler
eklemi c¢evreleyen tiim dokularda sistematik inflamatuar yanitlar1 tetikledigi
diistiniilmektedir (40). ECM sentezindeki degisiklikler ve matriks bozucu inflamatuar
sitokinlerin yiiksek aktiviteleri, kikirdak mekanik ozelliklerini biyiik Olgiide
degistirir ve bu da OA ile iliskili yikic siiregleri daha da yogunlastirir (40).

2.2.3. Kondrositler

Eklem kikirdagi, seyrek olarak yerlesmis kondrositlerin sentezleyip

salgiladig1 ekstraselliiler matriksten olusan oldukga 6zel bir dokudur (41).

Kondrositler kikirdaklarin ana hiicreleridir (42). Kondrositler, kendi iirettigi
bu ekstraseliiler matriks ile gevrilidir (43). Ekstraselliller matriks kollajenlerin
hidratlanmis hali (agirlikli olarak tip II) ve proteoglikanlardan (6zellikle agrekan)
olusur (40).

Kondrositler matriks icindeki lakiinalar1 doldururlar. Hiicre zarmin yiizeyi
girintili ¢ikintilidir, bu nedenle dis ortamla madde aligverisini hizli sekilde
yapabilmektedir. Olgun kondrositlerde protein salgilayan hiicreler gibi organeller;
diizensiz endoplazmik retinakulum ve iyi gelismis golgi kompleksleri vardir. Bu

hiicreler tip 2 kollajen, proteoglikan ve kondronektin salgilarlar (32).

Eklem kikirdagi ve OA'da dejenerasyonuna yol acan hastalik siiregleri yogun
olarak c¢alisilmis ve kapsamli bir sekilde gozden gecirilmistir. Kondrositlerin rolii,
kikirdak biitiinliigiinii, kii¢iik veya akut hakarete bagli olarak matrikse verilen zarari

onararak korumaktir. Bununla birlikte, kikirdagin biyomekanik ve biyokimyasal



ortammnin  degistiZi OA'nin ilerlemesinde, kondrositlerin davranmiglarinda da
karakteristik degisiklikler meydana gelir (40). Normalde duragan olan kondrositler,
OA’da fenotipik bir degisiklige ugrar ve hiicre proliferasyonu, kiime olusumu ve
hem matriks proteinlerinin hem de matriks pargalayici enzimlerin artmis iretimi ile

karakterize edilen aktive hale gelir (44).

Sekil 1. Kikirdak Dokuda Kondrosit Ve Kondrin.

2.2.4. Kikirdak Doku Histofizyolojisi

Su; yiizeyel katmanlarda en fazla olmak iizere 1slak agirligin yaklasik %75’ini
olusturur. Beslenmeden ve de siirtinme kat sayisinin diigiirilmesinden sorumludur.

Eklem kikirdaginda su seviyesi yas ilerledik¢e azalir fakat osteoartritte artar.

Kollojen; 1slak agirligin yaklasik % 15’ini olusturur. Kikirdagin kollojeni
yaklasik % 95 oraninda tip 2 kollojendir. Sert ve esnek ag yapist, kikirdaga tensil gii¢
ve katilik saglar. Tip 2 kollojen genetik defektleri erken artrit ve diger hastaliklara
sebep olur. Tip X kollojen sadece kalsifiye kikirdakta bulunur. Tip IX ve tip XI

kollojenler baglant1 kollojeni olarak tanimlanir.



Proteoglikanlar; kondrositler tarafindan iretilip ekstraselliiller matrikse
salinirlar, 1slak agirligin yaklasik %10’unu olusturur, yar1 dmiirleri 3 aydir. Kikirdaga

kompresif ve elastik dayaniklilik saglar.

Kondrositler; kikirdakta bulunan tek hiicre yapisidir. Islak agirligin yaklasik
% 1-5’ini olustururlar. Matriks iiretimini ve devamliligin1 saglarlar. Yiizeyel zonda
en fazla say1 ve metabolizmadadirlar, derin kikirdakta kondrositler daha az metabolik

aktivite gosterir (32).

Kikirdak yapi, eklem hareketi aninda etkili bir kayma hareketi i¢in ¢ok diigiik
stirtiinme katsayisina sahip piirtizsiiz bir yilizey saglar. Bu, hem kondrositler hem de
sinoviyal hiicreler tarafindan tretilen lubin ve HA tarafindan saglanan eklem
yiizeyindeki sinirlayici bir kayganlastirici tabakasi ile kolaylastirilir. Kikirdagin ana
islevi, mekanik yiikiin emilmesi ve dagilmasidir. Bunu da, yiizeysel katmandaki

matriks bilesenlerinin organizasyonu ve proteoglikanlarin yiiksek konsantrasyonu ile

saglanir (44).
3
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Sekil 2. Hyaluronik Asit Yapisi.



protein cekirdeg

| glkozammoglikan

Proteoglikan

Sekil 3. Proteoglikan Yapisi.

2.2.5. Eklem Kikirdak Katmanlari

Yiizeyel Zon: Kondrositler bu alanda diizlesmistir ve bu alanda en fazla
yogunluga sahiptir. Kollojen fibriller de bu alanda en fazla yogunluktadir ve
makaslama kuvvetine kars1 eklem yiizeyine paralel olarak dizilirler. Yiizeyel zon su
konsantrasyonun en ¢ok proteoglikan konsantrasyonunun en az oldugu kikirdak
bolgesidir (32). Yiizeysel bolge, hyaluronan ve Proteoglikan 4 maddesi iireterek

stirtinmesiz eklem hareketini siirdiiren siki sikiya bagl diiz hiicrelerden olusur (45).

Orta (Gegis) Zon ve Derin Zon: Biiyiik miktarda su tutan ve darbeleri emen
yiiksek proteoglikan igerigine sahip bolgedir. Kollajen lifleri, kikirdak boyunca
stresin esit sekilde dagilmasina yardimci olmak iizere dikey olarak bir ag orgiisiinde
diizenlenir. Kikirdagin en kalin bolgesidir. Kondrositler yuvarlak yapiya gecis
yaparlar (46).
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Kalsifiye Kikirdak Zonu: Esnek kikirdaktan sert subkondral kemige gecis
zonudur. Tip X kollojen burada bulunur (32).

Gorliniigte basit bir yapisi olmasina ragmen, eklem kikirdag, ylizeysel bolgeden
subkondral kemige kadar degisen farkli matriks kompozisyonlarini ve hiicresel
organizasyonu gosteren karmasik bir dokudur, eklem kikirdaginin en kalin kismu
mineralize olmayan dokudan olusurken, en ince ve en derin tabaka kalsifiye

kikirdaktir (44).

2.2.6. Kikirdak Hasar1 Evrelemesi (32)

EVRE 0: Normal kikirdak

EVRE 1: Yiizeyel lezyonlar (normale yakin)

EVRE 2: Kikirdak derinliginin % 50’sini agmamis lezyonlar
EVRE 3: Kikirdak derinliginin % 50’sini asmis lezyonlar

EVRE 4: Subkondral kemige ulasmis lezyonlar.

Sekil 4. Evre 4 Kikirdak Hasar1 Sonucu Olusmus Bir Diz Artrozu Peroparatif Gorlintiisii.

2.3. OA Etyolojisi
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OA sedace bir kemik-kikirdak hastaligi degil ayn1i zamanda tim eklem
kikirdak c¢evresini ilgilendiren dejeneratif bir hastaliktir. Kikirdak kaybinin yaninda
sinoviyal inflamasyon, osteofit olusumu, bag gevsekligi, eklem c¢evresi kas
giicstizliigi ile karakterizedir (47). 40 yas oncesi OA gelisimi ¢ok nadirdir (48). 40
yasindan 60 yaslarina dogru prevelansta artis mevcuttur (1).

Osteoartrit gelisimi multifaktoriyeldir. Genellikle kadin cinsiyet, obezite, yas
ve sekonder olarak en sik diz travmasini takiben diz osteoartriti gelisir (49). Obezite
salginlar1 ve yaslanan insan popiilasyonunun artmasi ile semptomatik diz OA’l1 hasta
sayisinin artmast ihtimal dahilinde goriilmistiir (50). Semptomatik diz OA'sindan
etkilenen insan sayisinin, popiilasyonun yaglanmasi ve obezite salgini nedeniyle
artmas1 muhtemeldir

Primer OA: Idyopatiktir.
Sekonder OA: Sebebi belli olan nedenlerle gelisir.

 Travmatik Nedenler (en sik): Eklem iligkili kirik veya osteonekroz, eklem

ameliyatlart (menisektomi v.b.)
» Metabolik Nedenler: Okronosis, hemakromatozis v.b.

« Anatomik Nedenler: Epifizyel displaziler, kalganin dogumsal ¢ikigi, alt

ekstremite boy farklilig, slip lezyonlar, Perthes Hastaligi v.b.

sInflamatuar Nedenler: Septik artrit, inflamatuar artropatiler v.b.

