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GIRiS VE AMAC

Osteoartrit; en sik goriilen eklem hastaligi olup, ilerleyici kikirdak hasari ile
seyreder. Glinlimiizde osteoartrit icin kesin bir tedavi yontemi bulunamamistir. Temel
patoloji olan ilerleyici kikirdak hasarini azaltmak i¢in ¢caligmalar devam etmektedir.

Caligmalarm biliylik c¢ogunlugu deneysel osteoartrit modeli olusturulmus
hayvanlar iizerinde yapilmistir. Cesitli deney hayvanlarinda degisik metodlar
uygulandiginda ne kadar siirede ve ne seviyede kikirdak hasari olustugu yapilan
calismalarla ortaya konmustur (1).

Tedavide, osteoartrit olusumunu Onleyecek, durduracak etkenler heniiz yeterli
seviyeye ulagsmamistir. Uygulamada temini kolay; tedavide etkin materyallere
gereksinim vardir.

Hiyaluronik asitin kikirdak iyilesmesi ve osteoartrit ilerleme hizi {izerine olan
olumlu etkileri bilinmekte olup, glinimiizde osteoartrit tedavisinde yaygin sekilde
kullanilmaktadir (2,3).

Insan amniyon sivismin igerigindeki hiyaluronik asit, HASA (Hiyaluronik asit
uyarici aktivator), kondroitinsiilfat, dermatan siilfat gibi mukopolisakkaritler ve FGF
(Fibroblast biiyiime faktorii), EGF (Epidermal biiyiime faktdrii), IGF-I (insiilin benzeri
biiyiime faktorii 1), IGF-2 (insiilin benzeri biiyiime faktdrii 2) gibi biiyiime faktdrleri
vasitasiyla yara, tendon, sinir ve kemik doku iyilesmesi lizerine olumlu etkileri oldugu
gosterilmistir (4,5,6,7,8). Bu nedenle; insan amniyon sivisinin osteoartritteki kikirdak
hasarmin 6nlenmesinde ve kikirdak iyilesmesinde hiyaluronik asite alternatif bir tedavi
secenegi olabilecegi diisiiniilerek deneysel caligma planland1.

Bu calismada; ratlar iizerinde olusturulan deneysel osteoartrit modelinde,
amniyon sivist ile yiikksek molekiil agirlikli hiyaluronik asitin osteoartrit ilerleme hizina

ve kikirdak iyilesmesine olan etkilerinin karsilastirilmasi amaglandi.



Caliymada oOnce konu ile yakin ilgisi olan kikirdak yapisi, osteoartrit
patofizyolojisi, hiyaluronik asit ve amniyon sivisina ait genel bilgilere kisaca deginildi.
Daha sonra lizerinde calisilan materyal ve uygulanan yontemler agiklandi, bulgular
siraland1 ve tartismadan sonra elde edilen sonuglar verildi. Metinde gecen tipla ilgili

kelimeler Tiirk¢e okundugu gibi, 6zel isimler ise oldugu gibi yazild1.



GENEL BIiLGIiLER

A) Eklem Kikirdag:

Eklem kikirdagi birkag milimetrelik kalinligmma ragmen olaganiistii mekanik
ozelliklere ve dayanikliliga sahiptir. Essiz yapist ve bilesimi ile eklemlere diisiik
strtiinmeli, yliksek kayganlikta, sok emici ve yillar boyunca tekrarlayan yiiklere
dayanikli bir yiizey sunar (9).

Goreceli olarak diisiik metabolik aktivitesine ve iizerindeki agir fiziksel etkilere
ragmen fonksiyonlarini insan dmrii boyunca siirdiirebilir (9).

Kikirdak Cesitleri:

Ara maddedeki kollajen liflerin 6zelliklerine gore 3 tip kikirdak dokusu vardir
(10).

1- Hiyalin kikirdak; en sik goriilen tiptir, matriksinde tip 2 kollajen fazladur.

2- Elastik kikirdak; matriksinde tip 2 kollajene ek olarak bol miktarda elastik
lif vardir. Daha esnek ve biikiilebilir 6zelliktedir.

3- Fibroz kikirdak; viicudun biiyiik zorlanmalar ile kars1 karsiya kaldig1 yerler
ile agirlik tagiyan bolgelerde bulunur. Ag seklinde oriilmiis tipl kollajen lifleri igerir.

Eklem kikirdagi g¢ogunlukla ozellesmis hiyalin kikirdak yapisindadir (9,11).
Mikroskobik olarak ana bileseni matrikstir. Bu madde eklem kikirdaginin yapisindaki
tek hiicre tipi olan kondrositleri cevreler. Matriksin yapisinda su, kollajen,
proteoglikanlar, glikoproteinler ve ¢esitli proteinler bulunur (9).

Kikirdak doku hacminin %95’ini matriks, %5’ini ise kondrositler olusturur (11).
Kondrositlerin asil gorevi; essiz yapidaki matriksin sentezinin, idamesinin ve yapimai ile
yikimi arasindaki dengenin saglanmasidir (11,12).

Eklem kikirdagi kan damarlarindan, lenfatiklerden ve sinir dokusundan
yoksundur (9,11,13). Bu nedenle kendisi i¢in gerekli olan besin maddelerini ve oksijeni

diflizyon ile sinoviyal sividan saglar (10).



Eklem kikirdag1 yap1 ve icerik olarak birbirinden farkli dort tabakadan olusur
(9,11,12). (Sekil 1) (12).

1- Yiizeyel tabaka

2- Orta (Gegis tabakasi) tabaka

3- Derin tabaka

4- Kalsifiye tabaka

Biitiin bu tabakalarda; kollajen liflerin sekli, boyutu, dizilimi, kondrositlerin

sekilleri, matriksin proteoglikan ve su icerikleri degisiklik gosterir (9). (Sekil 2) (14).

Kikirdak yiizeyi

Yiizeyel Tabaka

Orta tabaka

Derin Tabaka

Kalsifiye Tabaka

Subkondral Kemik

Tidemark  Kondrosit

Sekil 1: Eklem kikirdaginin farkl tabakalarindaki hiicre diizeni.



