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OZET

Amag: Oral yolla verilen propolisin ratlarda medial menisektomi sonrasi
olusturulan osteoartrit modelinde kikirdagi koruyucu etkisinin degerlendirilmesi
amaglanmstir.

Materyal ve Metod: Calismada 28 adet Spraque Dawley cinsi disi rat
kullanilmistir. Ratlar kontrol, MEN, P100, P200 olmak iizere 7 serli 4 gruba ayrildi.
Kontrol grubundaki ratlara sadece artrotomi uygulanirken, diger gruplara deneysel
osteoartrit modeli olusturmak i¢in medial kollateral bag kesilmesinin ardindan
medial menisektomi uygulandi. Tiim ratlarin sag dizi kullanildi.

Ratlar ayr1 ayr1 kafeslere koyuldu ve harekete izin verildi. Cerrahi sonrasi 1.
giinden itibaren P100 grubuna 100 mg/kg/giin olacak sekilde ve P200 grubundaki
ratlara 200 mg/kg/giin olacak sekilde 5 hafta siireyle her giin oral yoldan propolis
verildi.

5. hafta sonunda tiim ratlar servikal dislokasyonla 6ldiirtildii ve sag dizleri
alindi. Fiksasyon, dekalsifikasyon islemi sonrasi tibia medialinden uygun kesitler
alindi. Safranin O - Fast Green le boyama sonrasi Mankin Skorlama Sistemine gore
histolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Gruplarin histolojik skorlari istatistiksel olarak karsilastirildi. P100
grubunun Mankin skorlar1 menisektomi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede disiiktii (p<0.001). P200 grubunun da Mankin skorlart menisektomi
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<<0.001). P100 ve P200
gruplar1 arasinda Mankin skorlarina gore rakamsal olarak fark oldugu fakat bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (p=0.506).

Sonug: Rat dizlerinde yaptigimiz deneysel ¢alismada medial kollateral bag
kesilmesi ve menisektomi sonrasinda literatiirle uyumlu deneysel osteoartrit modeli
olusturulabildigi goriildii. Oral propolisin deneysel osteoartrit modelinde kikirdak
koruyucu etki gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica propolisin 100mg/kg ve 200 mg/kg

dozlarinda kikirdak tizerindeki etkinliginin degismedigi gorilmiistiir.



SUMMARY

Objective: The evaluation of the chondroprotective effect of oral propolis on
articular cartilage in rats experimental osteoarthritis model by medial menisectomy.

Matherial and Method: in this study we utilize 28 Spraque Dawley type
female rats. The rats were divided into 4 groups named as control, menisectomy,
P100 and P200. In order to obtain experimental osteoarthritis model; we perform
medial collateral ligament transection and medial menisectomy to the rats except
control group, we apply only arthrotomy to the rats in the control group. We utilize
only right knees of rats.

We allow rats to move and put in separatly cages. First day after surgery we
practiced oral propolis 100 mg/kg/day to P100 group and 200 mg/kg/day to P200
group everyday for five weeks.

At the end of the fifth week all rats were euthanized by cervical dislocation
and right knees were taken. After fixation and decalcification procedure, appropriate
sections taken from the medial of tibia and then stained with Safranin O- Fast Green.
Then examined by using Mankin Scorring System.

Results: Groups were statistically evaluated. There was a statistically
significiant between P100 - menisectomy groups (p<0.001) and P200 - menisectomy
groups (p<0.001). When we compared P100 and P200 groups, we didn’t find
statistifically significant ( p=0.506).

Conclusions: In this study that on articular cartilage in a rat experimental
osteoarthritis model by medial collateral transsection and medial menisectomy, our
results was compatible with the literature at experimental models of osteoarthritis.
Oral propolis has been observed that the protective effect of cartilage in an
experimental model of osteoarthritis. Also propolis using 100 mg/kg/day and 200

mg/kg/day doses no change of efficiency on cartilage.
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1. GIRIS

Osteoartrit 65 yas tstii insanlarin % 50 sini etkileyen ve ilerleyici kikirdak
hasartyla seyreden bir eklem hastaligidir. Osteoartritte patoloji kikirdak hasari
oldugundan, kikirdak hasarimi iyilestirmek ve ilerleme hizim1 azaltmak i¢in bir¢ok
calisma yapilmistir.

Gliniimiizde osteoartrit tedavisinde kullanilan mevcut ilaglar agriyr ve
inflamasyonu azaltmaya yoneliktir fakat eklem hasarin1 azaltmaya yonelik ¢ok diisiik
etkileri mevcuttur (1).

Mevcut durum goz Oniinde bulunduruldugunda osteoartrit tedavisinde,
maliyeti diisiik, uygulanis1 ve temini kolay, tedavide etkin olabilecek yeni ajanlara
ihtiyag vardir.

Yapilan calismalarin ¢ogu deneysel osteoartrit modeli olusturulan deney
hayvanlar1 {izerinde gergeklestirilmistir. Deney hayvanlarinda osteoartrit dogal
yollarla ve cerrahi olarak olusturulabilir. Cesitli deney hayvanlarinda farkli metotlar
kullanarak ne kadar siirede, hangi diizeyde kikirdak hasar1 olusturuldugu calismalarla
ortaya koyulmustur (2).

Yapilan c¢alismalarda medial kollateral bag kesilmesi ve menisektomi
sonrasinda 3 hafta gibi kisa siirede kikirdak dokuda dejeneratif osteoartrit
bulgularinin goriilmeye baslanmasi (2, 3) nedeniyle ¢alismamizda ratlar tercih
edilmistir.

Propolisin kimyasal yapis1 olduk¢a karmagiktir. Polifenoller, fenoleik
aldehitler, aminoasitler, sinamik asit, steroidler, kininler, kafeik asit ve 300 den fazla
inorganik bilesikten olusur (4, 5).

Propolisin immiin sistemi diizenleyici, antioksidan, antiviral, antibakteriyel ve
antikanser gibi 6zelliklerinin oldugu birgok ¢alismada belirtilmistir (6, 7, 8, 9).

Yapilan bir hiicre kiiltiirli calismasinda propolisin igerdigi pinocembrin adl
flavonoidin TNF alfay:r inhibe ederek kartilaj destriiksiiyonuna neden olan MMP-1,
MMP-3 ve MMP-13 adli matriks metalloproteinazlarinin ekspresyonunu azalttig1
gosterilmistir (10).

Bu ¢alismada propolisin yukarida bahsettigimiz antiinflamatuar, antioksidan

ve TNF alfa {lizerinden matriks metalloproteinazlarin1 inhibe edici 6zellikleri goz



oniinde bulundurularak deneysel olarak olusturulan osteoartrit modelinde oral
propolisin osteoartrit gelisme siireci iizerine olan etkisinin histolojik olarak ortaya

konulmasi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Eklem Kikirdagi

Eklem kikirdag: diartrodiyal eklemlerde bulunan ¢ok iyi 6zellesmis bir bag
dokusudur (11). Bir¢ok bolgede c¢ok ince olmasma ragmen yiliklenme sirasinda
olusan kompresyona kars1 direng gostererek lizerine binen yiikleri subkondral kemige
yayar ve stresi azaltir, eklem hareketlerini stabilize eder, eklem lumbrikasyonuna
katilir ve siirtiinmeyi azaltarak agrisiz bir hareket saglar (11,12,13,14).

Metabolik aktivitesindeki yavaslik ve iizerindeki agir fiziksel yiike ragmen
fonksiyonlarini uzun yillar siirdiirebilir. Cogu insanda, 80 yil ve daha uzun siire

saglamligini koruyabilmektedir (13,15).

2.1.1. Kikirdak Embriyolojisi

Kikirdak doku, embriyonun 5. haftasindan itibaren mezenkimden koken
alarak gelisir. Mezenkimal hiicreler kondroblastlara doniiserek kikirdak matriksini
iiretmeye baslarlar (16). ilerleyen donemlerde kondroblastlar kendilerine ait kiigiik
hiicresel kompartmanlara yerlesirler, bu bolgede matriks sentezlerler ve kondrosit
adin alirlar (16).

Kikirdak gelisimi apozisyonel ve intertisyel olmak iizere iki sekilde olur.
Intertisyel biiyiimede kikirdak icerisinde mevcut kondrositler mitozla béliinerek
cogalir ve matriks iiretir. Intertisyel biiyiime hyalin kikirdagin olusumu esnasinda ve
kemigin boyuna uzamasina neden olan epifiz plaginda goriiliir. Apozisyonel
bliylimede perikondriyumdaki kondrojenik hiicreler bdliinerek kondroblastlara
farklilasir. Kondroblastlarda kikirdak matriksi sentezleyerek biiylimeyi saglar ve

kondrositlere doniisiir (17,18).

2.1.2. Kikirdak Tipleri

Memelilerdeki kikirdak doku ekstraseliiler matriksin icerdigi kollajen tipine

ve dagilimina gore 3 tipe ayrilir (19).



1. Hyalin kikirdak; Insan viicudunda en sik goriilen kikirdak tipidir. Eklem
yiizeylerinde ve fetal donemde iskelet kemik dokuya doniismeden once kikirdak
doku hyalin kikirdak seklindedir. Matrikste ince tip Il kollajen lifleri mevcuttur ve
makroskopik olarak agik mavi saydam renklidir (Sekil 1).