2.4. OA Risk Faktorleri

OA c¢esitli nedenlerin ortak bir patogeneze yol agmasi nedeniyle heterojen bir
durumdur, bu sadece eklem kikirdagini degil, subkondral kemik, baglar, kaslar,
meniskiis, sinoviyum, kapsiil ve eklem sivisi dahil olmak iizere tim eklemi igerir
(51). Diz osteoartriti risk faktorleri iginde, birincil olarak ileri yas, asir1 kilo, major
eklem travmasi, kadin cinsiyet, genetik yatkinlik, anormal eklem yiiklenmesi ve diyet
oldugu diisiiniilmektedir (52-54). Obezite ve OA arasinda yakin bir baglanti oldugu
goriilmiistiir (53, 55).
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Alt ektremite uyumu, eklem sekli, displazi gibi nedenlerin yaninda
inflamatuar siirecler de OA da risk faktoriidiir (56). On capraz bag yaralanmasi,
meniskiis yirtigi, eklem kikirdak hasarlar1 sonradan gelisecek OA ile iliskili oldugu
distintilmustiir (57). Baz1 mesleklerde kronik travma nedeni ile OA igin risk faktorii
oldugu tahmin edilmektedir (57). D vitamini eksikligi de kikirdak ve kemik
metabolizmasinin 6nemli faktorlerinden olmasi sebebi ile OA igin risk faktorii

oldugu diistintilmektedir (57).

Eklem kikirdak dokusundaki onarim ve yikim arasindaki dengesizlik sonucu
OA gelisir (58). OA hastalar1 genellikle diger insanlara gére daha az fiziksel
aktiviteye sahiptirler (59). Hastaligin ilerlemesi genellikle yavastir (60). Osteoporoz,
ovarektomi ve glukokortikoidleri igeren kombine bir ¢alismada insan deneklerinde
epidemiyolojik veriler ve Ostrojen yoksunlugunun OA gelisimine artan egilim

oldugunu gostermistir (61).

Kuadriseps kas giigsiizliigii de OA gelisimi i¢in risk faktorii oldugu ve OA
icin progresif bir neden oldugu diigiiniilmektedir (59).

OA’da hastalarin belirtileri ortaya c¢ikmadan once genellikle radyolojik
bulgular bulunmaktadir, bu nedenle sikayeti olmayan hastalarda eger radyolojik

bulgular mevcutsa bu da bir risk faktorii olarak diisiinilmektedir (62).

Risk faktorii bulunan insanlarda erken tani ve tedavi agisindan idrar ve
sinovyal sivi gibi birgok biyolojik sivi ¢alisgilmis fakat giiniimiizde etkin bir

biobelirte¢ hala bulunamamistir (63).

2.5. Kellgren-Lawrence Siniflandirma Sistemi (64)

Kellgren-Lawrence smiflandirmasinda hastalara 6n-arka diz grafileri cekilir
ve 0°dan 4’e kadar radyolojik agirligina siniflandirilir. Grade 0 radyolojik olarak OA

bulunmadigini, Grade 4 ciddi OA bulundugunu tanimlar.
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Grade 0: Normal radyolojik bulgular.

Grade 1: Minimal osteofit ve siipheli bulgular.
Grade 2: Belirgin osteofitler, eklem araligi normal.
Grade 3: Eklem araliginda orta diizeyde daralma.

Grade 4: Eklem araliginda ileri diizeyde daralma ve subkondral skleroz.

Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

Sekil 5. Radyolojik Olarak OA Evreleri

2.6. OA Patolojisi

OA, tim eklemde inflamasyon, eklem kikirdaginda hasar, subkondral
kemikte skleroz osteofit olusumu gibi dejenerasyonla ilerleyen bir hastaliktir (65).
Kikirdak aginmasi ve kemigin yeniden remodele olusu OA’da temel patolojidir (66).
OA’nin erken sathalarinda eklem kikirdag: yiizeyi saglamdir, dncelikle ekstraselliiler
matriks molekiiler bilesimi ve organizasyonu degisir (67). Bu bilesimdeki
degisiklikler sonucu katabolik siiregleri baslatacak olan kondrositler uyarilir (68).
Daha sonra kondrositler apoptoz gecirir ve geri doniisii olmayan kikirdak

dejenerasyonu baslar (68).

OA patolojisi sadece yaslanmaya bagli olmamakla birlikte, eklem
kikirdaginda yaslanmayla beraber dengede olan yapim ve yikim, yikim lehine
bozulur (69). Geng hastalarda ise postravmatik osteoartrit, artmis olan mekanik
stresin  oksidatif stres yolu ile kikirdak hiicre yaslanmasini destekledigi

disiiniilmektedir (69). Oksidatif stres hiicre yaslanmasini ve
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ozellikle kondrosit yaglanmasini tesvik edebilir (70). NO, proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonuna aracilik ederek, kollajen ve proteoglikanlarin sentezini inhibe ederek
ve apoptozu indiikleyerek OA hastalig1 siirecininden sorumlu olan katabolik bir
faktor olarak kabul edilmistir (71). OA'll hastalarda kondrositler yiizeyel bolgede
INOS'u eksprese eder ve OA hastaligi siirecinde NO'da artis olur (72).

OA’da en ¢ok diz eklemi etkilenir ve 6zellikle ileri yas kadin cinsiyette daha
fazla gorilir (73). Ekstraselliler matriks bilesenleri yasa bagimli olarak

degisikliklere ugrar ve ekstraselliiler matriksin biomekanik 6zellikleri degisir (74).

Osteoartritik eklemde sadece kikirdakta degil subkondral kemikte de
degisiklikler olur, kollajen tip I yiikselir, ancak bu kollajen igerigi anormaldir ve bu
anormal mineralizasyona neden olur. Normal kemikte, tip | kollajen, ortalama 2.4:1
oraninda al ve a2 zincirlerinin bir heterotrimerinden olusur. Osteoartritik kemik
dokusunda bu oran 4:1 ile 17:1 arasinda degismistir ve bunun anormal

mineralizasyon paterninden sorumlu oldugu goriilmektedir (75).

Son yapilan ¢aligmalarda OA patolojisinde inflamatuar yolaklarin merkezi bir
rolii oldugu diistiniilektedir (76). Sistemik ve lokal inflamatuar siireglerin AO’l1
eklemde yapisal hasar1 arttirdigi disiiniilmektedir (58). Proteolitik enzimlerin
salimmas1 sonucu hasarli proteinlerin olusmasi lokal inflamatuar maddelerin
tiretimini daha da arttirir (77). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada OA’da makrofaj
aktivasyonu lokal olarak sinoviyal sivida, sistemik olarak da serumda gosterilmistir
(78). Erken evre OA ile ge¢ OA’nin karsilastirildigr bir ¢alismada da bu artmis
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve inflamasyon mediatorlerinin asir1 gosterilmistir

(79).

OA’da sinovial inflamasyona sebep olan nedenlerde aktive edilmis sinovyal
makrofajlarin 6nemli bir rol oynayabilecegi one siiriilmiistiir (22). Bu inflamasyon,
¢Oziinebilir mediatorlerin sinoviyum yoluyla salinmasi ile OA semptomlart igin bir
tetikleyici olarak hareket edebilir, boylece yikim progresyonu ve onarim kabiliyetini
diistirerek  kikirdak dejenerasyonuna katkida bulunur (22). Sitokinler arasinda
interlokin -1p ve TNF-a’nin bu ¢6ziiniir mediatdrlerden biri olmast muhtemel oldugu

diistintilmistiir (22). IL-1B, TNF-a dahil katabolik etkilere sahip olan araci sitokinler
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ve bunlarin sinyal yollarini1 detayli olarak tarif edilmistir, IL-6, IL-15, IL-17 ve 1L-18
calistlmig, IL-1p ve TNF-a en kapsamli c¢alisilan sitokinler olmustur (80).
Trombospondin  motifleri (ADAMTS), matriks metalloproteinaz  (MMP'ler)
ve kollejenazlar iceren bir disintegrin ve metaloproteinaz ve kollojen igeren bir
proteolitik enzim grubu ECM proteoglikanin ve tip 2 kollojenin bozulmasina neden
olur (81). Birgok calismada Nf-kB sinyalinin inflamatuar yanitlarda rolii oldugunu
ortaya koymustur ve eklem kikirdak hiicreleri ile sinoviyal hiicrelerden salgilanan
cesitli pro-inflamatuar faktorler, OA gelisimini modiile eder ve Nf-kB sinyalleri,
etkilerine aracilik etmede temel rol oynar (82). Bunun yaninda Nf-kB sinyalleri
mekanik yiike karsi verilen cevabi diizenler (82). Yedi matriks metaloproteinazin,
eklem kikirdagindaki gesitli kosullar altinda ifade edildigi gosterilmistir, matriks
metaloproteinaz-1 (MMP-1), matriks metaloproteinaz-2 (MMP-2), matriks
metaloroteinaz-3  (MMP-3), matriks metaloroteinaz-8 (MMP-8), matriks
metaloproteinaz-9 (MMP-9), matriks metaloproteinaz-13 (MMP-13) ve matriks
metaloproteinaz-14 (MMP-14). Bu yedi metaloproteazdan dordiinin  (MMP-1,
MMP-2, MMP-13 ve MMP-14) eriskin kikirdakta yapici bir sekilde ifade edildigi
bulunmustur. Kikirdakta MMP-3, MMP-8 ve MMP-9'un varlig1 sadece patolojik
durumlara 6zel gibi gériinmektedir (83). Matriks metaloproteinaz 13 (MMP-13), tip
Il kollajen, trombospondin motifli matriks metaloproteinaz 4 (ADAMTS-4) ve
trombospondin motifli matriks metaloproteinaz 5 (ADAMTS-5)’in katabolizmasinda
merkezi bir rol oynar (84).