Sekil 2: Eklem kikirdaginin farkl tabakalarindaki kollajen liflerin yerlesimi.

1-Yiizeyel Tabaka

Bu tabaka hacim olarak en kiigiik kikirdak tabakasidir (11). En iist kisminda 3
mikron kalinliginda hiicre igermeyen lamina splendens adi verilen bir bolim vardir
(12). Bir ila ti¢ kondrosit tabakasindan olusur. Yiizeysel tabakada kollajen lifler yiizeye
paralel olarak uzanirlar, kondrositler yap1 olarak yassilagmistirlar ve yiizeye paralel
olarak dizilirler (9,15). Bu nedenle yiizeyel tabaka kompresyon kuvvetlerinden ¢ok,
horizontal makaslama kuvvetlerinin karsilanmasinda gorev alir (15).

Buradaki kondrositler en bilineni lubrisin olan bazi kayganlastirici proteinler
iiretip, eklem araligma salgilayarak, kikirdaktaki siirtiinmeyi ve asinmayi azaltirlar
(13,15).

Yiizeysel tabaka matriksi; proteoglikan orani en diisiik, su orani ise en yiiksek
matrikstir (9,12).



2-Orta Tabaka

Hacim olarak kikirdagin en biiyilik tabakasidir. Daha genis ve diizensiz sekilde
yerlesmis kollajen liflerin yaninda buradaki hiicreler yuvarlak yapidadir. Elektron
mikroskobik goriintiilerde bu bodlgelerdeki kondrositlerin daha biiylik endoplazmik
retikuluma, Golgi cismine ve mitrokondrilere sahip oldugu gdosterilmistir. Bu 6zellik
metabolik olarak daha aktif hiicre yapisi ile uyumludur (9,11). Bu tabakadaki hiicreler
baski altinda hacimlerini %40 oraninda azaltabilirken, kollajen lifler de kompresyon
kuvvetlerinin gelis yoniline gére uyum gosterebilirler. Bu yap1 ¢arpma kuvvetlerinin
hizlarinin azaltilmasinda ve ortaya ¢ikan enerjinin emilmesinde bir yastik gorevi
gorerek; kikirdagin dayanikliligina katki saglar (15).

3-Derin Tabaka

Bu bolgedeki kollajen lifleri diger tabakalardakine gdre daha genistir ve lifler
eklem ylizeyine dik sekilde yerlesmiglerdir. Proteoglikan yogunlugu en yiiksek, su
yogunlugu en az olan bolgedir. Hiicreler yuvarlak yapidadir, ylizeye dik sekilde ikiserli
ve dorderli kolonlar olusturacak sekilde yerlesmislerdir. Hiicrelerin olusturdugu bu
yapiya kondron ad1 verilir (9,11,12,15). Kondronlar ve kollajen lifler yiizeye dik olarak
yerlestiginden; bu tabakanin vertikal kompresyon kuvvetlerinin karsilanmasindaki
Onemi biiyiiktiir (15).

4-Kalsifiye Tabaka

Subkondral kemigin hemen iizerindeki tabakadir. Derin tabakadan tidemark
denilen su igerigi fazla bazofilik bir kisimla ayrilir. Bu sert bolge alttaki kemikten gelen
besleyici damarlarin gegisini engeller. Bu tabakada hiicreler daha kiigiiktlir ve sadece
birka¢ organel igerirler (9,12,15). Alttaki kemik doku ile biyomekanik baglantiy1
saglamak esas gorevidir (15).

Kondrositler:

Eklem kikirdagindaki tek hiicre tipidirler. Biitiin kondrositler kendi iirettikleri
matriks tarafindan c¢evrilmistirler (9). Hiicreler matriks icinde kendilerine ait
bosluklarda bulunurlar. Hiicre ve yerlestigi bu bosluga lakiina adi verilir. Hiicreleri
ceviren matriks ana matriksten tip 4 kollajenden olusan bir ag ile keskin bir sekilde

ayrilir (15).



Kondrositler mezengimal hiicre kokenlidirler. Temel gorevleri matriksin sentezini,
sekillenmesini ve yapim yikim dengesini ayarlamaktir (12). Iskelet biiyiimesi
tamamlandiktan sonra nadiren boliiniirler, metabolik olarak aktiftirler ve g¢evresel
uyarilara, biiyiime faktdrlerine, interlokinlere, degisik farmakolojik maddelere yanit
verebilirler. Mekanik yiiklere, hidrostatik ve osmotik basing degisikliklerine karsi
duyarlidirlar (9).

Kikirdak dokusunun damarlanmasi1 olmadigindan, hiicreler gerekli besin
maddelerini difiizyon ile saglarlar. Matriks icinde bulunmalari ve hiicre-hiicre
temasinin ¢ok az olmasi difiizyon i¢in elverisli bir ortam sunar (9).

Kondrositlerin enerji kaynagmin tespiti ile ilgili caligmalarda; bu hiicrelerin
uygun sartlar altinda aerobik ve heksoz monofosfat sant yollarini kullanabildikleri fakat
enerjinin ¢gogunun anaerobik yol ile meydana geldigi gosterilmistir (16).

Matriks:

Matriksin miktar olarak en biiyiik bileseni sudur. Kollajen ve proteoglikanlar iki
ana yik tasiyan molekiildiir. Bunlarin disinda glikoproteinler, degisik proteinler,
fosfolipidlerde matriksin yapisinda bulunur (9).

Su: Su miktar1 kikirdagin farkli tabakalarinda degisik seviyelerdedir. Matriksteki
su inorganik sodyum, potasyum ve kalsiyum tuzlar1 igerir. Boylece proteoglikanlardaki
(-) yikli siilfat gruplar1 ile etkilesime girerek eklem kikirdagina ¢ok Onemli
biyomekanik 6zellikler kazandirir (9).