@ (a) Hyaline cartilage

- lakuna igindeki
kondrositler

Matrix

Sekil 1. Hyalin kikirdak yapist

2.Elastik kikirdak; Tip II kollajene ek olarak elastik lifler igerir. D1s kulak,
Ostaki tiipii ve epiglottiste bulunur. Opak ve sar1 renklidir (Sekil 2).

(c) Elastic cartilage

Kondrositler

Elastik lifler

Sekil 2. Elastik kikirdak yapisi (20)

3. Fibroz kikirdak; Matriks organize fibroz doku igerir ve ag seklinde tip |
kollajen mevcuttur. Intervertebral disk, meniskiis ve temporomandibular eklem

fibroz kikirdak yapisindadir (18,19) (Sekil 3).
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Sekil 3. Fibroz kikirdak yapisi (20)

2.1.3. Kikirdagin Yapisi

Diartrodiyal eklemlerin kikirdak yiizeyleri hyalin kikirdakla kaplanmistir
(21). Eklem kikirdagi, su dolu bir makromolekiiler agdan olusan ekstraseliiler
matriks icine yerlesmis olan kondrositlerden olusur. Ekstraseliiler matriksin
bilesenleri % 65-80 oraninda su ile beraber proteoglikanlar, kollajen, daha diisiik
oranda bulunan diger proteinler ve glikoproteinlerdir (14).

Kondrositler eklem kikirdaginin 1slak agirliginin % 5 ini olustururlar (21, 22).
Kondrositler ekstraseliiler matriksin sentezinde ve remodelizasyonunda gorev alirlar
(21). Metabolik olarak aktif olan bu hiicreler, biiylime faktorleri, interlokinler,
farmasoétik ajanlar, matriks molekiilleri, mekanik yliklenmeler ve hidrostatik basing
degisiklikleri gibi uyaranlara yanit verme yetenegine sahiptir. Bu sayede anabolik ve
katabolik siiregte yer alirlar (14, 23).

Klasik olarak eklem kikirdagi damarsiz, sinirsiz ve lenfatiksiz yap1
gostermektedir. Sinovyal sividan difilizyon ile oksijen ve besin ihtiyact karsilanir
(21). Beslenme c¢ift difiizyon sistemi ile olur. Sinovyal dokunun dis kismi daha kanlt
oldugundan, once sinovyal dokudan sinovyal siviya difiizyon olur. Oradan da
kikirdaktaki membrandan 6-8 mikrometrelik porlardan gecilerek kondrositlere
ulasacak sekilde ikinci bir difiizyon olur. Ayrica aktif transport ve aralikli
yiiklenmenin yaptig1 pompalamada beslenmede 6nemli yer tutar (24).

Kikirdak doku eklem yiizeyinden subkondral bdlgeye kadar yapisal olarak
acikca ayirt edilebilen 4 tabakadan olusur (14, 21).



1. Yiizeyel tabaka

2. Orta ( gecis-transizyonel) tabaka
3. Derin (radiyal) tabaka

4. Kalsifiye tabaka
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Sekil 4. Eklem Kikirdaginin farkli tabakalarindaki hiicresel dizilim
(25)

Hyalin kikirdagin her bir bélgesinin kendine has bir yapist mevcuttur.
Kondrositler her bolgede farkli dizilime sahiptir ayrica kollajen dagilimi, agregan ve

stvi dinamikleri her bolgede farklilik gostermektedir (27) (Sekil 4, 5).
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Yiizeyel tabaka (10-20%)

Orta tabaka ~ (40-60%) -
Tide mark

4
/ / ( = ﬁ \
i N
Derin tabaka ~ (30%) - Mﬁww «0

Subkondral kemik D Yy
- |, f2
Kanselloz kemik 0 QQ%GQ md

> Kalsifiye tabaka

Sekil 5. Eklem kikirdaginin farkli tabakalarinda ki kollajen yapisi (26)

Yiizeyel Tabaka

Eklem kikirdaginin yaklagik %10-20 lik boliimiinii olusturur ve tiim tabakalar
icerisinde en ince tabakadir (11,16). Yiizeyel bolge lamina splendens adi verilen bir
tabaka igerir (27).

Yiizeyel tabaka eklem yiizeyine paralel olarak uzanan siki bir sekilde i¢ ice
gecmis kollajen liflerden ve diizlesmis elipsoid sekilli kondrositlerden olugsmaktadir
(27).

Yiizeyel tabakadaki kondrositler lubrisin ad1 verilen bir protein sentezler. Bu
protein eklem yiizeyini saran bir film tabaka olusturur ve eklem yiizeyindeki
stirtiinmeyi azaltarak maksimum kayganlik saglar (16).

Bu tabakadaki kondrositler yiiksek oranda kollajen (6zellikle tip II ve tip 1X)
ve diisiik oranda proteoglikan sentezler bu nedenle en yiikksek su orani bu
tabakadadir. Kollajen liflerin eklem ylizeyine paralel uzanmasi sonucu, kikirdakta
artmis gerilim ve makaslama kuvvetlerine kars1 direng olusmaktadir (16,27).

Ayrica bu tabakanin biiylikk makromolekiillerin gecisinde filtre gorevi
gordiigii ve boylece kikirdak dokuyu sinovyal doku immun sistemine karsi korudugu

bilinmektedir (14, 16, 27).



Orta (transizyonel) Tabaka

Bu tabaka kikirdagin en kalin tabakasidir ve toplam hacmin yaklasik %40-60
mi1 olusturur. Proteoglikan ve daha biiylik ¢apta kollajen lifler icerir. Bu bolgedeki
kollajen lifler oblik yerlesimlidir, kondrositler sferoid sekillidir ve diisiik
yogunluktadirlar (11).

Kollajen liflerin dizilimi ve hiicrelerin basinca karsi hacim degisikligi
sayesinde kompresyon kuvvetlerine karsi ilk direncin gosterildigi tabakadir (11,27).
Kollajen liflerin bu dizilimi ve kondrositlerin bu 6zelligi kompresyon kuvvetlerinin
olusturdugu enerjinin emilerek azaltilmasmi saglayarak kikirdak dokunun
dayanikliligin1 artirir (28).

Derin (Radiyal) Tabaka

Derin tabaka kikirdak hacminim yaklasik olarak %30’unu olusturur.
Kompresif kuvvetlere karsi en yiiksek direnci olusturan bdlge derin bolgedir. Derin
tabaka en genis capa sahip kollajen lifleri igerir ve bu lifler eklem yiizeyine dik
yerlesimlidir. En yliksek oranda proteoglikan ve en diisiik oranda su igerigi bu
tabakada mevcuttur. Kondrositler kolon seklinde ekleme dik kollajen liflere paralel
olarak yerlesmistir. Kondrositlerin ve kollajen liflerin bu sekilde dizilimi sayesinde
kompresif kuvvetlere karsi doku direnci olusturulmaktadir (11,27).

Kalsifiye Tabaka

Bu tabaka diisiikk metabolik aktiviteye sahip, kalsifiye bir matriks igine
yerlesmis az sayida hiicre igermektedir. Bu tabakadaki kondrositler hipertrofik
yapidadirlar (11,16). Bu kondrositler tip X kollajen sentezler, bu da ciddi bir yapisal
biitiinliik ve kikirdaga binen yiiklere kars1 direng olusturur (16).

Kalsifiye tabaka derin tabakadan tidemark adi verilen bazik boyalara afinitesi
olan bir bolgeyle ayrilir (16). Kikirdak defektlerinde bu bolgeye uzanim tedavi
planlamasinda onem arz etmektedir. Bu tabakayi gegen yaralanmalarda kemik
iliginden gelen mezenkimal hiicreler yardimiyla onarim yapilmaktadir (29).

Kondrosit

Kondrositler erigkin eklem kikirdagiin toplam hacminin yaklasik %2’ sini
olusturmaktadir (11,27). Mezenkimal kok hiicrelerden koken alirlar (11).
Mezenkimal hiicreler kondroblastlara doniiserek kikirdak matriksini iiretmeye

baslarlar, ardindan kondroblastlar kendi hiicresel kompartmanlarina yerlesirler.



Kendi matriksini sentezlerler ve kondrosit adin1 alirlar. Yerlestikleri kompartmanlara
lakiin adi verilir (16).

Kondrositler farkli kikirdak tabakalarinda farkli biiyiikliige, sekillere ve farkli
metabolik aktiviteye sahiptir fakat biitiin hiicreler matriks sentezi i¢in gerekli olan
endoplazmik retikulum ve golgi aygit1 gibi organellere sahiptir (13).

Metabolik olarak aktif olan bu hiicreler, biiylime faktorleri, interlokinler,
farmasotik ajanlar, mekanik yiiklenmeler, elektriksel uyaranlar ve hidrostatik basing
degisiklikleri gibi uyaranlara yanit verme yetenegine sahiptirler (11, 23, 27). Matriks
ile olan baglantilari, biiylime faktorleri ve sitokinler i¢in bulunan reseptorleri
nedeniyle anabolik ve katabolik siirecte rol alirlar (15, 23).