Sinoviyal sividaki biiytime faktorleri ge¢ donem OA igin karakteristik olan
kikirdak nodiillerine neden olan fibrositik ve kondrometaplastik degisikliklerin
indiiklenmesine yol agar (75). Ayrica artmis p-katenin aktivitesinin OA'da asir
kemik olusumunda ve iistiindeki kikirdak kaybinda ortak bir mekanizma oldugu

gosterilmistir (85).

2.6.1. OA’da Onemli Aracilar (23)

2.6.1.1. inflamasyon Mediatorleri: TNF, IL-1 B, IL-6, IL-8, IL-15, IL-17,
IL-21, PGE2, Substance P, NGF, EGF, VEGF, FGF-2(23)
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2.6.1.2. Sinyal Mediatorleri: Nf-xB, ERK1/2, p38, JNK, PKC §, TLRs, B
catenin, Gli-1, Ptch, HHIP, HIF-2 o, INOS, RUNX2(23)

2.6.1.3. Proteazlar: MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13, ADAMTS-4,
ADAMTS-5, TACE (23).

2.7. Biokimyasal OA

Osteoartritte eklemde ciddi biokimyasal degisiklikler olur. Bu degisiklikleri
yaslanma ile karistirmamak gerekir. Yasla beraber eklem kikirdagi biokimyasi

degisir fakat bu osteoartritteki degisikliklerle tamamen ayni degildir (32).

Osteoartritte eklemde su igerigi artar. Yash eklemde ise su igerigi azalir.
Kollojen icerigi osteoartritte diizensizlesir ve kikirdak tipi goreceli olarak kollojen tip
4’tiir. OA’lh eklemde proteoglikan icerigi azalir. Yaslanmada da proteoglikan icerigi
azalir fakat bunun yaninda OA’da proteoglikan sentezi ve bozulmasi artar iken
yaslanmada ise proteoglikan bozulmasi azalir. OA’da Kondroitin siilfat
konsantrasyonu artar. Yaslanmada ise kondroitin siilfat konsantrasyonu azalir.
Keratan siilfat konsantrasyonu OA’da azalir, yaslanmada ise artar. Kondrosit
biiyilikliigii ve sayist OA’da degismez, yaslanmada ise kondrosit biiyiikliigii artar
fakat sayis1 azalir. Elastisite modiilii yani yiik altinda kikirdak dokunun sekil
degistirip eski haline gelebilmesi OA’da azalir, yagslanmada ise artar (32).

Tablo 1. Biokimyasal Olarak OA’da Degisiklikler.

Yapisal Degisiklik OA

Su Igerigi Azalir

Kollojen Igerigi Ciddi OA’da igerik Diizensiz
Proteoglikan Igerigi Azalir

Proteoglikan Sentezi Artar

Proteoglikan Bozulmasi Artar

Kondroitin Siilfat Konsantrasyonu Artar

Kondroitin-4-Siilfat Konsantrasyonu Artar

Keratan Siilfat Konsantrasyonu Azalir
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Kondrosit Biiytikligt Degismez - Azalir
Kondrosit Sayisi Degismez - Azalir
Elastisite Modiiliisii Azalir

2.8. OA Tedavisi

OA patogenezi gilinlimiizde bile tam olarak netlik kazanmamistir ve
dejeneratif eklem kikirdagini tedavi etmek i¢in kesin bir yontem mevcut degildir
(86). Bu sebepten otiirii OA’l1 hastalarin tedavisi, agrilarin azaltilmasina, hastaligin
ilerlemesinin Onlenmesine ve giinlik yasam kalitesinin iyilestirilmesine yoneliktir
(87). OA'll insanlar genel olarak kronik agridan sikayetcidir ve bu durum ciddi

sakatliklara ve saglik giderlerine neden olmaktadir (88).

Avaskiiler olmasi nedeni ile eklem kikirdaginin kendi kendini onarim
kabiliyeti siirlidir (89). OA’li hastalara Oncelikli tedavi konservatiftir (4).
Giiniimiizde konservatif tedavi yontemleri arasinda, fizyoterapi, agr1 kesiciler, NSAI
ilaglar, intraartikiiler HA ve streoid gibi ilaglar mevcuttur (90). Konservatif
tedavilerde kullanilan NSAI ilaclar ve agr kesiciler uzun dénemde hastalarda ciddi

GIS ve kardiovaskiiler yan etkilere neden olur (91).

Kikirdak dokunun agr lifleri yoktur yani anevraldir, bu nedenle kikirdaktaki
degisiklik dogrudan agr1 olusumu ile baglantili degildir; bununla birlikte, kikirdakta
kemige uzanan bir lezyonun diz OA's1 olan hastalarda yaygin ve olarak diz agrisi ile
iliskili oldugu bildirilmistir (92). Cesitli bisfosfanatlar kalsifiye kikirdak damar
istilasin1 azaltir, subkondral kemik remodiilasyonunu onler, subkondral kemik
kaybmi azaltir ve osteofit olusumunu Onler, osteoklast aktivitesini azaltir ve agri
cevabin1 hafiflettigi dislniilmustiir fakat bununla birlikte bazi calismalarda
bisfosfanatlar ile tedavi sonrasi, insanlarda kesin bir hastalik degistirici etki

yapmadig1 gosterilmistir (93).

Opioidler ve narkotikler, ¢cok siddetli OA agr1 formlarinda agr1 kesmek ya da
hafifletmek amaciyla kullanilir. Bu en gii¢lii konvansiyonel ilaglar, siddetli agrili
insanlar i¢in kullanilir fakat bagimliligin gelisimi icin ciddi risk tasir. Narkotik ve

opioidlerin yan etkileri bulanti, kabizlik ve uyku halidir (92).
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OA’ll hastalarda konservatif tedavi basari saglamaz ve yeterli rahatlama

saglanmaz ise genellikle hastalar artroplastiye gider (94).

ABD’de total diz eklem replasman cerrahisi yapilan hastalarin sayist 1999 ile
2008 yillar1 arasinda iki mislinden daha ¢ok artmis oldugu sdylenmistir ve bu
dramatik artiglarin saglik sistemleri {izerindeki maliyeti oldukga yiiksektir (95).
Bunun yaninda da eklem replasmani yapilmasina ragmen bazi hastalarda beklenen

tedavi hedeflerine ulasilamadig belirtilmektedir (96).

2.9. Hyaluronik Asit

HA glikozaminoglikan ailesine ait bir polisakkarittir (97). HA siilfatlanmamis

bir glikozaminoglikandir ve viicutta goz, kikirdak extraselliiler matriksi gibi bir ¢ok

dokuda bulunur (98, 99).

HA basit yap1 ve bliytikliigii ile diger glikozaminoglikanlardan ayrilir, uzun
HA polimerleri yiiksek derecede su baglama kapasitesine sahiptir (100). HA bu
yapist ile eklem kikirdak matriksinde ana bilesenlerden biridir ve fosfolipitler ile

sinoviyal eklemlerde kayganlastiriciligin anahtar molekiilidiir (101, 102).

Eklem kikirdagi hasarlandiginda diisiik bir iyilesme potansiyeline sahiptir
(103). OA’lh eklemde kikirdak hasari olusunca HA konsantrasyon ve molekiiler
agirligr diser (104). HA’nin bu diisiik konsantrasyon ve molekiiler agirligi sinoviyal

eklem sivisinin viskoelastisitesini azaltir ve eklem ylizey kayganligi da azalir (105).

Bu sebeple intraartikiiler HA injeksiyonu OA tedavisinde sinoviyal sivinin
viskoelastisitesini arttirmak ve agriy1 azaltmak amaci ile yaygin olarak yapilir (106,

107).

Intraartikiiler HA injeksiyonlar1 daha cok hasta cok yash degilse, OA
belirtileri ileri seviyedeyse ve 1limli bir radyolojik bulgu varsa tercih edilir (108).

2.10. Kortikosteroidler
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OA’li eklemde inflamatuar siireglerin rol aldigi kanitlanmistir ve bu
inflamatuar siire¢lerin kikirdak hasarmin ilerlemesi ile ilgili oldugu gosterilmistir
(109). Diz OA’sinin tedavisinin tam olarak yapilamamasina ragmen agri kesmede
inflmatuar  siireclerin inhibe edilmesi i¢in NSAI ilaglar ve intraartikiiler

kortikosteroidler yararlidir (110).

Intraartikiiler kortikosteroid uygulamasinin yaklasik 50 yil kadar bir gegmisi
bulunmaktadir, en sik kristalli triamsinolon, en sik kristalsiz ise prednisolon ve

metilprednisolon kullanimdadir (111).

Intraartikiiler kortikosteroid uygulamasi icin yapilan bir calismada, bu
tedaviyi alan hastalarin yaklasik %44 {inde tedaviye yanit gozlenmistir (112). Bunun
yaninda, OA’li hastalara yapilan intraartikiiler steroid injeksiyonu sonrasi
semptomlarin azalmasinda ve rahatlama siiresinde hastalar arasinda biiylik fark

vardir (113).