Kollajen: Matriksin ana yapisal molekiilleridir. Kondrositler tarafindan birgok
kollajen tipi sentez edilir (9). Eklem kikirdaginda %95 oraninda tip 2 kollajen
bulunurken %35 oraninda ise tip 6,9,10,11 kollajen bulunur (12,15).

Tim kollajen lifleri birbirine ¢apraz kovalan baglarla bagli 3 adet polipeptid
zincirinden olusan; Uglii heliks yapisindadir. Elektron mikroskobik goriintiilerde
birbirlerini ¢aprazlayan liflerin daha c¢ok tip 2,9,11 kollajen lifleri oldugu ortaya
konmustur. Bu yap1 kikirdaga ekstra bir gerginlik ve {iizerine binen yliklere kars
dayanma giicli vermistir (9,12).

Kollajen lifleri ayrica; olusturduklar1 ag yapist ile biliylik proteoglikan
molekiillerini aralarinda hapsederek kikirdagm sok emici 6zelliginin ortaya ¢ikmasinda

onemli rol oynarlar (9).



Proteoglikanlar: Kondrositler tarafindan sentez edilip matrikse salinirlar.
Proteoglikanlar cekirdek proteinlere kovalan olarak baglanmis kondroitin 4 siilfat,
kondroitin 6 siilfat ve keratan siilfat zincirlerinden olusur. Bu zincirlerde bir¢ok (-)
yiiklii siilfat ve karboksilaz bulundugundan matriksteki suyu ve i¢indeki (+) yiikli Na,
K ve Ca iyonlarin1 ¢ekerler, (-) yiiklii kondroitin siilfat ve keratan siilfat zincirleri ise
birbirlerini iter (9,12).

Boylece proteoglikanlarin kollajen ag1 i¢inde hapsolmasi saglanmis olur ki buda
kikirdagin iistiin biyomekanik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasinda biiyiik rol oynar (9).

Proteoglikanlar eklem kikirdaginda kollajene bagli veya kollajen aglar1 arasinda
hapsolmus sekilde bulunabildikleri gibi, baglayici bir protein vasitasiyla hiyaluronik
asite baglanmis yiizlerce kondroitin ve keratan siilfattan olusmus proteoglikan agregati
seklinde de bulunabilirler (9).

Bu ana bilesenlerin disinda eklem kikirdaginda farkli gorevleri olan ve heniiz
gorevi anlasilamamis bir¢ok degisik madde bulunur.

Bir glikoprotein olan fibronektin yapigmada gorev alirken, kondrokalsin kalsiyum
baglanmasinda, BMP’ler (Kemik morfogenik protein) ise biiyiime faktorii olarak gorev
alirlar (15).

Matrikste bir¢cok proteaz ve hiyaluronidaz bulunur. Bunlardan lizozim kikirdaga
giren mikroorganizmalara karsi gorev alirken, matriksin yapimi ile yikimi arasindaki
dengeyi saglayan MMP’lerin (Matriks metalloproteaz) en bilinenleri MMP-3, MMP-8,
MMP-9 ve MMP-13" tiir (15).

B) Osteoartrit Patofizyolojisi:

Osteoartrit, kikirdak dokunun uzun yillar boyunca devam eden yikimi ile
karakterize bir hastaliktir. Normal kikirdak dokuda matriks sentezi ve yikimi arasinda
hassas bir denge mevcuttur. Bu denge yasla ve artan kompresyon kuvvetlerinin
etkisiyle bozulmaya baslar. Dengenin bozulmasinda kondrosit ve sinoviya kaynakli bir
¢ok maddenin rolii vardir (17).

Su, kollajen lifler ve proteoglikanlar matriksin en Onemli bilesenleridir.
Matriksteki, proteoglikan konsantrasyonunda azalma ve proteoglikan igeriginde

bozulma; osteoartritteki ilk patofizyolojik degisikliklerdendir. Bu degisiklikleri,



matriksin su yogunlugundaki artma ve sinoviyal sividaki hiyaluronik asit miktarindaki
azalma takip eder (17).

Osteoartritte kikirdak doku {izerine binen yiiklerin etkisi ile kondrosit ve sinoviya
kaynakli IL-1 (interlokin-1) ve TNF-a (Tiimdr nekroz faktdr-a) sentezinde ve bu
sitokinlerin reseptor sayilarinda artis olur. IL-1 ve TNF-a hem kendilerinin hem de IL-
6 (Interlokin-6), IL-8 (Interlokin-8), PGE2 (Prostoglandin E2) gibi kikirdak hasarmi
arttirict etkileri olan diger sitokinlerin sentezini uyarir. Eklem sivisinda PGE2 ve LTB4
(Lokotrien B4) konsantrasyonlarinda yiikselme olur. Tiim bu sitokinlerin etkisiyle
MMP-3 (Stromelisin), MMP-2, MMP-9 (Jelatinazlar), MMP-1, MMP-§, MMP-13
(Kollajenazlar) gibi enzimlerin sentezinde ve saliniminda artis olur. MMP’ler kendi
sentezlerini arttirirken, inhibitorleri olan  TIMP-1’in (Metalloproteaz doku inhibitorii)
sentezini ise azaltirlar (17).

Osteoartritte IL-1 ve TNF-a vasitasiyla sentezinde artis olan bir diger madde de
NO’dur (Nitrikoksit). Nitrikoksit de; matrikste kollajen ve proteoglikan sentezini
azaltarak, MMP sentezini arttirarak ve oOzellikle yiizeyel kikirdak tabakasindaki
kondrosit apopitozisini uyararak kikirdak yikimindaki bu kisir dongiliye yardim eder
(17).

Kondrositler bu yikima cevap verebilmek ic¢in proteoglikan sentezini arttirirlar
ancak bu artis yikimi karsilamada yeterli olmaz. Proteoglikan sentezindeki artig
ozellikle orta ve derin tabakalarda oldugundan; hasardan ilk etkilenen ve proteoglikan
kayb1 fazla olan tabaka yiizeyel tabakadir (17).