Eklem kikirdagindaki mevcut kondrositler gerekli besinlerini difiizyonla
saglarlar. Kikirdak dokunun damarlanmasi olmadigindan ve kikirdak dokuda
hipoksik bir ortam mevcut oldugundan kondrositler temel olarak anaerobik
hiicrelerdir ve enerji gereksinimlerini birincil olarak glikolizle saglanmaktadirlar.
Kondrositlerin beslenmesi i¢in aralikli mekanik giic uygulanmalidir. Yiik altinda
intertisyel s1vi matriksten disariya ¢ikar, kalktiginda besin igeren sivi matrikse doner
(23,27). Osteositler gibi hiicre-hiicre temaslart yoktur ve iskelet gelisimi
tamamlandiktan sonra ¢ok diisiik oranda boliiniirler (16, 23, 27).

Matriks devamliliginin saglanmast yapim ve yikim siirecinin dengede
olmasma baglidir. Kondrositler, bir taraftan matriks sentezlemekte, diger taraftan
matriksi yikan enzimleri salgilamaktadir. Bdylece dokunun normal dengesi
saglanabilmektedir (23).

Ekstraselluler Matriks

Ekstraseliiler matriksin bilesenleri, %65-80 oraninda su ile beraber kollajen,
proteoglikanlar ve daha diisiikk oranda diger glikoproteinler, nonkollejen proteinler,
fosfolipidler ve lipidlerdir (11, 14, 15).

Ekstraseliiler matriks, kollajen yapis1 ve dizilimi acisindan gosterdigi
varyasyonlara gore periseliiler, territoriyal ve interterritoriyal matriks olmak tlizere ii¢
bolgeye ayrilmistir (13, 16, 23).

Periseliiler matriks kondrosit yiizeyini halka seklinde saran cok ince bir

bolgedir. Bu bolge proteoglikan ve kollajen olmayan proteinler agisindan zengin bir



yaptya sahiptir. Az miktarda tip VI kollajenden olusan fibriller olmayan kollajen
icerir.

Territoryal matriks periseliiler matriksi ¢evreler. Bu bdlgede kollajen lifler
birbirini ¢aprazlayarak yogun bir fibriller ag olusturur ve bu yapilanma yiiklenme
esnasinda ve doku hasari olustugunda kondrositler i¢in mekanik korunma olusturur.

Interterritoryal matriks en fazla hacmi olusturan olan bdlgedir. En genis capli
kollajen lifler bu bolgede bulunur ve proteoglikan agisindan zengin bir bolgedir.
Birincil gorevi kikirdak dokusunun mekanik 6zelligini saglamaktir (13,16).

Su: Ekstraseliiler matriksin 1slak agirliginin yaklasik ylizde 80’ini su
olusturur. Yiizeyel tabakada %80 oraninda derin tabakada %65 oraninda bulunur.
Kikirdak dokuya kompresif kuvvetler uygulandiginda dokudaki suyun bir kismi
eklem araligima ge¢cmekte bu ayn1 zamanda dokunun beslenmesini, madde gegisini ve
eklem kikirdaginin kayganligini saglamaktadir. Matriksdeki su inorganik sodyum,
potasyum ve kalsiyum tuzlar1 igermektedir. Bu pozitif yiiklii iyonlar negatif yiikli
proteoglikan bilesikleriyle etkileserek doku biyomekaniginde gorev alirlar (11, 13,
15, 16).

Kollajen: Kollajen ekstraseliiler dokuda en fazla bulunan yapisal
makromolekiildiir. Islak agirligin %20’sini kuru agirligin % 60’11 olustur (11,16).
Mevcut kollajenin % 90-95’ini tip II kollajen olusturur. Tip 2 kollajen birbirine
capraz kovalan baglarla baglanan 3 adet polipeptid zincirinden olusan {¢lii heliks
yapisindadir. Birincil olarak glisin ve prolin aminoasitlerini igermektedir (11,21).

(Sekil 6)
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Sekil 6: Kollajenin biyokimyasal yapisi (30)

Mevcut kollajenin geri kalan %5-10 luk kismuni tip 1, tip 5, tip 6, tip 9, tip 11
olusturur.

Elektron mikroskopik goriintiilerde tip 2, tip 9, tip 11 kolajenlerin birbirini
caprazladig: tespit edilmistir bu yapilanma sayesinde kikirdak dokuya binen yiiklere
kars1 diren¢ olusturulmakta ve kikirdak doku gerginligi saglanmaktadir (13,15).
Ayrica bu ¢apraz baglanma sonucu genis captaki proteoglikanlar matriks igerisinde
hapsedilerek matriks stabilizasyonu olusturulur ve sok emilimine katki saglanir
(9,13).

Proteoglikanlar: Proteoglikanlar 1slak agirligin  %10-15’ini  olusturur.
Kondrositler tarafindan {iretilerek hiicre disi matrikse salgilanirlar. Bir protein
cekirdek ve birbirine kovalan baglarla baglanmis glikozaminoglikanlardan
olugmaktadir. GAG lar kondroitin sulfat ve keratan sulfat olmak iizere iki alt gruptan
olusmaktadir. Yaslanmayla birlikte kondroitin 4 sulfat azalir. GAGlar seker bagiyla

cekirdek proteine baglanarak kikirdak dokuda en fazla bulunan proteoglikan olan
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agregan molekiiliinii olusturur. Link proteini sayesinde de agregan molekiilii
hyaluronik aside baglanarak proteoglikan agregatini olusturmaktadir (22).

Agregasyon sayesinde proteoglikan molekiilleri matriks iginde stabilize
edilmekte bdylece proteoglikanlarin matrikse tutunarak doku deformasyonu
durumunda yer degistirmeleri Onlenerek; dokunun kompresyona direnci ve
devamliligi saglanmis olur (13, 23).

Proteoglikanlar negatif yiikliidiir ve matriks icersindeki suyu ve pozitif ytkli
iyonlar1 ¢eker. Ayni zamanda yapisinda bulunan keratan sulfat ve kondroitin sulfat
birbirini iter ve proteoglikanlar kollajen icerisinde hapsolur. Bu 6zellikler kikirdagin
biyomekanigine katki saglar (15).

Agregan haric kikirdak dokuda matriks yapisina katkida bulunan
fibromodilin, biglikan ve dekorin gibi proteoglikanlar vardir (14,16).

Matriksi olusturan bu ana maddeler disinda glikoprotein yapidaki fibronektin,
ankorin CII, kondronektin gibi adeziv molekiiller ve kemik morfogenik protein gibi
bliylime faktorleri mevcuttur. Ayrica gorevleri heniiz tam olarak anlagilamamis
bir¢ok molekiil mevcuttur (13, 22).

Bunlarin yaninda matriks yapim ve yikiminda gorev yapan matriks

metalloproteazlar1 ve hyaluronidaz gibi bir¢cok enzim igerir (28).

2.1.4. Kikirdak Biyomekanigi

Kompresyon durumunda kikirdagin sivi igerigi azalir ve proteoglikan icerigi
artar bu sayede gecirgenligi azalir. Gegirgenligin azalmasiyla, kompresif yiliklenme
sirasinda dokudan hizli ve asir1 sivi kagist engellenir ve bu sayede tekrarlayan
yiiklenme sirasinda kikirdagin enerji dagitma yetenegi diizenlenerek deformasyon
onlenir (14, 23).

Kikirdagin gerilmeye karsi olusturdugu direng kollajen doku tarafindan
saglanir. Kikirdak dokuya kompresif kuvvetler uygulandiginda ayni zamanda ytiksek
oranda gerilme olusur ve bu gerilme kuvvetlerine kars1 birincil olarak yogun kollajen
lifler igeren ylizeyel tabaka tarafindan direng¢ olusturulur (21).

Kikirdak dokuda olusan yiliklenme sonrasinda olusan makaslama stresi derin

tabaka ile kalsifiye tabaka arasindaki tidemark bolgesinde maksimuma ulasir. Bu
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bolgede kollajen lifler ve proteoglikanlar makaslama kuvvetlerine karsi direng

olusturulmasinda gorev alirlar (21, 23).

2.2. Osteoartrit Patofizyolojisi

Eklem kikirdaginin dejenerasyonu, normal kikirdak yapi ve fonksiyonunun
ilerleyici kayb1 sonucu osteoartrit olugsmaktadir (13).

Osteoartritin patogenezi tam olarak anlasilamamakla birlikte travma, genetik,
gelisimsel, norolojik, metabolik, enfeksiydoz ve biyokimyasal faktorlerin olusumda
etkili oldugu diistinilmektedir (31, 32).

Kikirdak tamir ¢abalarmin eslik ettigi ilerleyici kikirdak hasari, subkondral
kemigin yeniden sekillenmesi, ileriki donemlerde subkondral kemikte Kkistik
olusumlar ve osteofitler goriilmektedir (13, 31).

Birincil degisiklikler eklem kikirdaginda olmakla birlikte, osteoartritte
subkondral ve metafizer kemik, sinoviya, ligamentler, eklem kapsiilii ve eklemle
iliskili ~ kaslar gibi sinovyal eklemle baglantili biitin dokular eklem
dejenerasyonundan etkilenmektedir (13, 31).