Klinik kanitlar intraartikiiler streoid uygulamasinin semptomlar iizerinde 1-4
hafta arasinda kisa siire etkili oldugunu gostermektedir (114). Bu kisa siireli etki
nedeni ile hastalara tekrarlayan injeksiyonlar gerekebilir (115). Uzun siireli
kullanimlarda ise doku atrofisi, eklem yikimi gibi yan etkilerin olusacagi
diigtintilmiistiir (114, 115). Bu yiizden ayn1 eklemden yapilacak injeksiyonlar yilda 4
defa ile sinirlidir (116).

Intraartikiiler steroid injeksiyonu sonrasi sistemik emilim olusacagindan
diyabet ve hipertansiyon gibi OA’l1 insanlarin eslik eden hastaliklarina kars1 6nlem

alinmalidir (117).

2.11. UCMA

UCMA (biiylime plakasi iist zonu ve kikirdak iligkili protein) veya GRP (Gla
Rich Protein) olarak bilinen kikirdakta ve vaskiiler yapilarda bildirilen yeni bir

minerilizasyon inhibitorii proteindir (11).
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UCMA’nin fetal doénemde kikirdak periferinde, kondrosit farklilasiminin
erken donemlerinde, kikirdak-kemik bileskesinde osteokondrojenik onciil hiicrelerin

kemiksel farklilagmasinin negatif kontroliinde rol oynayabildigi diisiiniilmiistiir
(118).

Kikirdak hiicre dis1 matriksin ana bir bilesenlerinden olan agrekan bir
proteoglikandir ve dokuya basinca karsi direng saglar. Agrekan, insan osteoartritik
kikirdak spesifik agrekanazlar ile boliiniir; bu boliinme, ADAMTS metaloproteaz
ailesi birkag {iyesi tarafindan gergeklestirilebilir (35,119). ADAMTS'ler ¢esitli
gelisimsel ve homeostatik islemlere katilan metaloproteinazlarin bir ailesidir ve
ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 agrekanaz olarak islev goriir (35,84).Yapilan bir
calismada, kikirdak dejenerasyonunda geri doniissiiz basamaklara katkida bulunan
ADAMTS agrekanazlarinin inhibisyonunu UCMA’nin sagladigini ve  UCMA
eksikligi olan deneysel osteoartrit modellerinde OA’nin daha ciddi oldugu

gosterilmistir (120).

Ekstraselliiler matriksin kalsifikasyonu, ne zaman ve nerede olduguna bagli
olarak fizyolojik ya da patolojik olabilir (121). UCMA’nin gorevi heniiz tam olarak
bilinmemektedir fakat kikirdak dokularda ve kardiovaskiiler dokularda K vitamini
bagimli bir protein olarak kalsifikasyon inhibitérii oldugu gosterilmistir (13).
Patolojik kalsifikasyon odaklarinda kalsiyuma yiiksek afinite ile baglanan Gla
igeriginin fazla olusu, UCMA’nin bir kalsiyum modiilatorii oldugunu gostermekte

oldugu distinilmistiir (122).

Medial meniskiisiin cerrahi olarak dengesizlestirilmesi ile indiiklenen
deneysel hayvan osteoartrit modeli bir ¢alismada UCMA eksikligi olan ratlarda
kikirdak dejenerasyonun daha fazla oldugu goriilmiis ve bu proteinin kondroprotektif

etkisi gosterilmistir (9).

Yine medial meniskiisiin destabilizasyonu ile indiiklenen deneysel hayvan
osteoartrit modeli bir calismada UCMA eksik ratlarda kondrosit 6liimii ve kikirdak
dejenerasyonu artmis, proteoglikan kaybi fazlalagsmis oldugu gosterilmistir (14).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alisma T.C. Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi ve
Uygulama Merkezi’inde (HMKU-DETAUM) 40 adet eriskin, agirliklar1 400 ile 500
gram arasinda degisen Wistar-Albino tipi erkek ratlar tizerinde yapildi. Bu ¢alisma
T.C. Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu
tarafindan KARAR 2018/01-1 ile onaylandi. Biz bu ¢alismamizda deneysel hayvan
osteortrit modelinde yeni ¢ikan bir protein olan UCMA’nn iyilestirici etkisinin HA
ve kortikosteroidlerle karsilastirmayr amagladik. Bu amagla 40 adet Wistar-Albino
erkek tipi rat T.C. Mustafa Kemal Universitesi Deney Hayvanlari ve Arastirma
Labaratuvari’ndan temin edildi. Ratlar rastgele 8’erli gruplara ayrilarak caligma
oncesi ratlarin birbirlerine uyumu saglandi. Ratlarin yiyecek ve su ihtiyact giinliik
olarak kontrol edildi. Temizlik ve bakim ihtiyaclar1 haftada 3 kere olacak sekilde
diizenlendi. Denekler optimal rat barinaginda, ortalama 22 derece sicaklikta ve 12
saat 151kl1-12 saat karanlik ortamda barindirildi. 2 hafta birbirlerine uyumu beklenen
ratlar 2 hafta sonunda gruplara ayrildi. Birinci grup kontrol grubuydu ve deney
sonuna kadar bakim harici higbir islem yapilmadi. Ikinci grup MIA (Monosodyum
fodoasetat) grubuydu deneyin ilk giinii osteoartrit olusmasi amaci ile sag diz
lateralden intraartikiiler MIA injeksiyonu yapildi ve 2 hafta beklendikten sonra
deneyin sonuna kadar ii¢ giinde bir yine sag diz lateralden intraartikiiler serum
fizyolojik injeksiyonu yapildi. Ugiincii grup HA grubuydu, deneyin ilk giinii
osteoartrit olusmasi amaci ile sag diz lateralden intraartikiiller MIA injeksiyonu
yapildi ve 2 hafta beklendikten sonra deneyin sonuna kadar bu kez tedavi siireci i¢in

ti¢ glinde bir yine sag diz lateralden intraartikiiler HA injeksiyonu yapildi. Dérdiincii
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grup kortikosteroid grubuydu, deneyin ilk giinii osteoartrit olusmasi amaci ile sag diz
lateralden intraartikiiler MIA injeksiyonu yapildi ve 2 hafta beklendikten sonra
deneyin sonuna kadar bu kez tedavi siireci i¢in ii¢ giinde bir yine sag diz lateralden
intraartikiiler kortikosteroid injeksiyonu yapildi. Besinci grup UCMA grubuydu,
deneyin ilk giinii osteoartrit olugsmasi amaci ile sag diz lateralden intraartikiiler MIA
injeksiyonu yapildi ve 2 hafta beklendikten sonra deneyin sonuna kadar bu kez
tedavi siireci i¢in ii¢ glinde bir yine sag diz lateralden intraartikiiller UCMA

injeksiyonu yapildi.

Tablo 2. Deneydeki Ratlarin Grup Dagilim Tablosu

Gruplar Rat Sayisi
Kontrol 8
MIA 8
MIA+Hyaluronik asit 8
MIA+Kortikosteroid 8
MIA+UCMA(GRP-1) 8

Deneyin son giinii 40 adet rata yiiksek doz Ketamin HCL ve Xylazinne
verilerek anestezi yapildi, kalplerinden kan bosaltilarak ratlar sakrifiye edildi. Daha
sonra sag dizlerine anterirdan medial parapatellar olarak girildi, patella, femur
kondilleri, tibia iist ug¢ eklem bolgesi aciga ¢ikartildi ve sag diz bolgesi histoptolojik

olarak incelemek iizere ayrildu.

3.1. Yontem
3.1.1. Anestezi ve Rat Dizlerinin Artroz Yapilmasi

Ratlar kafeslendikten 2 hafta sonra, dizlerinde osteoartrit gelismesi igin
intraartikiiler MIA verilmesi Oncesi elektronik hassas kantar ile tartildi. Tartim
sonucuna gore anestezik ilaclarin dozlar1 belirlendi. Kontrol grubu haricinde diger
tim gruplara anestezi i¢in i.p. Ketamine hydrochloride (90 mg/kg) Xylazine (10
mg/kg) kullanildi. Ratlarin anestezi etkisine girmesi beklendi ve ratlar anestezi

altindayken sag dizleri traglandi, daha sonra % 70’lik alkol ve povidone-iodide ile
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boyandi ve cerrahi alan temizligi yapildi. Cerrahi alan boyandiktan sonra

injeksiyonumuza miisaade edecek sekilde steril ortiildii.

Sekil 6. Ratlara Anestezi Verilmesi ve Daha Sonra Sag Dizleri Traslanmasi.

Sekil 7. Ratlarin Traglanma Sonrast Sag Dizlerinin Boyanmasi.

Literatiirdeki ¢aligmalarda birgok sigcan OA modeli vardir. MIA ile gelistirilen
OA modeli, olabilecek infeksiyon riskini diisiirdiigii ve yine olabilecek cerrahi
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ihtiya¢ olasiligini azalttigi i¢in avantajli bir modeldir. Ratlarda, MIA modeli ile
indiiklenen OA, histolojik ve agriya bagli davranislar acisindan insan dejeneratif
OA'sina benzer (123). Bu nedenle, siganlarda OA gelistirme amaci ile bu model

secilmistir.