C) Hiyaluronik asit:

Hiyaluronik asit; glukronik asit ve N-asetil glukozamin iceren disakkarit
birimlerinin herhangi bir dallanma olmaksizin tekrarlanmasiyla olusan; bakterilerden,
hayvanlara ve insanlara kadar uzanan bir¢ok canlinin yapisinda bulunan bir
glikozaminoglikandir (18).

HA; sinovial sivi, vitroz sivi ve gdbek kordonundaki ana glikozaminoglikandir
(19). Kikirdak dokusunda kondroitin siilfat ve keratan siilfat ile beraber yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Embriyolojik dokularda yiiksek miktarlarda bulunur.
Morfogenez esnasindaki hiicre gogiinde ve embriyolojik dokularin olgunlagmasinda

onemli rol oynar (18).



Notral formu olan hiyaluronat matriksin organizasyonu, yara iyilesmesi,
anjiogenez ve timdr metaztazlarinda rol alir (19).

HA sinoviyal sivinin viskozitesini saglayan esas maddedir. Biiyiikk molekiiller
olusturarak hem viskoziteyi arttirrr, hem de yaglanma ve kayganligi arttirarak
kikirdagin sok emici 6zelligine katki saglar (17,19).

HA; eklem kikirdaginin yilizeyini kaplamasmin yaninda, kollajen lifleri ve
proteoglikanlarla birlikte matriksin de yapisinda bulunur. Bdylece hem kikirdak
yiizeyini korurken hem de matriksteki proteoglikanlarin sinoviyal siviya kagisim
engelleyerek; matriksin igeriginin ve yapismin korunmasinda rol alir. Inflamatuar
hiicrelerin eklem araligina girmesinin engellenmesinde de gorev alir (17). Karacigerde
metabolize olur (18).

D) Amniyon sivisi:

Amniyon s1vist kismen amniyon hiicreleri tarafindan olusturulan fakat esas olarak
anne kanindan gelen berrak bir sividir. Miktar1 10. haftada ortalama 30 ml, 20. haftada
350 ml, 37. haftada 900 ml olacak sekilde gebeligin yasiyla birlikte artar (20).

Amniyon sivist iginde barindirdigi canliyr distan gelen darbelere karsi korur,
embriyonun amniyon zarma yapismasint onler ve fetusun hareket etmesine olanak
saglar (20).

Amniyon sivisindaki su her {i¢ saatte bir degisir. Bu amniyon boslugu ile maternal
kan dolagimi arasindaki madde aligverisinin ne denli fazla oldugunun gostergesidir. Sivi
miktarmin normalden fazla veya az olmasi fetal anomalilere igaret edebilir (20).

Bu swvinin igeriginde; mezensimal hiicreler ve kondrositler iizerinde uyarici
etkileri olan FGF, EGF, IGF-I ve IGF-II gibi bir¢ok biiyiime faktorii vardir. Ayrica
iceriginde hiyaluronik asit, kondroitin siilfat, keratan siilfat ve HASA bulundurur (4,5).



MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma ve
Uygulama Merkezinde, 15.10.2007 - 07.01.2008 tarihleri arasinda yapildi. Caligmada
ortalama agirliklar1 275gr (250-300gr) olan, 20 haftalik, 28 adet Spraque Dawley cinsi
disi ratin sag dizleri kullanildi.

Ratlar; 20-24°C oda sicakliklar1 ve 14-10 saatlik 1sik-karanlik dongtileri
saglandiktan sonra, tek tek olacak sekilde kafeslere yerlestirildi. Kafeslerinde giinliik
10 gr rat yemi ve sular1 hazir olacak sekilde bakimlar1 saglandi. Bir haftalik takipten
sonra ratlar; cerrahi kontrol, serum fizyolojik (SF), amniyon sivisi (AS) ve hiyaluronik
asit (HA) olmak tizere rasgele dort gruba ayrildi.

Anestezi: Ameliyat Oncesi ratlar 4 saat siireyle a¢ birakildi. Anestezi saglamak
icin 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®; Pfizer, istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg
xylazin hidrokloriir (Rompun®; Bayer, Leverkusen, Almanya) intraperitoneal olarak
kullanild1. Gerektiginde anesteziyi uzatmak i¢in 15 mg/kg ketamin hidrokloriir
intraperitoneal olarak uygulandi.

Cerrahi: Anesteziden sora ratlar sirtiistli yatilarak sag dizleri trag edildi (Resim
1). Cerrahi kesiden dnce dizler %10 Povidon iyot (Batticon; Adeka, Samsun, Tiirkiye)
ile boyand1 (Resim 2).
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diz tras edildi.

: Sag

1

1m

Res

2: Sag diz Povidon iyot ile boyandi.

Resim



Daha sonra medial parapatellar kesi ile cilt-cilt alt1 gecildi (Resim 3). Eklem
acildiktan sonra, patella laterale dogru kaydirildi (Resim 4). Medial kollateral bag
kesilerek eklem araliginin acilmasi saglandi. Buraya kadar olan iglemler tiim
gruplardaki ratlara uygulandi. Kontrol grubundaki ratlara bu asamadan sonra herhangi
bir islem yapilmayarak 4.0 vikril ile cilt alt1 ve cilt kapatildi. Bu gruba 6. hafta sonuna
kadar herhangi bir islem uygulanmadi.

SF, AS ve HA gruplarina ise medial kollateral bag kesilmesini takiben medial
menisektomi uygulandi (Resim 5). Daha sonra 4.0 vikril ile cilt alt1 ve cilt kapatildi

(Resim 6,7). Yara yerlerine % 10’luk Povidon iyot ile pansuman yapildi.

m‘![ . "l’ ! naiis Hlllﬂl'
F

T
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Resim 3: Medial parapatellar kesi.
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Eklem agilarak patella laterale kaydirildi.

.
.

4

Resim

e

Medial meniskiis kesilerek ¢ikarildi.

.
.

Resim 5
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Eklem kapsiilii kapatildi.