Kikirdak doku yapim ve yikim arasinda bir denge mevcuttur. Osteoartritte
kondrositlerden ve sinovyadan sentezlenen ve kikirdak dokuyu fizyolojik olarak
etkileyen birgok sitokin ve biiylime faktorii mevcuttur. IL 1, 6, 8, 17, 18 ve TNF alfa
gibi mediyatorler yikimda, IGF-1( insiilin benzeri biiylime faktorii), TGF beta,
FGFs(fibroblast biiyiime faktorii), BMPs gibi maddeler yapimda gorev almaktadirlar
(32).

Mikroskopik degerlendirmede histolojik olarak en erken bulgular yiizeyel
tabakada fibrilasyon ve bozulmayken ilerleyen donemlerde derin tabakaya uzanan
yariklar, tidemarkta damarlanma ve subkondral kemigin remodelizasyonu
goriilmektedir (13, 31, 33).

Osteoartritteki patolojik siire¢ birbiriyle i¢ ice ge¢mis li¢ evreye ayrilmistir;
Birinci evrede matriksin makromolekiiler yapisinda bozulmalar olur ve kikirdak
dokudaki su yogunlugu artar. Dokudaki tip II kollajen yogunlugu degismez fakat
glikozaminoglikan  zincirlerinde  kisalma, agregan konsantrasyonunda ve

proteoglikana agregasyonunda azalma goriiliir. Kollajen lifleri ile mindr kollajen

13



lifler arasindaki baglanti bozulur bu da kollajen ag yapisinda bozulmalara neden olur.
Bunun sonucunda agregan molekiillerde sisme olur. Tiim bu degisiklikler sonucunda
doku gegirgenligi artar ve su miktarinda artis olur. Kikirdak dokusunun sertligi azalir
ve mekanik yiiklere kars1 daha savunmasiz hale gelir (13, 31).

Ikinci evrede kondrositler dokudaki hasarina cevap olarak anabolik ve
mitojenik biiyiime faktorlerinin etkisiyle metabolik aktivitelerini artirarak matriks
makromolekiillerinin sentezini artirir ve prolifere olurlar (13, 32).

Mekanik ve kimyasal degisiklikler bagli olarak kondrositlerden nitrik oksit
salinimi olmaktadir. Nitrikoksit dokuda hizlica yayilir ve IL-1 iiretimini artirir (31).
IL-1 ve TNF alfa osteoartrit patogenezini en ¢ok etkileyen iki sitokindir (34). Bu iki
sitokin hem kendilerinin hem de inflamasyona neden olan sitokinlerin sentez ve
salinimin1 artirmaktadir. Biitliin bu proinflamatuar sitokinler kikirdak dokudaki
matriks makromolekiillerinin yikimina ve azalmasina neden olan matriks
metalloproteazlarin sentez ve salinimini artirmaktadir (31, 34).

MMP-3 (stromelisin), MMP1, MMP-8, MMP-13 (kollajenazlar), MMP-2,
MMP-9 (jelatinazlar) gibi matriks metalloproteinazlar kendi yapimlarini arttirdiklari
gibi inhibitorleri olan TIMP 1-4 ( doku metalloproteaz inhibitorii) iin yapim ve
salmimint inhibe ederler (34). Kollajenaz dogal kollajenin, jelatinaz denature
kollajenin, stromelisin ise proteoglikanlarin yikimina neden olur.

Ikinci evrede hiicresel onarim ¢abalar1 ( makromolekiillerin sentezinde artma,
az oranda hiicresel artis) bazen proteazlarin yikici etkisini dengeleyerek kikirdak
dokuda stabilizasyon olusturabilir (31).

Hiicresel onarimin ve stabilizasyonun saglanamadigi durumlarda tigiincii ve
son evreye gecilir. Bu evre kondrositlerin anabolik ve proliferatif cevap verme
yeteneginin kaybolmasi ve kikidak dokunun ilerleyici kaybiyla karakterizedir.
Kikirdak dokudaki kayip sonrasi osteoartritin klinik bulgular1 olan agr1 ve fonksiyon
kaybr gibi belirtiler ortaya ¢ikar (13, 32).

Fibrilasyonlar, yariklar, tidemarkta damarlanma artis1 ve daha ileri ki

donemde osteofit olusumu goriilmektedir (13).
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2.3. Propolisin Ozellikleri

Propolis bal arilar1 tarafindan hus, kavak, kizilaga¢, cam ve kestane gibi
agaclardan toplanan, gliniimiizde 6nemi giderek artan bir dogal tirlindiir.

Propolis bitkiler tarafindan aktif olarak sentezlenebildigi gibi bitkilerin yara
bolgelerinden salgilanan lipofilik maddeler, regine, miisin, zamk gibi maddelerden de
arilar tarafindan elde edilebilmektedir. Arilar daha sonra bu materyali salgiladiklar
enzimler ve tiikiiriikleriyle zenginlestirmektedir (35).

Propolis %55 oraninda resin, %10 oraninda balmumu, %10 oraninda eterik
yaglar,% 5 oraninda da polen ihtiva eder (4).

Arilar propolisi balmumuyla karistirarak petek yapiminda, kovan duvarindaki
catlaklar1 kapatmakta, kovan girisini kii¢liltmekte ayrica enfeksiyonlar ve boceklere
kars1 koruyucu olarak kullanmaktadirlar (35).

Propolis yapigkan, recineli, kendine has kokusu olan ve saridan koyu
kahverengiye kadar degisen renge sahip bir maddedir (36).

Yapilan ¢aligmalarda propolisin iceriginde 300 den fazla kimyasal bilesenin
oldugu tespit edilmistir (36). Bu bilesenler icerisinde en fazla flavonoidler olmakla
birlikte, propolisaromatik asitler ve esterler, aldehitler, ketonlar, yag asitleri ve
esterleri, terpenler, polisakkaritler, hidro karbonlar, steroidler, alkoller ve birgok
farkl bilesik bulunmaktadir (37).

Propolis 12 g¢esit flavonoid igermektedir. Bunlar; pinosembrin, acacetin,
chrysin, rutin, naringenin, catechin, galangin, luteolin, kaempherol, apigenin,
myricetin ve quarcetindir (4).

Yapilan bircok ¢alismada propolisin antimikrobiyal, antiinflamatuar,
antitimor, antioksidan, antihepatotoksik, immunostimiilan ve lokalanestezik
etkilerinin oldugu tespit edilmistir (4,36). Propolisin, kondrosit kiiltiirlerinde yapilan
calismada matriks metalloproteinazlarini inhibe ettigi ve bu sayede kikirdak
koruyucu etkisinin oldugu ayrica tavsanlarda yapilan ¢aligmalarda kirik iyilesmesi

tizerinde olumlu yonde etkilerinin oldugu goriilmistiir (5, 10).
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3. GEREC VE METOD

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi Cerrahi Arastirma ve
Uygulama merkezinde yapilmistir. Calismada Spraque Dawley cinsi 20 haftalik 28
adet disi rat kullamilmistir. Calismada kullanilan ratlar ortalama 275 gr (250-300)
agirh@indayd:. Ratlarm tiimii Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Arastirma ve
Uygulama Merkezinden temin edilmistir.

28 adet rat her biri tek tek olacak sekilde ayr1 ayr1 kafeslere yerlestirildi.
Ratlarin yerlestirildigi kafeslerin tamami ayni ebatlara sahipti. Oda sicakliklar1 20-24
C, aydinlik-karanlik dongiileri 14-10 saat olacak sekilde ayarlandi. Her kafeste su ve
rat yemi olacak sekilde giinliik bakimlari saglandi ve takibe alindi.

Bir haftalik takibin ardindan 28 adet rat artrotomi, menisektomi, propolis 100

(P100), propolis 200 (P200) olacak sekilde rastgele 7 serli 4 gruba ayrildu.

3.1. Anestezi

Cerrahi uygulamadan 6nce ratlarin tiimii 4 saat siireyle a¢ birakildi. Ratlara
cerrahi uygulama i¢in uygulanan kisa siireli sedasyon ve analjezi de intraperitoneal
olarak 10mg/kg xylazin hidrokloriir (Rompun: Bayer, Leverkusen, Almanya) ve
50mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar; Phizer, Istanbul, Tiirkiye) kullanilmistir.
Lizum halinde anestezi siliresini uzatmak amaciyla ketamin hidrokloriir
intraperitoneal olarak uygulanmistir. Anesteziden emin olduktan sonra cerrahi isleme

gecilmistir.

3.2. Cerrahi Uygulama

Agrili uyaranla anestezi kontrolii yapildiktan sonra ratlar sirt tistii yatirilarak

cerrahi uygulanacak olan sag dizleri tiras edildi (Resim 1).
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Resim 1. Sag diz tiras edildi

Tiras sonrasinda cerrahi yapilacak bdlgeye merkezden perifere dogru olacak
sekilde %10 luk povidon iyotla boyama yapildi ve steril olarak ortme islemi

uygulandi (Resim 2).

Resim 2. Sag diz povidon iyotla boyandi
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Daha sonra medial parapatellar kesi uygulanarak cilt, cilt alt1 doku gecildi.
Patellar tendon ve eklem kapsiiliine ulasildi. Eklem kapsiilii gecilerek ekleme ulasildi

(Resim 3, 4).