Calismamizda kontrol grubu haricinde diger tim gruplara boyama ve steril
Ortme sonrasi ratlarin sag dizlerine lateralden 25 pl hacminde 2.5 mg / rat
Monosodium Iodoacetat enjekte edildi. Ratlar uyanmaya birakildi ardindan tekrar
kafeslenerek T.C. Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deney Hayvanlar1 ve Arastirma

Labaratuvari’nda 2 hafta diz artrozu gelismesini amaci ile bekletildi.

3.1.2. injeksiyon Tedavisi

MIA uygulamasi ardindan 2 hafta siiresince ratlarin sag dizlerinde osteoartrit
olugmasi beklendikten sonra ilag injeksiyon asamasina gegildi. Deneyin 15. giiniinde
Kontrol grubu haricinde diger gruplara ayni anestezi, tirag, boyama ve Ortme
islemleri yapildi. MIA grubuna sag diz lateralinden intraartikiiler olmak {izere 20 ul
hacminde serum fizyolojik verildi, HA grubuna yine sag diz lateralinden
intraartikiiler olmak iizere 0,7mg/ kg hyoluronik asit (INARTRO®, Intrafarma ilag
San. Tic. Ltd. Sti.) verildi, kortikosteroid grubuna yine sag diz lateralinden
intraartikiiler olmak tizere 0,014 ml/kg betametazon asetat+betametazon disodyum
fosfat (CELESTONE CHRONODOSE, MERCK SHARP & DOHME) verildi,
UCMA grubuna yine sag diz lateralinden intraartikiiler olmak tizere 5 pg/kg UCMA
proteini verildi. Bu iglemler 3 giinde bir olmak tizere 7 defa tekrarlandi. Deney
hayvanlarinin deney aralarindaki bakim ve beslenmeleri Mustafa Kemal Universitesi
Deney Hayvanlar1 ve Arastirma Labaratuvari’nda, veteriner hekim ve bakim

sorumlular tarafindan saglandi.
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Sekil 8. Ratlara Intraartikiiler Injeksiyon Yapilmas.

3.1.3. Cerrahi Islem

Deneyin 36. giiniinde ratlara Ketamin-Xylazine ile yiiksek doz anestezi

verildi. Thorax anteriordan girilerek kalplerinden alinan kan ile ratlar sakrifiye edildi.

Sekil 9. Ratlarin Kalplerinden Alman Kan Ile Ratlarin Sakrifiye Edilmesi.

26



Ratlarin sag dizlerinden anterior cilt insizyonu sonrst medial parapatellar
olarak girildi. Diseksiyon ile femur kondilleri, tibia platolar1 ve patellalart agiga
cikarildi, daha sonra kemik makasi ile femur saft bolgesi ile tibia saft bolgelerinden
kesilerek dizler ayrildi. Ayrilan dokular formaldehit soliisyonuna alinarak tespit
edildi.

Sekil 10. Anterior Cilt Insizyonu ve Medial Parapatellar Dize Ulagim.
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Sekil 11. Kontrol Grubu Cerrahi Diseksiyon Sonrasi Dizin Makroskopik Goriintiisii

Sekil 13. Steroid Grubu Cerrahi Diseksiyon Sonrasi Dizin Makroskopik Goriintimii
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Sekil 15. UCMA Grubu Cerrahi Diseksiyon Sonrasi Dizin Makroskopik Gortiniimii

3.2.1. Histopatolojik inceleme

Deney siiresi sonunda sicanlardan alinan eklem numuneleri 7 giin boyunca %
10°luk tamponlu nétral formalin ile oda 1sisinda tespit edildi. Fikasyon asamasinin
ardindan 12 saat boyunca %10’luk formik asit ¢dzeltisi icinde demineralizasyon i¢in

bekletildi. Ornekler toplu igne batirilarak demineralizasyon sekillenip sekillenmedigi
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kontrol edildi. Demineralizasyon agamasindan sonra dehidrasyon (dokudan suyun
uzaklagtirilmasi islemi) islemi etanol ile gergeklestirildi. Oda 1sisidaki sirasiyla % 60,
% 70, % 80, % 90, % 96, % 100’liik etenol igerisinde (her asamada 60 dk)
dehidrasyon gergeklestirildi. Dokudan etanoliin uzaklastirilmasi islemi ksilen
kullanilarak gergeklestirildi. Dokular ksilen igerisinde oda 1sisinda soliisyon iki kez
tazelenerek 30’ar dk bekletildi. Bloklama islemi i¢in dncededen eritililmis yumusak
parafin igerisinde 12 saat bekletildikten sonra parafin dispenser (SLEE, SLEE
Medical, Mainz, Almanya) araciligiyla sert parafine gomiilerek doku bloklar1 elde
edildi. Parafin bloklardan histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler igin
yart motorize mikrotom (SLEE CUT-5062, SLEE Medical, Mainz, Almanya)
yardimiyla 7 pm’lik kesitler elde edildi. Histopatolojik inceleme i¢in doku kesitleri
hematoksilen ve eozin (H&E), Safranin O & Fast Green FCF ve toluidin mavisi ile
boyandi. Histolojik preparatlar 1s1k mikroskobu, Olympus CX41 (Olympus, Tokyo,
Japonya) ve fotograflandi Goriintii analiz yazilimi (Kameram Gen III, Argenit,
Istanbul, Tiirkiye) altinda analiz edildi. Medial tibial platonun kikirdak
dejenerasyonu, 0-14 puanlik bir Ol¢ekte Mankin skoru (124) kullanilarak
degerlendirildi (Tablo 3).

Tablo 3. Osteoartritik Eklem Kikirdag: icin Mankin Skor Derecelendirme Sistemi (124)

Kategori Alt kategori Skor

Kikirdak yapisi Normal

Yiizey diizensizlikleri

Pannus ve yiizey diizensizlikleri

Yiizey kartilaj tabakasinda kayiplar

AIWINFL O

Radyal zona kadar fistiil olusumu ve
diizensizlikler

Kalsifiye kartilaj zona kadar fissiir olusumu

Tam organizasyon kayb1

Hiicreler Normal

Diffiiz hiperseliilarite

Hiicre kiimeleri

Hiposeliilarite

OIWIN|FL,|OOY| 01

Safranin O  boyamas: | Normal
(Matriks boyamasi)

Hafif azalma

Orta azalma

Siddetli azalma

Boyanma yok

Tidemark devamlihigi Intakt

RO~ WIN|F

Destriiksiyon
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| Toplam | 0-14 |

3.2.2. Hematoksilen-Eozin Boyama

Hematoksilen — Eozin boyama Kit prosediiriine uygun olarak Tablo 4’de

belirtilen agama ve siireler boyunca uygulandi.

Tablo 4. Hematoksilen — Eozin Boyamasi1 Asamalari

Asama Uygulama ve soliisyonlar Uygulanan siire
1 Ksilol (deparafinizasyon) 5dk
2 Ksilol (deparafinizasyon) 5dk
3 Kurutma 1dk
4 Absoliit etanol 3dk
5 Absoliit etanol 3dk
6 % 96’11k etanol (hidrasyon) 3dk
7 % 80’lik etanol (hidrasyon) 3dk
8 % 70’lik etanol (hidrasyon) 3dk
9 Cesme suyu 2 dk
10 Mayer’s hematoksilen 15 dk
11 Cesme suyu 2 dk
12 Eozin 75 sn
13 % 96’11k etanol 30 sn
14 Absolii etanol 30 sn
15 Kurutma 1 dk
16 Ksilol 30 dk
17 Entellan ile kapatma ve kurutma

3.2.3. Safranin O & Fast Green FCF boyama
Eklem yiizey kikirdagi ve kemik matriksin degerlendirilmesinde imkan sunan

Safranin O & Fast Green FCF boyamasi Tablo 5°de verilen protokole gore
uygulandi.
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Tablo 5. Safranin O & Fast Green FCF Boyamasi Uygulamasi

Asama | Uygulama ve soliisyonlar Uygulanan
siire

1 Ksilol (Deparafinizasyon) 10 dk

2 Hidrasyon (distile suya alma) 2 x5dk

3 Weigert’s demirli hematoksilen 5dk

4 Yikama (distile su ile, boyanin fazlast1 dokudan | 4 x5 dk

tamamen uzaklagincaya kadar)

5 % 1’lik asit alkolde bekletme ( 500 ml %70’lik etanol, | 2 sn (daldirip
5 ml % 36,5‘luk Hidroklorik asit ¢ozeltisi) cikarma)

6 Yikama (distile su) 2 x5dk

7 % 1’lik asetik asit soliisyonunda bekletme 30sn

8 % 1’lik Safranin soliisyonunda bekletme 30sn

9 % 95’lik etanolde bekletme 2x1dk

10 Absoliit etanolde bekletme 2x1dk

11 Ksilen ile seffaflandirma 2 x5dk

12 Entellan ile kapatma ve kurutma

3.2.4. Toluidine Blue Boyamasi

Toludine Blue boyamasinda kullanilan kimyasallar, uygulama basamaklar1 ve

siireler Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. Toluidine Blue Boyamasi Protokolii