Resim 6

Cilt kapatildi.

Resim 7



Cerrahi sonrasi ratlar her kafeste bir rat olacak sekilde kafeslerine yerlestirildi.
Ratlarin serbest hareket etmelerine izin verildi. Kafesler diizenli olarak ii¢ glinde bir
temizlendi. Higbir grupta, cerrahi dncesi ve sonrasinda antibiotik kullanilmadi.

3 haftalik bekleme siiresinin ardindan ratlara tekrar anestezi uygulandiktan sonra
SF grubundaki ratlarin sag dizlerine 0,1 ml serum fizyolojik, AS grubundaki ratlarin
sag dizlerine 0,1 ml insan amniyon sivisi, HA grubundaki ratlarin sag dizlerine ise 0,1
ml; 15 mg/ml konsantrasyonunda sodyum hiyaluronat (Orthovisc®; Biomeks, Ankara,
Tiirkiye) eklem i¢i injeksiyon yoluyla uygulandi.

AS grubunda kullanilan amniyon sivisi Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadm Hastaliklar1 ve Dogum polikliniginde amniyosentez yapilan 20 haftalik
bir gebeden onay1 alinarak temin edildi. Daha sonra 4300 devirde 15 dakika santrifiij
edilerek hiicrelerinden ayrildi ve -20 °C de muhafaza edildi. Kullanilmadan 6nce oda
sicakliginda yaklagik 15 dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglandi.

Bu eklem i¢i injeksiyonlar; 4. ve 5. haftalarin sonlarinda da, ayn sekil ve dozlarda
bu ii¢ gruba uygulandi. 3. eklem i¢i injeksiyondan sonra bir hafta beklenilerek 6. hafta
sonunda kontrol, SF, AS ve HA grubundaki ratlar servikal dislokasyon yoluyla
oldiiriildi.

Ratlarin sag dizleri eklemin altinda ve distliinde birer santimetrelik bdliim
birakilacak sekilde alindi. Kaslardan ve yumusak dokulardan ayrildiktan sonra %10
formol soliisyonunda 2 giin bekletilerek fikse edildi. Daha sonra %10’luk formik asitte
1 hafta bekletilerek dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon sivisi iki giinde bir degistirildi.
Ornekler etanolle dehidrate edildikten sonra xylolle temizlendi. Sagital diizlemde tam
ortadan kesilerek medial kisimlar1 parafin bloklara gdmiildii. Mikrotom vasitasiyla
5 um lik seri kesitler alinarak tibial eklem yiizeyinin yiik tasiyan kismina ulasildi.
Uygun kesitler safranin-O boyasi ile boyandiktan sonra KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji boliimiinde 151k mikroskobu (Olympus BX-51) altinda Mankin siniflamasi
(Tablo 1) esas alinarak degerlendirildi.



Tablo 1: Mankin Siniflamasi (21).

Bolim Alt Bolim Puan
Yap1
Normal 0
Yiizeysel diizensizlikler 1
Yiizeysel diizensizlikler ve pannus 2
Orta tabakaya dogru yariklar 3
Derin tabakaya dogru yariklar 4
Kalsifiye tabakaya dogru yariklar 5
Tamamen dezorganizasyon 6
Hiicreler
Normal 0
Yaygin hiperseliilarite 1
Klonlama 2
Hiposeliilarite 3
Safranin-O ile boyanma
Normal 0
Hafif derecede diisiik 1
Orta derecede diisiik 2
Ileri derecede diisiik 3
Boyanma yok 4
Tidemark biitiinliigii
Saglam 0
Damarlar tarafindan gecilmis 1
Toplam 14

Istatistik degerlendirme:

Sonuglar alindiktan sonra gruplar

arasmdaki

karsilagtirma Kruskal Wallis varyans analizi (Post hoc olarak Bonferroni diizeltmeli

Mann Whitney U testi) kullanilarak yapildi. Bilgisayar programi olarak SPSS 13.0

kullanild1



BULGULAR

Klinik bulgular:

Ratlarda ameliyattan sonra 1-2 giin siire ile hafif topallama gdzlendi. Bu siireden
sonra ratlar, sag alt ekstremitelerini normal bir sekilde kullanmaya bagladilar. Ratlarda
anesteziye bagl bir komplikasyon izlenmedi. Gerek ameliyat sonrasi, gerek eklem i¢i
injeksiyonlar sonrasi ratlarin sag dizlerinde infeksiyonu diisiindiirecek bir bulguya
rastlanmadi. Caligma siiresince higbir rat 6lmedi.

Deney sonunda ratlarin sag diz eklemleri alindigida hi¢bir eklemde kontraktiir ve
patella dislokasyonu gozlenmedi.

Histolojik bulgular:

Ratlarin sag dizlerinin tibial eklem ylizeyleri; hasarin kikirdak tabakalarini
etkileme derecesi, kondrositlerin durumu, matriksin safranin-O ile boyanma miktar1 ve
tidemarkin yapis1 géz Oniine alinarak mikroskobik olarak incelendi.

Gruplardaki tiim ratlarin tibial eklem kikirdaklarmin almis oldugu histolojik
skorlar tablo-2’de ayrintili sekilde verilmistir. Gruplarin toplam Mankin skorlar1 ve bu
skorlarin ortalamalari ise tablo-3’de verilmistir.

Kontrol grubuna bakildiginda; eklem yiizeylerinin genellikle diizgiin oldugu,
sadece 2 eklem yiizeyinde hafif yiizeyel fibrilasyonlarin oldugu goriildii. Kikirdagin
farkli tabakalarindaki hiirelerin sekil, say1 ve dizilimlerinin normal oldugu izlendi.
Higbir kikirdak dokudaki matriksin safranin-O boyasini tutmasinda, herhangi bir
kaybin olmadig1 gézlemlendi (Resim 9,10).