Resim 3. Sag dize medial parapatellar kesi uygulandi

Resim 4. Eklem kapsiilii gegilerek ekleme ulasildi
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Buraya kadar ki cerrahi iglemler biitiin gruplara uygulandi. Artrotomi yani
sham grubundaki ratlara bu iglemlerin ardindan farkli bir islem uygulanmadi ve 6nce
eklem kapsiilii ardindan cilt- cilt alt1 doku 4.0 rapid vikril kullanilarak kapatildi ve
takibe alindu.

P100, P200 ve Menisektomi gruplarinda ise eklem kapsiiliiniin agilmasinin
ardindan cerrahi isleme devam edildi.

Eklemin daha iyi goriilebilmesi ve cerrahinin kolaylastirilmasi amaciyla
patella laterale kaydirildi. Ardindan medial eklem araliginin agilmasi ve medial
menisektominin daha rahat yapilabilmesi amaciyla medial kollateral bag kesildi.

(Resim 5) (Resim 6)

Resim 5. Patellanin laterale kaydirildi ve MCL goriildi
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Resim 6. Medial kollateral bag kesildi

Daha sonra medial meniskiise kikirdak dokuya hasar vermeyecek sekilde

tibial yapisma yerlerinden ayrilarak ¢ikartildi (Resim 7, 8).

Resim 7. Medial meniskiise menisektomi uygulandi
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Resim 8. Menisektomi sonrast medial eklem araligi

Patella rediikte edilerek eklem kapsiilii 4.0vikril kullanilarak kapatildi. Cilt —
cilt alt1 doku ayni sekilde 4.0 rapid vikrille dikildi. Yara yerleri % 10 luk povidon

iyotla pansuman edildi ve cerrahi islem sonlandirildi (Resim 9, 10).

Resim 9. Eklem kapsiilii kapatildi
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Resim 10. Cilt kapatildi pansuman yapild

3.3. Propolis Hazirlamsi

Tirkiye'nin c¢esjtli yorelerinden toplanan propolis Ornekleri toz haline
getirilip karisfirildi. Bu propolis 6rneginden 100 g tartilarak 1000 mL saf su ile
¢oziildii ve siirekli ¢alkalanarak en az 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
calkalayici inkiibatorden cikarilan ekstrakt, siizge¢ kagidindan siiziildii ve ardindan
0,22um’lik steril filtrelerden gegirilerek kullanim hazir hale getirildi. Bu sgkilde
hazirlanan 100 mg/mL’lik konsantrasyondaki stok propolis ekstraktindan seyreltme

yoluyla istenilen konsantrasyonlarda ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi.
3.4. Cerrahi Sonras:1 Takip ve Tedavi
Ameliyat sonras1 donemde ratlarin tiimii tek tek olacak sekilde ayr1 ayr1 aym

ebatlara sahip olan kafeslere yerlestirildi. Mevcut gruplarin higbirinde ameliyat

sonrast donemde antibiyotik tedavisi uygulanmadi. Ratlarin kafes igerisinde serbest
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sekilde mobilizasyonuna miisaade edildi. Ratlarin giinlik gida ve su ihtiyact
karsilanarak 3 giinde bir kafes temizligi ve tartt islemi uygulandi.

Cerrahi girisimden 1 giin sonra P100 grubundaki ratlara 100 mg/kg giin
olacak sekilde ve P200 grubundaki ratlara ise 200 mg/kg giin olacak sekilde her giin
oral yoldan gavaj yardimiyla propolis verilmeye baslandi. Oral propolis tedavisi 5

hafta siireyle her giin uygulandi.

3.5. Histolojik Degerlendirme

5. hafta sonunda biitiin ratlar servikal dislokasyon yoluyla 6ldiiriildii. Ratlarin
sag diz eklemleri femurdan distalinden 1 cm, tibiada proksimalden 1 cm birakilacak
sekilde alindi. Kas doku ve yumusak dokulardan ayrilarak % 10 luk formole
koyuldu. % 10 lIuk formolde bekletilerek dokularin fiksasyonu saglandi. Ardindan %
10 luk formik asitte bekletilerek dekalsifikasyon islemi uygulandi. Dekalsifikasyon
islemi tamamlandiktan sonra orneklere etanolle dehidratsyon ve xylolle temizlik
islemi uygulandi. Daha sonra tiim dizler sagittal planda tam ortadan kesildi. Sagittal
planda kesilen 6rneklerin medial kisimlar1 alindi ve dizlerin mediali istte kalacak
sekilde parafin bloklara gomiildii. Histolojik degerlendirmenin yapilmasi planlanan
medialtibial eklem yiiziine ulagmak amaciyla mikrotomla 5 mikrometrelik seri
kesitler alind1. Tibia medial ekleminin yiik tasiyan bolgesinden 6rnekler alindi. Daha
sonra alman kesitler Safranin O — FastGreen X100 boyastyla boyanarak KTU Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji boliimiinde Olympus BX51 151k mikroskobuyla

Mankin siniflamasina gore degerlendirildi. (Tablo 1)
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Tablo 1. Mankin skorlama sistemi ( 38)

Kategori Puan

I. Yap1

Normal

Yiizey diizensizligi

Yiizey diizensizligi ve pannus

Transizyonel tabakaya uzanan yariklar

Derin tabakaya uzanan yariklar

Kalsifiye tabakaya uzanan yariklar

OOl bW |IN|FL,|O

Tamamen dezorganizasyon

Il. Hiicreler

Normal

Yogun hiperseliilarite

Klonlama

W | N| | O

Hiposeliilarite

I11. Safranin O ile boyanma

Normal

Hafif azalma

Orta derecede azalma

fleri derecede azalma

AW |IN|PFL,]|O

Boyanma yok

IV. Tidemark biitiinliigii

Saglam 0

Damarlar tarafindan gecilmis 1

Toplam 0-14

3.6. Istatistiksel Degerlendirme
Mankin Skorlama Sistemine gore yapilan histolojik degerlendirme sonrasi

elde edilen sonuclar Bonferonni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanilarak

istatistiksel olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Ratlarda cerrahi sonrasi 1 giinliik donemde sag alt ekstremitelerinde
topallama goriildii. Daha sonraki donemde bu topallama hareketi goriilmedi. Ratlar
sag alt ekstremitelerini normal bir sekilde kullanmaya devam ettiler. Ratlarda,
kullanilan anesteziye bagli komplikasyon goriilmedi, hicbir rat 6lmedi. Cerrahi
sonrast, ratlarda operasyon bdlgesinde enfeksiyon belirtisi goriilmedi.

Ratlarin daha sonra sag diz eklemleri alindiginda higbir diz ekleminde

konraktiir ve patella dislokasyonu gézlemlenmedi.

4.2. Histolojik Bulgular

Ratlarin sag dizlerinin tibial eklem yiizleri; hasarin kikirdak tabakasini
etkileme derecesi, kondrositlerin durumu, matriksin Safranin-O ile boyanma miktari
ve tidemarkin yapisi1 géz oniine alinarak mikroskobik olarak incelendi.

Kontrol grubu incelendiginde; kikirdak yapisinin genel olarak diizgiin oldugu
goriildii. Kikirdak icindeki farkli tabakalardaki hiicreler incelendiginde sekilleri
sayllart ve morfolojileri acisindan normal oldugu gozlendi. Safranin O ile
boyanmanin normal oldugu gézlemlendi. Ayrica biitiin eklemlerde herhangi bir doku
kayb1 yoktu.

Menisektomili grupta; kikirdak yapisi incelendiginde 5 ratta orta tabakaya
dogru yariklar olustugu gozlemlendi. 2 ratta ise kalsifiye tabakaya dogru yariklar
izlendi. Hiicrelerin yapilarina bakildiginda ise 5 ratta hiposeliilarite, 2 ratta
hiicrelerde klonlanma go6zlemlendi. Kikirdak doku matriksinde 6 eklemde orta
derecede diisiik olarak Safranin O ile boyandig1 goriildii. Yapisal olarak 3 eklemde

tidemarkin gecilmedigi, 4 eklemde ise tidemarkin gecildigi goriildii.
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Tablo 2. Gruplarin mankin skorlari

Grup — Rat Yapi Hiicreler Safranin O ile Boyanma Tidemark Biitiinligii

Artl 0 0 1

Art 2

Art 3

Art 4

Art5

Art 6

Art7

Men 1

Men 2

Men 3

Men 4

Men 5

Men 6

Men 7

P100 1

P100 2

P100 3

P100 4

P100 5

P100 6

P100 7

P200 1

P200 2

P200 3

P200 4

P200 5

P200 6

RPINFPINNPWOIRPRINPRPIP|IPIRPIPIOOIWW|O|WWwW|O|O|O|OC|O|O

NINIWININIOIFRPINIFPIRPINDNIPININOWWLWWWININMNWO|O|O|O|O|O
NIERP[RPINININIEPININININIPIRPININDNWININDNININNO([O|R|O|R,|O
o|lo|o|rR,|FP|IP|IP|IPIO|IC(P|PO|CO|O|RP|O|(FR|FP|IP|IOjO|O|lO|O|OC|O|O

P200 7

Tablo 3. Gruplarin toplam Mankin skorlari

Ratlar Kontrol (art) | Menisektomi | P100 | P200
1 1 8 5 6
2 0 8 4 4
3 1 10 4 7
4 0 9 6 7
5 1 4 4
6 0 12 5 5
7 0 8 6 5
Toplam 3 63 34 38
Ortalama 0,42 9 4,85 5.42
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Propolis 100 grubu incelendiginde; yap1 olarak 6 eklemde yiizeyel
diizensizlikler oldugu 1 eklemin ise normal oldugu goriildii. Hiicre yapisi
incelendiginde, 4 eklemde klonlanma, 3 eklemde ise hiperseliilarite oldugu goriildii.
Kikirdak doku matriksinde ise 4 eklemde orta derecede diisiik olarak Safranin O ile
boyandig1 goriildii 3 eklemde ise hafif derecede diisiik olarak Safranin O ile
boyandig goriildi. 3 eklemde tidemark biiitiinliigiiniin saglam oldugu 4 eklemde
damarlanmanin tidemarki gectigi goriildii.