Asama | Uygulama ve soliisyonlar Uygulanan
siire

1 Ksilol (Deparafinizasyon) 10 dk

2 Hidrasyon (distile suya alma) 2 x5dk

3 Toluidin blue soliisyonu 2 dk

4 Yikama (distile su ile, boyanin fazlasinin dokudan | 2 x 5 dk

uzaklastirilmasi amagli)

5 % 95’lik etanolde bekletme 2x1dk

6 Absoliit etanolde bekletme 2x1dk

7 Ksilen ile seffaflandirma 2x5dk
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E | Entellan ile kapatma ve kurutma

3.2.5. immiinohistokimyasal BMP-2 Ve Nf-kB Boyamasi

Anti-BMP-2  ve Nf-kB  immiinohistokimyasal isaretlemesi  indirekt
immiinohistokimyasal yontemle gerceklestirildi. Bir giin Oncesinden etiivde
bekletilen eklem bdlgesi kesitleri ksilol igerisinde (2 x 10 dk) parafinden
arindirildiktan sonra azalan alkol serisinden (% 100, % 90, % 80, % 70, % 60’lik
etanol, herbir agama 2 dk) gegirilerek distile suya indirildi. PBS (Phosphate buffered
saline, Thermo Fisher Scientific, 003002) tamponu ile (2 x 3 dk) yikanan kesitler
hidrofobik pappen kalem yardimiyla sinirlandirildi. Antijen geri kazanimi islemi
sitrat tamponu (Merck, C9999) ile mikrodalga firmda (Arcelik, MD564, Istanbul,
Tiirkiye) kaynatilarak gergeklestirildi. Kesitlerin sogumast beklendikten sonra
endojen peroksit baskilanmasi islemi hidrojen peroksit (Sigma-Aldrich, H1009)
kullanilarak yapildi. Kesitlere laboratuar sicakliginda bir saat bloklama (Ultra V
Block, Ultravision Detection System, Thermo Fisher Scientific) islemi yapildiktan
sonra nemli kutu igerisinde primer antikor inkiibasyonu (Nf-xB 1:50, BMP-2 1:100
diliisyonda, diliisyonlar antibody diliient soliisyonu ile hazirland1) bir saat siireyle
uygulandi. Primer antikor inkiibasyonu sonrasinda biotinli ve steptavidinli sekonder
antikorlarla isaretleme yapildi (Ultravision Detection System, Thermo Fisher
Scientific, TL-60-HL). Pozitif reksiyonlart kirmizi olarak renklendiren AEC (3-
Amino-9-ethylcarbazole, Thermo Fisher Scientific, TL-015-HAJ) kromojen olarak
kullanildi. Zit-zemin boyamast Mayers hematoksilen ile yapildi. Histolojik ve
immiinohistokimyasal boyamalar Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip Histoloji

ve Embriyoloji Aragtirma laboratuarinda gercgeklestirildi.

3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler SPSS (IBM, SPSS Statistics, Version 21) programi kullanilarak
istatistiksel olarak degerlendirildi. Tiim veriler ortalama standart sapma degerleri ile
gosterildi. Gruplara ait sayisal parametreler non-parametrik test (Kruskal-Wallis)

kullanilarak degerlendirildi. ikili karsilastirma yapilan gruplarda elde edilen
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degerlerin anlamlilig1 Mann-Whitney U-testi ile 6lciildii. istatiksel Anlamlilik diizeyi
0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hematoksilen — Eozin Boyama Bulgulari

Hematoksilen — Eozin boyamasi ile yapilan genel incelemede kontrol
grubunda eklem yapisinin normal oldugu, eklem yiizeyinin, hiicre morfoloji ve

sayilarinin saglikli doku yapisina uygun oldugu izlenmistir. (Sekil 16 ve 17).

Sekil 16. Kontrol Grubu Hematoksilen - Eozin Boyama Bulgusu, Normal Eklem Yapisi
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Sekil 17. Kontrol Grubu Normal Eklem Yiizeyi Yapisi

MIA grubunda eklem ylizeyinin bozuldugu, kikirdak tabakanin inceldigi ve
hiicresel yogunlugun azaldigi, kondrosit sayisinda azalmalar oldugu izlendi (Sekil 18
ve 19).

Sekil 18. MIA Grubunda Bozulan Eklem Yiizeyi Yapist
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Sekil 19. MIA Grubunda Eklem Yiizeyinde Bozulmalar, Bag Doku Artisi ve Fissiir
Olusumu.

UCMA grubunda doku yapisinin MIA grubuna kiyasla daha normal oldugu
izlendi. Eklem yiizeyinde iyilesme ve kikirdak hiicre yogunlugundaki artig belirgin
olarak gozlendi (Sekil 20).

Sekil 20. UCMA Uygulamasi Yapilan Grupta Doku Eklem Yapist.
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HA tedavisi uygulanan grupta eklem yiizeyindeki iyilesme UCMA uygulanan
gruba benzer sekilde izlendi (Sekil 21).

Sekil 21. HA Tedavisi Yapilan Grupta Eklem Yiizeyi Genel Yapisi.

Betametazon asetattbetametazon disodyum fosfat tedavisi yapilan grupta

MIA grubuna kiyasla dokuda genel bir iyilesme gozlendi (Sekil 22).

Sekil 22. Betametazon Asetat + Betametazon Disodyum Fosfat Tedavisi Uygulanan Grupta
Genel Doku Yapist.
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4.2. Safranin O & Fast Green FCF Boyama Bulgulari

Safranin O & Fast Green FCF boyama bulgulari eklem kikirdagi yapist ve
kalinlig: ile kikirdak hiicrelerinin yogunlugunda meydana gelen degisiklikleri agikca
ortaya koymaktadir. Kontrol grubu eklem yiizeyi Sekil 23. ve 24.’de verilmistir

Sekil 23. Kontrol Grubu Safranin O & Fast Green FCF Boyamasi Bulgulart.

Sekil 24. Kontrol Grubu Eklem Yiizeyi Yapist.
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MIA grubunda eklem yiizeyinde kikirdak tabakasinin incelmesi ve eklem

yiizeyinde dejenerasyonlar izlendi (Sekil 25.).

Sekil 25. MIA Grubu Eklem Yiizeyi Yapist.

UCMA tedavisi uygulanan grupta yiizey kikirdaginda kalinlasma ve kikirdak
matrikste yogunlagma belirgin olarak izlendi (Sekil 26.).

Sekil 26. UCMA Tedavisi Uygulanan Grupta Eklem Kikirdaginda Kalinlagsma ve Kikirdak
Matriks.
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HA uygulamasi eklem yiizeyinde iyilesme sagladi. Kikirdak matriks
yogunlugu ve kalinliginda belirgin bir iyilesme gozlendi (Sekil 27.).

Sekil 27. HA Uygulamas1 Sonucu Eklem Yiizeyinde lyilesme.

Betametazon asetat+betametazon disodyum fosfat tedavisi yapilan grupta

MIA grubuna kiyasla eklem yiizeyinde kikirdak kalinliginda artis izlendi (Sekil 28.).

Sekil 28. Betametazon Asetat+Betametazon Disodyum Fosfat Tedavisi Yapilan Grupta
Eklem Yiizeyinde lyilesme
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4.3. Toluidine Blue Boyamasi Bulgulari

Toluidin Mavisi boyamalarinda eklem yiizeyinde meydana gelen bozulmalarin
alt tabakalara dogru uzadig, hiicrelerin dagiliminda degisiklikler ve gruplasmalarin
oldugu izlendi. UCMA, HA ve Betametazon asetat + betametazon disodyum fosfat
gruplarinda ise eklem kikirdaginin yapisinda dejenerasyonlarin izlendigi fakat MIA
grubuna kiyasla daha hafif seyrettigi gézlendi (Sekil 29.-33.).

Sekil 29. Kontrol Grubu Eklem Yiizeyi Toluidine Blue Boyamasi

MIA grubu Toluidine Blue boyama bulgular1 diger boyama bulgulariyla
uyumlu olarak incelemis ve dejenere olmus eklem kikirdak yapisini gostermektedir

(Sekil 30).
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Sekil 30. MIA Grubunda Yiizey Kikirdaginda Meydana Gelen Dejenerasyonlarin Toluidine
Blue Boyama Ile Gosterimi.

UCMA uygulanan grupta yiizey kikirdaginda meydana gelen iyilesmeler
Toluidine Blue boyama bulgulariyla da gosterildi (Sekil 31).

Sekil 31.UCMA Uygulamasi Yapilan Grupta Eklem Kikirdaginda lyilesme.
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Intraartikiiler HA tedavisi uygulanan grupta eklem yiizeyinde MIA grubuna

gore iyilesme ve edejenerasyonlarin azalmasi belirgin olarak izlendi (Sekil 32).

Sekil 32. HA Uygulamasimin Eklem Kikirdak Dejenerasyonlari Uzerine Etkisi.

Betametazon asetat + betametazon disodyum fosfat uygulanan grupta MIA
grubuna kiyasla eklem yiizeyinde meydana gelen iyilesme Sekil 33’de sunulmustur
(Sekil 33). Eklem kikirdaginda incelme kontrol grubuna gore belirgin olarak izlense
de MIA grubu ile kiyaslandiginda hem kikirdak matriksin yogunlugu hem de eklem
kikirdaginin kalinliginda artis oldugu izlenmektedir.
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Sekil 33. Betametazon Asetat + Betametazon Disodyum Fosfat Grubunda Eklem
Kikirdaginda Dejenerasyonlarin Azalmasi.