SF grubunda; 2 eklemde yiizeyel fibrilasyonlarin ve pannus yapisinin oldugu
goriiliirken, 5 eklemde ise tibia kikirdaginda yaygin yiizeyel diizensizliklerin oldugu,
fibrilasyon ve yariklarin orta tabakanin alt kisimlarmma kadar uzandig: goriildii (Resim
11). Ozellikle hasarin oldugu bélgelerdeki kikirdak tabakalarinda, hiposeliilarite veya

kondrositlerdeki kiimelenmenin tabloya hakim oldugu goriildii.



SF grubuna, matriksin safranin-O boyasini tutma derecesi agisindan bakildiginda;
4 kikirdak dokuda boyanmanin orta derecede azaldigi, 3 kikirdak dokuda ise
boyanmadaki azalmanin ileri dereceye ulastigi goriildii (Resim 12).

Bu gruptaki 4 tibia kikirdaginda, tidemarkin biitiinliigiiniin damarlarca bozuldugu
goriildi.

AS grubundaki tiim eklem yiizeylerinde ylizeyel fibrilasyon goriilirken, 5
tanesinde fibrilasyona ek olarak pannus da goriilmiistiir.

Bu grupta, hasar bolgelerinde yiizeyel tabakadaki hiicrelerde kayiplar goriiliirken;
orta tabakadaki kondrositlerde kiimelenme sik goriilen bir durum olarak kargimiza ¢ikti.
Sadece 2 kikirdak dokuda orta tabakadaki kondrositlerde hiperseliilarite gdzlemlendi.

Matriks degerlendirildiginde ise 5 kikirdak dokuda safranin-O ile boyanmada orta
derecede azalmanin oldugu goriiliirken; 2 tanesinde ise boyanmadaki azalmanin hafif
derecede oldugu goriildii. (Resim 14)

AS grubundaki kikirdak dokularin tidemarklarma bakildiginda; 3 tanesinin
yapisinin damarlar tarafindan bozuldugu goriildi.

HA grubu degerlendirildiginde; genel olarak eklem yiizeylerinde yiizeyel
fibrilasyonun 6n palanda oldugu, 4 dokuda pannusun da tabloya eklendigi tespit edildi.

Kondrositlerin durumuna bakildiginda ise kiimelenmenin sik goriildiigl, yalnizca
2 kikirdak dokuda hiperseliilaritenin tabloya hakim oldugu goriildii.

Matriksin safranin-O boyasini tutma miktar1 genelde hafif derecede azalirken; 3
dokuda ise bu azalma miktar1 orta dereceye ulasti (Resim 16).

Son olarak bu gruptaki kikirdak dokularin tidemarklar1 degerlendirildiginde

sadece 2 dokuda, tidemarkin yapisinin damarlar tarafindan bozuldugu gézlemlendi.



Tablo 2: Tibial eklem kikirdaklarimin ayrintih Mankin skorlar.

Ratlar

Yap1

Hiicreler

Safranin-0

Tidemark
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Tablo 3: Gruplarin toplam ve ortalama Mankin skorlar

Ratlar Kontrol SF AS HA

1 0 8 5 5

2 1 8 6 4

3 0 9 6 5

4 0 9 5 5

5 0 8 6 5

6 1 7 5 6

7 0 8 6 5
Toplam 2 57 39 35
Ortalama 0,28 8,14 5,57 5,00

Resim 8: Kontrol grubu
f) femur, m) medial meniskiis, t)tibia (Safranin-O x4).
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Resim 9: Kontrol grubu
Tibial eklem yiizeyinin diizgiin oldugu, safranin-O ile boyanmanin tam
. oldugu goriilmiistiir (Safranin-O x10).

Resim 10: Kontrol grubu
Hiicrelerin sekil, say1 ve dizilimlerinin normal oldugu goriilmiistiir
(Safranin-O x40).
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Resim 11: SF grubu
Tibial eklem ylizeyinde bozulmalar oldugu, olusan yariklarin orta
tabakaya kadar uzandig1 goriilmiistiir (yesil oklar) (Safranin-O x4).

Resim 12: SF grubu
Hasarl1 bolgelerde safranin-O ile boyanmada ileri derecede
azalma oldugu goriilmiistiir (Safranin-O x40).



Resim 13: AS grubu (Safranin-O x4)

Resim 14: AS grubu
Kikirdak yiizeyinde diizensizlik ve fissiirler (yesil oklar)
Hasarli kisimda safranin-O ile boyanmada orta derecede
azalma goriilmiistiir (Safranin-O x10).
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Resim 16: HA grubu
Kikirdak yiizeyinde hafif bozulmalar, ylizeyel tabakada hiicre
kayb1 ve safranin-O ile boyanmada azalma goriilmiistiir.
Orta tabakadaki hiicrelerde kiimelenme (yesil oklar) (Safranin-O x40).
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Degerlendirilme sonucunda; SF, AS ve HA gruplarinin almis oldugu Mankin
skorlari, cerrahi kontrol grubu ile ayr1 ayr1 karsilastirildiginda; bu ii¢ grup ile kontrol
grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (P<0,008). Benzer
sekilde AS ve HA gruplar1 SF grubu ile ayr1 ayr1 karsilastirildiginda; bu iki grubun da
almis oldugu histolojik skorlarm, SF grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu
ortaya ¢ikt1 (P<0,008).

AS ve HA gruplar1 karsilastirildiginda ise HA grubunun Mankin histolojik
skorlar1 rakamsal olarak daha diisiik olmasina ragmen; bu iki grup arasinda istatistiksel

olarak fark bulunamadi (P>0,008).
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TARTISMA

Osteoartrit, diger adiyla dejeneratif eklem hastaligi 65 yas istii popiilasyonun
%80-90’m1 etkileyen; patogenezinde kondrosit 6liimii, matrikste proteoglikan kayb1 ve
kikirdakta yapim ile yikim arasmdaki dengenin bozulmasinin 6n planda oldugu;
ilerleyici kikirdak hasari, subkondral kemik degisiklikleri, osteofit olusumu ve diisiik
derecede sinovit ile karakterize en sik goriilen eklem hastaligidir (22,23,24).