Propolis 200 grubunda ise yapi olarak 3 eklemde yiizeyel diizensizlikler
oldugu 3 eklemde ise normal oldugu, 1 eklemde orta tabakaya dogru yariklanmalar
oldugu goriildii. Hiicre yapisi incelendiginde 1 eklem yiiziiniin normal oldugu, 4
eklemde klonlanma, 1 eklemde ise hiperseliilarite oldugu, 1 eklemin ise hiposeliiler
oldugu goriildii. Kikirdak doku matriksinde ise 4 eklemde orta derecede diisiik olarak
Safranin O ile boyandig1 goriildi 3 eklemde ise hafif derecede diisiik olarak Safranin
O ile boyandig1 goriildi. 3 eklemde tidemark biitiinliigiiniin saglam oldugu 4

eklemde damarlanmanin tidemarki gectigi goriildii.

Tablo 4. Gruplarmm Mankin skorlarina gére minimum ve maksimum degerleri

Yap1 Hiicreler Safranin O Tidemark Toplam Puan

N | Min| Max | N | Min | Max | N | Min | Max | N | Min | Max | N | Min | Max
Kontrol 7 7 710 1 |7 - 710 1
Menisektomi | 7 | 3 5 71 2 3 7] 2 3 71 0 1 7 8 12
Propolis 100 | 7 | 1 3 711 2 711 2 71 0 1 7 4 6
Propolis200 | 7 | 1 3 71 0 3 711 2 71 0 1 7 4 7
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Tablo 5: Gruplarin Mankin skorlarina gore P degerleri

Kontrol Menisektomi Propolis 100 | Propolis 200
Yapt1 Kontrol - 0,001 0,001 0,001
Menisektomi 0,001 0,003 0,003
Propolis 100 0,001 0,003 0,389
Propolis 200 0,001 0,003 0,389
Hiicreler Kontrol - 0,001 0,001 0,003
Menisektomi 0,001 0,006 0,026
Propolis 100 0,006 0,006 0,822
Propolis 200 0,026 0,026 0,822
Safranin O Kontrol 0,001 0,004 0,006
Menisektomi 0,001 0,091 0,044
Propolis 100 0,091 0,091 0,591
Propolis 200 0,044 0,044 0,591
Tidemark Kontrol 0,023 0,141 0,23
Menisektomi 0,001 0,298 1
Propolis 100 0,141 0,298 0,298
Propolis 200 0,23 1 0,298
Toplam Kontrol 0,001 0,001 0,001
Puan Menisektomi 0,001 0,001 0,001
Propolis 100 0,001 0,001 0,506
Propolis 200 0,001 0,001 0,506

Kontrol grubunun menisektomi grubuyla yapilan istatistiki
karsilastirmasinda; yap1 (p<0,001), hiicreler (p<0,001), safranin O ile boyanma
(p<0,001), Tidemark biitiinligii (p=0,023) ve toplam puan (p<0,001) parametreleri
incelendiginde hepsinde anlamli sonu¢ bulunmustur.

Kontrol grubunun propolis 100 grubuyla yapilan istatistiki karsilagtirmasinda;
yap1 (p<0,001), hiicreler (p<0,001), safranin O ile boyanma (p=0,004), Tidemark
bitiinliigic (p=0,141) ve toplam puan (p<0,001) parametreleri incelendiginde
tidemark biitiinliigii hari¢ hepsinde anlamli sonu¢ bulunmustur.

Kontrol grubunun propolis 200 grubuyla yapilan istatistiki karsilagtirmasinda;
yapt (p<0,001), hiicreler (p=0,003), safranin O ile boyanma (p=0,006), Tidemark
biitiinligii (p=0,23) ve toplam puan (p<0,001) parametreleri incelendiginde hepsinde

anlamli sonu¢ bulunmustur.

28



Menisektomi  grubunun propolis 100 grubuyla yapilan istatistiki
karsilastirmasinda; yap1 (p=0,003), hiicreler (p=0,006), safranin O ile boyanma
(p=0,091), Tidemark biitiinligii (p=0,298) ve toplam puan (p<0,001) parametreleri
incelendiginde, safranin O ile boyanma ve tidemark biitiinliigii agisindan anlamsiz
sonu¢ bulunmustur. Diger parametreler anlamli olarak degerlendirilmistir.

Menisektomi  grubunun propolis 200 grubuyla yapilan istatistiki
karsilastirmasinda; yap1 (p=0,003), hiicreler (p=0,026), safranin O ile boyanma
(p=0,044), Tidemark biitiinliigli (p=1) ve toplam puan (p<0,001) parametreleri
incelendiginde, tidemark biitiinliigii agisindan anlamsiz sonu¢ bulunmustur. Diger
parametreler anlamli olarak degerlendirilmistir.

P100 grubunun, P200 grubuyla yapilan istatistiki karsilastirmasinda; yap:
(p=0,389), hiicreler (p=0,822), safranin O ile boyanma (p=0,591), Tidemark
bitiinligl (p=0,298) ve toplam puan (p=0,506) parametreleri incelendiginde, biitiin

gruplarda anlamli sonug elde edilememistir.

Resim 11. Artrotomi grubu. Tidemarkin korundugu, yapmin normal oldugu
goriilmekte (Safranin O -FastGreen X100)
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Resim 12. Artrotomi grubu.Hiicrelerin ve boyanmanin normal yapida

oldugu goriilmekte (Safranin O -FastGreen X200).

Resim 13. Artrotomi grubu. Eklem yiizeyinin diizgiin goriiniimde oldugu,
hiicrelerin normal yapida olduklart goriilmekte (Safranin O -

FastGreen X400)
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Resim 14. Menisektomi grubu.Orta tabakaya kadar uzanan yariklar ve

yiizeyel diizensizlikler (—) ve orta derecede azalmis boyanma

goriilmekte(Safranin O-FastGreen X40)

Resim 15. Menisektomi grubu. Hasarli bélgede boyanmada ileri derecede
azalma oldugu, yiizeyel tabakada hiicre kayb1 ve baz1 bolgelerde

hiicrelerde gruplasmalar(*) oldugu goriilmekte (Safranin O -
FastGreen X200).

31



Resim 16. Propolis 100 grubu. Yiizeyel tabakada hiicre kaybi ve safranin O
ile boyanmada orta derecede azalma goriilmekte (Safranin O -

FastGreen X200).

Resim 17. Propolis 100 grubu. Orta tabakaya uzanan yarik (—)
hiicrelerde kiimelenmeler (*) goriilmekte (Safranin O -
FastGreen X100)
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Resim 18. Propolis200 grubu. Yiizeyde hafif diizensizlikler (—) ve
yaygin hiperselliilarite goriilmekte (Safranin O -FastGreen
X100).

Resim 19. Propolis 200 grubu. Yiizeyde hafif diizensizlikler ve safranin
O boyanmada hafif azalma goriilmekte (Safranin O -

FastGreen X200).
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5. TARTISMA

Dejeneratif eklem hastalig1 olarak bilinen osteoartrit, 25 yas {istii insanlarin %
15'ini 65 yas istil insanlarin %50 sini etkileyen ciddi bir medikal problemdir (39).
Yaslanma, mekanik etkenler, genetik ve obezitenin rol aldigi karmagsik
multifaktoriyel bir hastaliktir. Sinovyal membran aktivasyonu ve kalinlagmasi,
osteofit olusumu ve eklem kikirdaginda ilerleyici hasar olusumu osteoartritin
bulgularini olusturmaktadir (40, 41, 42).

Histopatolojik olarak kondrosit sayisinda azalma, ekstraseliller matrikste
proteoglikan yapisinda bozulma, kollajenin ag yapisinda bozulma sonrasi eklem
yiizeyinde fibrilasyonlar, fissiirler, {lserasyonlarla ve tidemarkta damarlanma
artisiyla karakterize anabolik ve katabolik dengenin katabolik yonde bozuldugu bir
eklem hastaligidir (13, 43).