4.4, Mankin Skorlamasi Bulgulari

Gruplara ait histolojik kesitlerden hesaplanan Mankin skorlamasi degerleri
Sekil 34°de gosterilmistir. Kruskal Wallis analizleri gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark oldugunu gdstermektedir (P< 0.05). ikili karsilastirmalarda Mann
Withney U testi kullanilmigtir. MIA grubu kontrol grubuna kiyasla Mankin skoru
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 belirlenmistir (p< 0.05). UCMA, HA ve
Betametazon asetat + betametazon disodyum fosfat uygulanan tedavi gruplarinda
Mankin skoru MIA grubuna kiyasla anlamli derecede azaldigi belirlenmistir
(p<0.05).
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Mankin Skorlamasi

12
10
8
6
4
2
0

Kontrol 1A UCMA/GRP-1 Hyaluronik asit Betam etazon

asetat +
betametazon

disodyum fosfat

Sekil 34. Gruplara Ait Mankin Skorlari.

4.5. Immiinohistokimyasal Boyama Bulgulari

Tim gruplarda BMP-2 immiinohistokimyasal degerleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli oldugu gézlemlenmistir (P< 0.05). BMP-2
immiinreaktivitesi MIA grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek
oldugu gozlemlenmistir (P< 0.05). UCMA, HA ve Betametazon asetat+betametazon
disodyum fosfat uygulanan gruplarda BMP-2 immiinreaktivitesi ise MIA grubuna
kiyasla anlamli derecede azaldigi belirlenmistir (p<0.05). Sekil 35°da gruplara ait
BMP-2 immiinreaktivite bulgular1 ve Sekil 36°de gruplar arasi dagilim grafigi

verilmistir.
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Sekil 35. Gruplara ait BMP-2 immiinreaktivite Bulgular1.
(A; Kontrol, B; MIA, C; UCMA, D; HA, E; Betametazon asetat+betametazon disodyum

fosfat grubu, oklar; BMP-2 pozitif osteoklast ve osteoblastlar, Mayers Hematoksilen zit
boyama)
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Sekil 36. Gruplara Ait BMP-2 immiinreaktivitesi Optik Yogunluk Dagilimlari.

Tim gruplar arasinda Nikleer transkripsiyon faktorii Nf-kB’nin
immiinreaktivitesi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli
oldugu belirlenmistir (P<0.05). MIA grubundaki Nf-kB’nin immiinreaktivitesi
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
UCMA, HA ve Betametazon asetat+betametazon disodyum fosfat uygulanan
gruplardaki Nf-kB’nin immiinreaktivitesi ise MIA grubuna kiyasla anlamli derecede
azaldig1 belirlenmistir (p<0.05). Sekil 37’de gruplara ait Nf-kB immiinreaktivite

bulgulart ve Sekil 38’da gruplar arasi dagilim grafigi verilmistir.
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Sekil 37. Nf- kB immiinreaktivite Bulgular1 (A; Kontrol, B; MIA, C; UCMA, D; HA, E;
Betametazon Asetat + Betametazon Disodyum Fosfat Grubu, Oklar; Nf-kB Pozitif Boyanan
Kondrositler, Mayers Hematoksilen Zit Boyama)
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Sekil 38. Gruplara Ait Nf-kB Immiinreaktivitesi Optik Yogunluk Olgiimleri
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5. TARTISMA

OA ceklem kartilaj katmaninin dejeneratif, kronik ve progresif bir hastaligidir
(125). OA insanlarda hareket sistemi kusurlarina neden olan en biiyiik etmenlerden
biridir (126). OA’nin prevalansi ve insidansi, hangi eklemde ve hangi populasyonda
olduguna bagli olarak degismektedir (57). Kiiresel olarak yaklasik 240 milyon
insanin OA’dan etkilendigi diisiiniilmektedir (127). Artan obezite ve yaslanan niifus
ile OA prevelansinin 2020 yilinda ABD’de yaklasik 2 katina ¢ikmast beklenmektedir
(126). ABD’de her y1l 100.000 yeni OA vakasi insidansi oldugu tahmin edilmekte ve
bu da ciddi saglik harcamalarina sebep olmaktadir (2). Avrupa’da ise yaklasik 70
milyon insan1 etkiledigi ve bu saglik sorunun maliyetinin yaklagik 2 milyar avroyu

gectigi tahmin edilmektedir (128).

OA en sik viicutta dizde gelisir (129). Dizde en stk medial kompartman
olmak {iizere, lateral ve patellofemoral kompartmanlar: etkileyebilir (56). Hastalar

agri, hareket kisitliligi, eklemde instabilite gibi durumlardan sikayetcidirler (65).

Radyolojik olarak OA hasta sikayetlerinden bagimsiz olarak Kellgren ve
Lawrence skoru ile 0’dan 4’e kadar degerlendirilir ve bu degerlendirmede

radyolojide goriilen osteofitler, eklem araligi azalmasi, skleroz ve kistler belirtectir

(54).

OA’da erken ve ge¢ evre olmak iizere 2 farkli patolojik siire¢ vardir (128).
Erken evre OA’da subkondral kemigin kemik kaybi ve remodelasyonu artar (128).
Geg¢ evre OA’da kemik remodelizasyonu ve turnoveri azalir, bu da kemik
birikiminde bir artisa sebep olur (128). Boylece subkondral kemik kalinligir ve
yogunlugu artar, buna subkondral skleroz denir (128). Eskiden inflamatuar oldugu
diisiiniilmeyen OA’nin artik inflamatuar bir siire¢ oldugu bilinmekte ve inflamatuar
sitokinler ile proteolitik molekiiller bu patofizyolojik siliregte 6nciil maddeleri temsil

etmektedir (66). OA’nin inflamatuar siireglerinde IL-1, IL-6, IL-8, IL-15, II-17, IL-
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21, TNF-a kismen sorumlu tutulmakla birlikte, matriks metaloproteinazlari (MMP)
ve agrekanaz-1 gibi proteolitik enzimler, trombospondin motifleri eklemde kolajen

ve extraselliiler proteoglikan yitkimmdan sorumludur (66, 81).

OA’nin progresyonu agisindan risk faktorleri, degistirilebilir olanlar (obezite
v.b.) ve degistirilemeyenler (genetik yapi, konjenital anomaliler v.b.) olarak ikiye
ayrilir (56). OA progresyonunu Onlemek amaci ile degistirilebilir faktorler ana
hedeftir (56).

OA tedavisinde ilk basamak hastalar1 egitmek, egzersiz yaptirmak ve kilo
verdirmektir (59). Farmakolojik olarak tedavide verilen ilk ilaglar asetaminofen gibi
agr1 kesicilerdir, bu agr1 kesiciler hastalarda faydasiz olursa lokal ve sistemik
antiinflamatuar ilaglar, glukozamin, kondroitin siilfat ve diyet takviyeleri tercih edilir
(4, 130). Bu hastalarda agriyr daha da hafifletmek i¢in tramadol verilebilir veya
intraartikiiler kortikosteroid injeksiyonu uygulanabilir. Bu tedavilere ragmen hasta
cevabr tatmin edici degil ise agrilari giderme adina segenek olarak opioidler
kullanilabilinir (130). Trombositten zengin plazma (PRP) in vitro ve in vivo
caligmalarda eklem kartilaji iyilesmesinde ve remodiilasyonunda gosterilmis fakat
OA’da etkinligi kesin bir sekilde kanitlanamamistir (131). Eklem i¢i HA injeksiyonu,
eklem viskoelastisite artis1 nedeni ile diz OA’sinda ¢ogu ¢alismada ve meta-analizde
bildirildigi gibi yiiksek oranda kullanilmaktadir (132). Diz artroplastisi yapilan
hastalarin yaklagik % 30’unun tam anlamiyla fayda gormedigi ve altta yatan
psikolojik faktorlerinde oldugu sdylenmektedir (133). Son yapilan ¢aligmalarda elde
edilen verilere gore osteoartrit hastalar1 yasadiklar1 populasyona gore daha yliksek
mortaliteye sahip oldugu gosterilmistir (134). Sonu¢ olarak OA’li hastalarda
tedavinin amac1 agrilar1 azaltmak ve eklem hareket acikligini saglamak, fiziksel
hareket ve yasam kalitesini arttirmak, eklem kartilaj dejenerasyonunun ilerlemesini
durdurmak ve hastalar1 egitmek amagli literatiirde farmakolojik olmayan, konservatif

ve cerrahi olmak tizere 50’den fazla tedavi mevcuttur (135).