Bu kadar sik goriildiigiinden ve genis kitleleri etkilediginden dolay1 tedavisi dnem
kazanmistir. Giiniimiize kadar kikirdak hasarmin iyilestirilmesi ve ilerleme hizinin
azaltilmas1 amagclanilarak bircok ¢alisma yapilmistir. Bu calismalar ¢ogunlukla
deneysel olarak kikirdak hasari olusturulmus hayvanlar iizerinde yapilmigtir (1).

(Caligmamizda ratlarin secilme nedeni, ratlarin dizlerinin medial kisimlarimin daha
fazla ylike maruz kalmasi ve medial menisektomi sonras1 morfolojik olarak insandakine
benzer bir kikirdak hasar1 ortaya ¢ikmasidir (1,22).

Ortaya c¢ikan bu kikirdak hasari insana kiyasla ¢ok daha kisa bir siirede
olusmaktadir. Bunun nedenlerinden biri de menisektomi sonrasi ratlarin eklemlerini
sakinmadan hemen harekete basglamasidir (1).

Caliymamizda ratlara medial menisektomi uygulandiktan sonra, hareket
etmelerine izin verilerek 3 hafta beklenilmis daha sonra tedaviye baslanilmistir.
Degerlendirme ise 6. haftanin sonunda yapilmistir. Ciinkii menisektomi sonrasi
deneysel c¢alismalar icin yeterli kikirdak hasarinin olusabilmesi i¢in en az 3 hafta
beklenmesi gerektigi ve 3 ila 6 hafta arasinda tibia kikirdaginda ilerleyici hasarin ortaya
¢iktig1 bir ¢ok ¢alismada bildirilmistir (1,22,25).

6. hafta sonunda SF grubu degerlendirildiginde; eklem kikirdaginda
fibrilasyonlarin ve yariklarin olustugu, bu yariklarin orta tabakanin alt kisimlarma kadar

uzandig1 gorlilmistiir. Ayrica hasar goren bolgelerde safranin-O ile boyanmada ileri



dereceye varan kayiplarm oldugu ve kondrosit sayisinda azalma oldugu tespit
edilmistir.

Literatiire bakildiginda; medial menisektomi modelinde, ilk etapta kikirdagin
yiizeysel tabakasinda degisikliklerin basladigi; bu degisikliklerin proteoglikan kaybi,
fibrilasyon, aginma ve kondrosit sayisinda diigme ile karakterize oldugu gosterilmistir
(23). Bunun yaninda Wancket ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada; medial
menisektomi modelinde, 6.hafta sonunda hasarin tiim kikirdak kalinliginin %50’sine
ulastig1 bildirilmistir (22). Bu modelde ortaya c¢ikan kikirdak hasari ile ilgili bilgiler
calismamizdaki SF grubunda, 6. hafta sonunda ortaya ¢ikan kikirdak hasari derecesi ile
uyum gostermektedir.

Calismamiza, hiicreler arast matriksteki proteoglikan miktarinin bir gostergesi
olan safranin-O ile boyanma ydniinden baktigimizda; AS ve HA gruplarinda
boyanmadaki azalmanm hafif-orta derecede oldugu goriilirken, SF grubunda ise bu
azalmanin orta-ileri derecede oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde; invitro yapilan bazi
deneysel calismalarda HA uygulanmasinin hiicreler aras1 matrikste kondroitin siilfat ve
keratan stilfat sentezini arttirdig1 gosterilmistir (19). Tavsan kondrosit kiiltiirlerine HA
uygulanmasindan sonra kondroitin siilfat sentezinin arttig1, yine tavsan ve at kondrosit
kiiltiirlerinde HA nin proteoglikan sentezini arttirdig1 gosterilmistir (26,27,28).

Calismamizda SF grubunda hasarli kikirdak bolgelerinde hiposeliilarite, sik
goriilen bir bulgu iken; AS ve HA gruplarinda ise kondrositlerde hiperseliilarite veya
kiimelenme tabloya hakim olan bulgulardir.

Jansen ve arkadaslari; tavsan medial femoral kondilleri {izerinde olusturduklar1 4
mm’lik kismi kikirdak hasarina eklem ici tek doz 5 mg/ml konsantrasyonunda yiiksek
molekiil agirlikli HA uygulamiglar. Baska bir gruba ise serum fizyolojik uygulamislar.
Erken donemde yapilan histolojik ve biyokimyasal incelemelerde HA uygulanan
kikirdaklarda hasar ¢evresinde apopitozis’e bagli kondrosit dliimlerinin daha az oldugu
ve bu bolgedeki kondrositlerin metabolik olarak daha aktif olduklar1 gosterilmistir (29).

Ayrica HA’nin mezenkimal hiicreler iizerinde farklilasmayi uyarici etkisinin

yaninda, yiiksek konsantrasyonlarda doku tamirini hizlandirici etkisi de mevcuttur (30).
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Yoshimi ve arkadaglar1 tavsan dizlerinde ACL kesilmesi sonucu olusturduklari
osteoartrit modelinde 12 hafta siire ile gruplara haftada bir kez eklem i¢i 0,1 ml HA ve
0,1 ml serum fizyolojik uygulamislar. Histolojik inceleme sonucunda HA uygulanan
gruptaki medial femoral kondillerin Mankin skorlarinin anlamli derecede diisiik oldugu
goriilmiis. Ayrica sinovialardan alinan orneklerde de HA uygulanan grupta sinovit
skorunun daha diistik oldugunu rapor etmisler (2).

HA’nin inflamatuar hiicreler iizerine de etkileri vardir. Bu konuyla ilgili yapilan
deneysel caligmalarda HA’nmn yiliksek konsantrasyonlarda lenfosit hareketliligini
azalttig1, benzer sekilde 6zellikle yliksek molekiil agirlikli HA nin doza bagimli olarak
makrofaj fagositozunu inhibe ettigi gosterilmistir (31,32,33). HA notrofil
adhezyonunuda doza ve molekiil agirligina bagh olarak engeller ve nétrofillerin neden
oldugu kikirdak hasarini azaltir (34,35).