Giliniimiizde osteoartrit i¢in bircok konservatif ve cerrahi tedavi metotlari
uygulanmaktadir. Yasam tarzimin diizenlenmesi, fizik tedavi, bilyiik kismin1 NSAI
ilaglarin olusturdugu ilac¢ tedavisi ve eklem i¢i enjeksiyonlar konservatif tedaviyi
olusturmaktadir. Erken evre osteoartrit tedavisi genellikle semptomlar1 hafifletmeye
yoneliktir fakat ileri evre eklem hasar1 olustugu zaman agriy1 azaltmak ve fonksiyonu
artirmak i¢in cerrahiye bagvurulmaktadir (44).

Ilerleyici kikirdak hasarin1 azaltmak igin bugiine kadar birgok calisma
yapilmistir. Yapilan calismalarin ¢ogunda cerrahi yontemlerle veya dogal yollarla
osteoartrit olusturulan deney hayvanlar1 kullanilmistir (2).

Calismamizda ratlarin tercih edilmesinin nedeni, ratlarda da insandaki gibi
tibial eklem yiiziiniin medial kisminin daha fazla yiilke maruz kalmasi ve medial
eklem yiiziinde daha fazla dejenerasyon goriilmesidir. Ayni zamanda medial
menisektomi ve medial kollateral bagin kesilmesi sonrasinda yapisal olarak
insandakine benzer bir dejenerasyonun goriilmesidir (2, 40).

Ratlarda olusan bu dejenerasyon insanda olusan dejenerasyona oranla c¢ok
daha hizli olugsmaktadir. Bunun temel nedeni de ratlarin insanlar ve diger hayvanlar

gibi olmay1p cerrahi sonrasi hemen eklemlerini kullanip yiik vermeye baslamasidir
(2, 40).
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Yaptigimiz deneysel c¢alismada medial kollateral bag kesilmesi ve
menisektomi sonrasinda ratlarin hareket etmelerine izin verilmis ve 3. giin oral
yoldan tedaviye baglanmistir. Ciinkii Janusz ve arkadaslarimin yaptigi bir
caligmalarda menisektomi ve medial kollateral bag kesilmesi sonrasi ratlarda 1.
haftadan itibaren eklem yiizeyinde diizensizliklerin basladigi, 2. ve 3. hafta osteofit
formasyonlarinin ve erken evre osteoartrit bulgularmin gelistigi, 3 — 6. hafta
araliginda ise hasarin ciddi anlamda ilerledigi ve ileri evre osteoartrit bulgulariin
olustugu gorilmistiir (2, 40).

Rat dizlerinde medial menisektomiyle osteoartit olusturulan bir ¢alismada 3.
haftada matriks ve kondrosit sayisinda azalma, kikirdagin orta ve derin tabakasina
kadar hasar goriilmiis ve orta diizeyde dejenerasyon oldugu belirtilmistir. Ayni
calismada 6. haftada matriks ve kondrosit kaybinin tidemarka kadar uzandigi
goriilmustiir (45). Wancket ve arkadaslarinin yaptigi bir diger ¢alismada medial
menisektomi yapilan ratlar birer hafta arayla histolojik olarak degerlendirilmis ve 3.
haftadan itibaren tiim gruplarda matriks ve hiicre sayisinda ciddi oranda azalma ve
kikirdak dokunun derin kalsifiye dokuya kadar etkilenmis oldugu belirtilmektedir
(46).

Calismamizda medial menisektomi ve medial kollateral bagi kesilip deney
sonuna kadar tedavi vermedigimiz grupta 5. haftanin sonunda yapilan histolojik
degerlendirmede eklem kikirdaginin yapisinda fibrilasyonlarin ve yariklarin oldugu
baz1 bolgelerde yariklarin derin ve kalsifiye tabakaya kadar uzandigi, hiicrelere
bakildiginda daha c¢ok hiposeliilaritenin hakim oldugu ve safranin O ile boyanmada
azalma oldugu goriilmiistiir.

Elde ettigimiz histolojik bulgular literatiirde medial menisektomi yoluyla
olusturulan osteoartrit modelleri ile hasar miktar1 yoniinden uyumluluk gostermistir
(45, 46).

Osteoartritin patofizyolojisine bakildiginda patogenezde IL 1, 6, 8, 17, 18 ve
TNF alfa gibi bircok proinflamatuar sitokin etkilidir. Bu sitokinlerin katabolik
etkileri mevcut olup osteoartrit olusumuna neden olan biyokimyasal siireci
baslatmaktadirlar (32).

Literatiire bakildiginda propolisle ilgili bir¢ok calisma yapilmis ve propolisin

icericinde 300 den fazla kimyasal bilesenin oldugu, propolisin antimikrobiyal,
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antiinflamatuar, antitumor, antioksidan, antihepatotoksik, immunostimulan ve
lokalanestezik etkilerinin oldugu tespit edilmistir (4,36).

Michalvart ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada propolisin icerdigi kafeik
asit fenetil ester (CAPE) adli kimyasal bilesigin hiicre membranindan aragidonik asit
serbestlesmesini azalttigl, COX-1 ve COX 2 enzim aktivitelerini baskiladigi ve COX
2 gen ekspresyonunun aktivasyonunu inhibe ederek antiinflamatuar etki gosterdigi
belirtilmektedir (47).

Borrelli ve arkadaslarinin yaptig1 bir baska c¢alismada ratlar lizerinde CAPE
iceren ve icermeyen propolis verilen iki grup karsilastirilmis ve inflamatuar etki
degerlendirilmis. Calisma sonucunda CAPE ihtiva eden propolis grubunda
antiinflamatuar etki goriilmiis diger grupta ise kontrol grubuyla ayni degerlerde
sonuclar elde edilmis. Bu calismaya gore propolisin antiinflamatuar etkisini CAPE
bilesigi iizerinden gosterdigi kanatine varilmistir. Calismada biyokimyasal 6l¢iim
yapilmamis fakat propolisin antiinflamatuar etkinliginin IL-1, IFN gama, TNF alfa
ve NO diizeylerini etkilemesine bagli oldugu diistiniilmistiir (7).

Park ve arkadaslar1 ratlarin ayaklarinda adjuvan ilagla olusturduklar
inflamatuar reaksiyona propolisin etkisini arastirmis ve 4 haftalik donemde ¢ap
dlciimiiyle takip edilmis ve Artritik indeksleri belirlenmis. Oral yolla propolis verilen
grupta akut ve kronik donemde antiinflamatuar etki goriilmiistiir. Propolisin adjuvan
artritte olugsan olumlu etkisinin antiinflamatuar ve immunsupresif etkilerine bagh
oldugu ve inflamasyon tizerindeki inhibitor etkinin prostoglandin sentezini inhibe
etmesine bagl oldugu diistintilmiistiir (48).

Bir diger calismada yine adjuvan ilagla olusturulan artrit sonrasinda oral
yoldan ratlara propolis verilmis ve antiinflamatuar etki goriilmiis. Ratlarda
inflamasyonda etkili olan PGE 2, nitrik oksit ve IL-6 diizeylerinin azaldigi
gozlemlenmistir (37).

Literatiirde osteoartrit olusumuyla ilgili calismalar incelendiginde Buckwalter
ve arkadaglarimin yaptigi bir ¢alismada kikirdak dokuda mekanik ve kimyasal
degisiklikler bagli olarak kondrositlerden nitrik oksit salinimi arttig1 ve artan nitrik
oksitin IL-1 tretimini artirdigi goriilmistiir (31). Ma ve arkadaslarinin yaptigi diger
bir ¢aligmada IL-1 ve TNF alfa osteoartrit patogenezini en c¢ok etkileyen iki sitokin
oldugu belirtilmektedir (34). Bu iki sitokin hem kendilerinin hem de diger
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inflamasyona neden olan sitokinlerin sentez ve salinimini artirmakta ve kikirdak
hasarina neden olmaktadir (31,34).

Inflamatuar sitokinlerin kikirdak harabiyeti {izerinde etkileriyle ilgili yapilan
bir ¢alismada strese bagli olarak kondrositlerin aktivasyonu sonucu inflamasyona
neden olan genlerin aktive oldugu, nitrik oksit sentaz 2, siklooksijenaz 2, katabolik
enzimler olan matriks metalloproteinaz 1, 3, 13 {in arttig1 belirtilmistir (49).

Calismamizda histolojik degerlendirme sonrasi propolis 100 ve propolis 200
gruplarinin Mankin kikirdak skorlar1 menisektomi grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik ¢ikmistir. Litaratiir 1s181inda kikirdak doku iizerinde olusan
bu olumlu etkinin propolisin igerdigi bilesiklerin kikirdak dokunun inflamasyonunda
ve patogenezinde temel rol oynayan IL 1, TNF alfa, Nitrik oksit ve prostoglandinler
tizerindeki inhibitdr etkisinin rol aldigr diisiiniilmektedir. Bu sitokinlerin ve
inflamatuar bilesiklerin diizeylerindeki azalmaya bagli olarak kikirdak doku
harabiyetinin azaldigi diisiiniilmektedir.

Son yillarda yapilan c¢alismalarda matriks metalloproteinazlarinin matriks
yikiminda ve dejenerasyon gelisiminde ¢ok dnemli rol iistlendikleri ortaya ¢ikmaistir.
TNF alfanin, IL 1, IL 6 gibi proinflamatuar sitokinlerin MMP larin ekspersyonunu
arttirdig1 belirtilmektedir ( 50,51 ).