Bu yiiksek hasta popiilasyonu ve maliyet nedeni ile hastalarin kesin bir
tedavisi olmamasi ve cerrahi sonuglarinin da kesin bir hasta memnuniyeti

saglamamasi, bilim diinyasini bir¢ok tedavi segenegini aragtirmaya yoneltmistir.
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Intraartikiiler kortikosteroid injeksiyonu OA’lr hastalara haftalar ile aylar

arasinda degisen bir analjezi saglayabilir fakat artikiiler bozulma, septik artrit,
hiperglisemi gibi yan etkileri vardir (66). Tim Davis ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada

intraartikiiler kortikosteroid injeksiyonu yapilan hastalarda agri kontroliiniin sinirl
oldugu gostermistir (115). Buna karsit olarak Kewei Tian ve ark. diz OA’l
hastalarda analjezi amacgli intraartikiiler —metilprednizolonun etkinligini ve
giivenilirligini degerlendirmek igin yaptigi 4 randomize kontrollii ¢aligmada, diz
OA’ln hastalarda intraartikiiler metilprednizolonun iyi bir analjezik oldugunu
gozlemlemis ve de ciddi bir yan etki gézlememistir (136). Jian Ran ve ark. 1004 diz
OA’l1 hastay1 iceren bes randomize kontrollii ¢alismada HA ve metilprednizolonun
diz OA's1 olan hastalar i¢in etkili tedaviler oldugunu gdstermis, her iki grup arasinda
4 hafta, 12 hafta ve 26 haftada agri, fiziksel fonksiyon ve eklem sertligi agisindan
anlamli bir farklilik olmadigini gostermistir. Uzun donemde de yan etkiler
bakimindan her iki grup arasinda anlamli bir fark olamadigini gostermistir (137).
Rainer Klocke ve ark. Semptomatik diz OAli olan seksen hastaya 40 mg
triamsinolon asetonid ve 4 ml % 1 lignokain ile rutin diz eklemi injeksiyon yapmis,
intraartikiiler steroid injeksiyonundan 3 hafta sonra, hastalarin diz agrisi, idrar ve
serum biyobelirtegleri ve hastalarin diz radyografileri kullanilarak yaptigi gozlemsel
calismada, diz OA'sinda intraartikiiler steroid injeksiyonunun kisa siireli kikirdak

bozulmasini azaltabilecegini diisiindiirmekte oldugunu séylemistir (138).

HA, eklem kikirdaginda ve sinoviyal sivinin heryerinde bulunan ana
bilesenidir, eklemde kaymay1 saglayan yaglama ve eklem boslugunu dolduran bir
dolgu maddesidir (139). Diz OA’sinda intraartikiiler HA injeksiyonunun 2 tiirlii
mekanizma ile yarar1 olur: diz eklem viskoelastisitesini artirarak eklem yaglanmasini
ve sok emici etkisini arttirir ve dizde HA yapimini indiikler (111). Roy Altman ve
ark. 7 randomize karsilastirmali ¢alisma ve 10 kohort ¢alismasinin dahil oldugu
toplam 17 ¢alismada intraartikiiler HA enjeksiyonlarinin tekrarlanan dozlarinin, diz
OA’da etkili ve giivenli bir tedavi oldugunu gdstermistir. Tekrarlanan dozlar ile
agriyr azaltmada etkin ve daha i1yi oldugu sonucuna varmiglardir. Bu tekrarh
tedavilerin tedavi giivenligini etkilemedigini sdylemislerdir (140). Wei-wei He ve
ark. 1794 hasta iceren 12 randomize karsilastirmali c¢alismada ise intraartikiiler

kortikosteroid injeksiyonu agriy1 azaltmada kisa vadede (1 aya kadar) intraartikiiler
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HA’dan daha etkili oldugunu ve uzun zaman siirecinde ise HA (6 aya kadar) daha
etkili oldugunu sdylemistir. Iki tedavi yonteminin de, diz fonksiyonuna benzer
sekilde fayda sagladiginin sonucuna varmistir. Her iki yontemin de nispeten glivenli
oldugunu, fakat intraartikiiler HA enjeksiyonunun, intraartikiiler kortikosteroid
injeksiyonu ile karsilastirildiginda daha c¢ok lokal yan etkiye sebebiyet verdigini
sOylemistir (104).

UCMA vyeni bulunan ve bilim diinyasinin ilgisini ¢eken mineralizasyon
inhibitori bir proteindir (11). Fritz Seuffert ve ark. yaptiklart bir rat ¢aligmasinda,
UCMA’nm artritli eklem kikirdaginda osteofitlerde biiylik miktarda sentezlendigini
ve UCMA tedavisi ile eklem kartilajinin dejenerasyonunun azaldigini sdylemislerdir.
Bunu da UCMA’nin ADAMTSS ile etkileserek aggrekanaz aktivitesini engelleyerek
yaptigin1  gostermislerdir. Yine bu calismada UCMA eksikligi olan ratlarda
olmayanlara gore daha yiiksek oranda kartilaj dejenerasyonunun gelistigi ve
proteoglikan kaybinin arttig1 sdylenmistir. Bunun yaninda yine UCMA eksikligi olan
ratlarda artritli eklemde osteofit olusumunun azaldigi gézlenmistir (120). Michael
Stock ve ark. UCMA’nin osteoartritte roliinii arastirmak i¢in yaptigi yine bir rat
calismasinda DMM ile indiiklenen kikirdak harabiyetlerinin UCMA eksikligi olan
ratlarda olmayanlara gore daha fazla oldugunu gostermis ve UCMA’nin kikirdak
koruyucu 6zelligi oldugunu sodylemislerdir. Fakat UCMA eksikligi olan ratlarda
olmayanlara gore daha az osteofit olusumu ile daha az kemik sklerozu ve

degisikligini gézlemlemislerdir (9).

Biz de bu ve bunun gibi literatiir bilgileri ile yola ¢ikarak yeni bulunan
UCMA’nin kondroprotektif etkisinin rutinde kullanilan intraartkiiler ajanlara goére

nasil olacagini arastirdik.

Calismamizda 40 adet Wistar Albino tipi erkek rat kullandik. Ratlar1 rastgele
gruplara dagittik. Literatiirde bir¢ok deneysel hayvan OA modeli mevcuttur,
deneysel hayvan OA modeli uygulamak i¢in deneysel hayvanin bakimi, ¢alismanin
maliyeti, ¢aligma kolayligi, verilecek tedaviye yanit ve OA gelistirilmesi gibi
parametreler dikkate alinmalidir (141). Biz de ¢alismamizda; denegin ¢ok sayida
olmasi, hizli ve kolay sekilde bulunabilirligi, ortama uyum saglamasinin iyi olmasi

ve olusabilecek infeksiyona direngli olmalari nedeniyle deneysel olarak ratlari
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kullandik. Guzman RE ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada ratlarda intraartikiiler MIA
uygulamasinin OA benzer sekilde eklem kartilaj ve subkondral dejenerasyonu
saglayan hizli ve minimal girisimsel bir yontem oldugunu gostermislerdir (142).
Bunun gibi literatiir bilgileri 1s181nda eklem kartilaj dejenerasyonu gelistirmek amaci
ile caligmamizda ratlarda MIA enjeksiyonu kullandik. MIA uygulamasi ardindan
literatiir bilgilerine benzer sekilde dejenerasyon gelismesi amaci ile 2 hafta bekledik
(143). Bu bilgilere uygun olarak biz de ¢alismamizda MIA sonrasi dizlerin

makroskobik ve mikroskobik olarak dejenere oldugunu gordiik.

Literatiirde giinliik, haftalik ya da degisen giinler ve sayida bir¢ok farkl
osteoartrit rat modeli sonrasi terapotik yaklasimlar vardir. Biz 1. Gin MIA
enjeksiyonu sonrasi 3 giinde bir anestezi esliginde tedavi edici ajanlarimizi ratlara
uyguladik ve bunu 7 defa tekrarladik. Literatiirde kortikosteroidlerle HA’lar
karsilagtiran bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Biz de ¢alismamiza bu iki terdpotik ajan
yaninda UCMA proteininin de karsilastirmasin1 yaptik. Literatiir bilgisine uygun
olarak kortikosteroid ve HA grubu ratlarin dizlerinde MIA grubuna goére hem
makroskobik hem de mikroskobik olarak iyilesme ve kartilaj dejenerasyonunda
azalma mevcuttu. Istatistiksel olarak da bu gruplardaki ratlarin MIA grubu ratlara

gore dizlerindeki dejenerasyon diizelmesi anlamliydi.

Yine literatiirdeki smirl veriye ragmen UCMA injeksiyonu yapilan ratlarin
dizlerinde MIA grubuna gore hem makroskobik hem de mikroskobik olarak iyilesme
ve kartilaj dejenerasyonunda azalma mevcuttu. Istatistiksel olarak da bu gruplardaki
ratlarin MIA grubu ratlara goére dizlerindeki dejenerasyon diizelmesi anlamliydi.
Birbirleri ile karsilastirildiginda ise UCMA ’nin anti-artrotik etkisi kortikosteroide ve

hyaluronik aside benzer sekilde idi.
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6. SONUC

Calismamizda hem makroskopik hem de mikroskobik diizeyde elde edilen
bulgular, OA’nin tedavisinde UCMA’nin efektif bir tedavi edici ajan olabilecegini
gostermektedir. Ek olarak, UCMA’nin bu terapotik etkisi hyaluronik asid ve
kortikosteroidlerle karsilagtirildiginda, HA ve Kortikosteroidle UCMA’nin benzer
etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak, UCMA OA’nin tedavisinde ve
onlenmesinde umut verici bir molekiildiir. Bununla birlikte, farkli doz ve siireler ile
yapilacak ileri ¢alismalar UCMA’nin bu terapotik etkisinin dogrulanmasi acgisindan

son derece Onemlidir.
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