Ma ve arkadaglarinin rat dizlerinde deneysel osteoartrit olusturarak yaptiklari
bir calismada TNF alfa blokorii adalimumabin kikirdak dokuda MMP-13 iin
ekspresyonunu azaltarak matriks yikimini azalttigi ve kondroprotektif etkisinin
oldugunu belirtmistirler (34). Ratlarda menisektomi yaparak olusturulan deneysel
osteoartrit modelinde ratlara oral yoldan uygulanan MMP inhibitorlerinin kikirdak
hasarin1 ve osteofit formasyonunu azalttig1 belirtilmistir (40).

Zhang ve arkadaslarinin kalga protezi uygulanan hastalarin femur baglarindan
aldiklar1 o6rneklerden kondrosit izole ederek olusturduklart hiicre kiiltiiriinde
yaptiklar1 ¢alismada propolisin i¢erdigi pinocembrin adli flavonoidin MMP-1, MMP-
3 ve MMP-13 {in ekspresyonunu azalttig1 goriilmiistiir. Bu etkiyi de TNF alfay1 bloke
ederek MMP larin aktivasyonuna neden olan ve MMP larin transkripsiyonel faktorii
niikleer faktor k beta ya etki ederek gosterdigini belirtmislerdir (10).

Calismamizda MMP ve TNF alfa diizeyleri bakilamamis fakat oral yoldan

verilen propolisin kikirdak doku iizerindeki koruyucu etkisi histoljik olarak
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degerlendirilmis ve propolis verilen gruplarda propolisin dejenerasyon gelisimini
anlamli 6l¢iide azalttigr goriilmiistiir. Bahsettigimiz literatiir ¢alismalaria bagh
olarak  propolisin  matriksin ~ yitkiminda  baslica  etkisi olan  matriks
metalloproteinazlarinin kondrositlerde sentezini azaltarak kikirdak koruyucu etki
gosterdigi kanatine varilmistir.

Propolisin igerdigi CAPE (kafeik asit fenil ester) bilesiginin ksantin oksidazi
ve lipid peroksidasyonunu inhibe ederek serbest osijen radikalleri olusumunu
engelledigi ve bu sayede antioksidan aktivite gosterdigi ortaya konmustur (52).
Kolankaya ve arkadaglarinin ratlarda alkolle olusturduklar1 karaciger hasarinda
propolisin icerdigi flavonoidlerin serbest radikalleri temizleyerek antioksidan etki
gosterdigini belirtmislerdir (53). Yapilan bir¢cok caligmada propolisin NADPH
oksidaz, hidrojen peroksit ve Glutatyon {lizerinden serbest radikal olusumunu
engelleyerek antioksidan etki gosterdigi kanitlanmistir (54, 55, 56, 57).

Takada ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada Hem Oksijenaz 1 in
transkripsiyonunun baskilanmasi saglanmis ve bunun cerrahi olarak olusturulan
osteoartrit lizerine etkisi degerlendirilmis. HO I in baskilandig1 grupta agir osteoartrit
olusumu goriilmistiir. Bu c¢alismanin sonucunda oksidatif stresin artmasi sonucu
kikirdak dokuda hasar gelistigi goriilmiis. HO I in olusturdugu antioksidan etki
sonucu matriksi yikan enzimlerin etkisinin azaltildigir ve kikirdak koruyucu etkinin
olustugu goriilmiistiir (58).

Karaman ve arkadaglarinin yaptig1 bir basaka c¢aligmada hyaluronik asitin
antioksidan o6zelliginin osteoartit iizerine olan etkisi degerlendirilmis. Calisma
sonucunda HA tedavisinin lipid peroksidasyonunu azalttigi, antioksidan etki
gosterdigi infalamasyonu azaltarak osteoartrit iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir
(59).

Calismamizin sonucunda gordiiglimiiz propolisin kikirdak koruyucu yondeki
etkinliginin bir diger nedeninin de lipit peroksidasyonu inhibisyonu, ksantin oksidaz,
NADPH oksidaz, hidrojen peroksit ve Glutatyon iizerinden serbest radikal
olusumunu engellemesi ve buna bagli olarak propolisin hiicre ve matriks harabiyetini
azaltic1 etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

Literatiirde propolisle ilgili yapilan diger calismalara bakildiginda Bereket ve

arkadaglar1 tavsan mandibulasinda propolisin distraksiyon osteogenezine etkisini
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arastirmig ve pozitif etkilerinin oldugu goriilmiistiir yine ayni ¢alismada tavsanlara
farkli dozlarda propolis verilmis ve 200 mg/kg dozunda propolis verilen grupta 100
mg/kg propolis verilen gruba gore istatistiksel olarak distraksiyon osteogenezinde
pozitif yonde anlamli derecede etki oldugu goriilmiistiir( 5).Calismamizda farkl
dozlarda propolis uygulanan P100 ve P200 gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda Mankin skoru olarak rakamsal diizeyde farklilik oldugu fakat
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olamadigi goriildii. Buna bagli olarak
100mg/kg/giin ve 200 mg/kg/giin olarak uygulanan propolisin kikirdak iizerindeki
etkisinin degismedigi gorilmiistiir.

Ugan ve arkadaslarinin yaptig1 calismada propolisin kirik iyilesmesi lizerine
etkisi degerlendirilmis ve propolis icerigi olan CAPE nin kirik iyilesmesi iizerine
faydali etkilerinin oldugu goriilmiistiir (60).

Ratlarda septik artrit olusturarak yapilan bir deneysel ¢alismada propolisin
ozellikle gram pozitif bakteriler lizerinde antibakteriyel etkisin oldugu gorilmistiir
(61).

Yiice ve arkadaglarinin rat siyatik sinirlerinde crush yaralanma olusturarak
yaptiklar1 ¢calismada propolisinin sinir iyilesmesi lizerine pozitif yonde etkisin oldugu
gorilmistir (62).

Calismamizda gruplar 5 haftalik takip sonucunda Mankin skorlama sistemine
gore histolojik olarak degerlendirildi. Mankin skorlarina gore oral propolis verilen
her iki grubun skorlart menisektomi grubunun skorlarmna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik ¢ikmustir.

P100 ve P200 gruplarinin karsilastirmasinda ise skorlar rakamsal olarak farkl
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlam ifade etmemektedir.

Yukarida bahsettigimiz literatiirdeki caligmalar 1518inda  inflamasyon,
oksidatif stress ve matriks metalloproteinazlarinin etkisi gibi etkenlere bagli olarak
kikirdak doku harabiyeti sonucu dejeneratif osteoartrit olustugu kabul edilmektedir.

Calismamizda da elde ettigimiz, propolisin kikirdak dokusu iizerindeki
olumlu etkisinin MMP inhibisyonu, antiinflamatuar etkisi ve antioksidan etkisine
bagli oldugu diisiinlilmiistiir. Yaptigimiz deneysel ¢alisma sonucuna gore propolisin
osteoartrit olusumunu iizerinde yavaslatici etkisi oldugu kanaatine varilmstir. Ileriki

donemlerde yapilacak olan caligmalarin propolisin  bu olumlu etkilerin
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mekanizmalariin tam olarak aydinlatilmasi yoniinde planlanmasinin uygun olacagi
ve propolisin kondroprotektif ajanlara alternatif bir tedavi metodu olabilecegi

distinilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, propolisin ratlarda olusturulan deneysel osteoartrit gelisimi
tizerine olan etkisinin sonug¢larinin ortaya konmasi amacglanmaistir.

Sonug olarak;

1. Medial menisektomi ve medial kollateral bag kesilmesi sonucu ratlarda
ilerleyici kikirdak hasar1 olustugu histolojik olarak goriilmiistiir.

2. Oral propolis uygulanan P100 ve P200 gruplarinin Mankin skorlari
menisektomi grubunun skorlarmma goére hem rakamsal olarak diisiik oldugu ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir. Bu sonuglara gore propolisin
kikirdak hasarmin  gelisimini azaltti§i ve kondroprotektif etkisi oldugu
distiniilmistiir.

3. Farkli dozlarda propolis uygulanan P100 ve P200 gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda Mankin skoru olarak rakamsal diizeyde farklilik oldugu fakat
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olamadigi goriildii. Buna bagli olarak oral
propolisin 100 mg/kg/giin ve 200 mg/kg/giin dozlarinda kikirdak doku iizerinde ki
etkisinde fark olmadigi kanatine varilmistir.

4. Propolisin antiinflamatuar, antioksidan, metalloproteinaz inhibisyonu gibi
bircok olumlu etkisinin kikirdak doku i¢in koruyucu ozellik olusturdugu
diisiiniilmektedir. Ileriki donemlerde yapilacak olan calismalarin bu etkilerin
mekanizmalariin tam olarak aydinlatilmasi yoniinde planlanmasinin uygun olacag:
sonucuna varilmistir.

5. Propolisin insan kikirdak dokusu tizerindeki etkinliginin aragtirilmasi

yoniinde klinik ¢alismalarin planlanmasinin uygun olacagi diisiintilmiistiir.
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