Calismamizda, diz eklemlerinin sinoviyal dokulari ve inflamatuar hiicreler
degerlendirilmediginden dolayi; bu noktada literatiir ile bir karsilastirma
yapilamamaigtir.

Ozellikle son yillarda MMP’lerin kikirdak matriksin yikiminda énemli rol
oynadiklar1 ve osteoartrit gelisiminde katkilarinin oldugu ortaya ¢ikmistir. IL-1, IL-17
(Interldkin-17), IL-18 (Interlokin-18) ve TNF-a gibi bazi proinflamatuar sitokinlerin
MMP’lerin sentezini arttirarak, MMP inhibitorlerinin ise sentezini azaltarak matriks
yikimina neden olduklar1 gosterilmistir (36).

Janutz ve arkadaglar1 ratlara medial menisektomi uygulayarak olusturduklar
osteoartrit modelinde MMP inhibitoriiniin etkilerini arastirmiglardir. Gruplardan birine
3 hafta boyunca oral olarak MMP inhibitorii verilmis, diger gruba ise herhangi bir
tedavi verilmemistir. 3 hafta sonunda yapilan histolojik incelemede inhibitdr verilen
grubun femur ve tibia kikirdaklarindaki hasarin anlamli derecede diisiik oldugu ve bu
grupta osteofit olusumunun daha az oldugu goriilmiistiir (25).

Tip 2 ve 3 osteoartritli hastalarin dizlerinden alman kikirdak ve sinovial
dokulardan ayr1 ayr1 olusturulan doku kiiltiirlerine molekiil agirliklar1 yoniinden farkl
tic HA solusyonu uygulanarak yapilan bir ¢alisjmada dokulardaki MMP-2, MMP-9 ve
MMP’leri katalize ederek etkilerini arttran u-PA (Urokinaz) konsantrasyonlari

incelenmis. Sonug¢ olarak molekiil agirligi 6000 kDa ile en yiiksek olan HA’nin
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MMP-2, MMP-9 ve u-PA konsantrasyonlarini daha fazla diisiirdiigii ortaya konmustur
(37).

Calismamizda kullanilan Orthovisc® ve amniyon sivisy, igeriklerindeki
hyaluronik asitin molekiil agirligma gore karsilastirildiginda; Orthovisc’de bulunan
HA’nin molekiil agirligi 1,0-2,9x1000000 iken, gebeligin ortalarinda AS’de bulunan
HA’nm molekiil agirligi ortalama 3,3x100000 dir (38). igeriginde bulundurdugu
HA’nin molekiil agirliginin goreceli olarak diisiik olmasi; MMP-2, MMP-9 ve u-PA
konsantrasyonlariin diisiiriilmesi agisindan AS i¢in bir dezavantaj gibi goriinsede; AS
iceriginde HA disinda, bircok ekstraseliiler makromolekiil, bir¢ok biiylime faktorii ve
uygulandigi dokudaki HA miktarini endojen olarak arttiran HASA bulundurur.

Arasidonik asit tiirevlerinden prostaglandin ve l6kotrienlerin inflamatuar yanitta
rol alarak kikirdak yikimmi arttirdiklar: ve bu maddelerin miktarlarinin osteoartritte
artt1g1 bilinmektedir (39). HA nin arasidonik asit salinimini azalttig1 ve PGE2 yapimini
azalttig1 gosterilmistir (40,41).

Jean ve arkadaslar1 ratlarda olusturduklar1 deneysel osteoartrit modelin iizerinde
yaptiklar1 caligmada bir COX-2 (Siklooksijenaz-2) inhibitorii olan Parekoksib’in eklem
i¢i olarak uygulandiginda kikirdak hasar1 gelisimini yavaglattigini gostermislerdir (42).

Bizim ¢aligmamizda da HA ve AS uygulanan gruptaki kikirdak skorlar1 SF
grubundaki skorlara gore anlamli derecede diisiik cikmustir. Literatiirde HA’nin
kikirdak dokusu iizerine olan olumlu etkileri goz Oniine alindiginda; ¢alismamiz bu
yonden literatiirle uyum gostermektedir.

Benzer sekilde deneysel osteoartrit olusturularak ratlar {izerinde yapilan baska bir
calismada HA ile gilicli antiinflamatuar etkisi olan metil prednizolon eklem igi
uygulanarak karsilastirilmistir. Eklem i¢i injeksiyonlar haftada bir kez olacak sekilde ii¢
hafta yapilmis, son injeksiyondan iki hafta sonra ratlar Sldiiriilerek diz eklemleri
incelenmistir. HA uygulanan gruptaki tibia kikirdaklarmin Mankin Skorlar1 anlamli
derecede daha diisiik ¢ikmustir (43).

Insan amniyon sivisi ieriginde birgok bilyiime faktérii (FGF, EGF, IGF-I, IGF-
IT), mukopolisakkarit, (Kondroitin 4 siilfat, Kondroitin 6 siilfat, Dermatan siilfat) HA,

HASA ve ekstraseliiler makromolekiil (Fibronektin, Laminin) bulundurur (5,8).
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Bu maddelerden bir¢ogu kikirdak dokusunun yapisinda bulunurken; biiyiime
faktorlerinin kikirdak hiicreleri iizerinde uyarict etkisinin oldugu gdsterilmistir
(44,45,46). HASA’nin endojen HA {iretimini arttirarak yara iyilesmesini uyardigi
bilinmektedir (47,48). Bu nedenle AS uygulandigi bdlgedeki HA miktarmi hem
ekzojen hem de endojen olarak arttiric1 etki gdsterir.

Caliymamizda, 20 haftalik bir gebeden amniyosentez yoluyla aldigimiz AS’yi
kullanma nedenimiz; Dahl ve arkadaslarinin AS {izerinde yaptiklar1 bir dizi ¢alismadir.
Bu ¢alismalarda, AS’nin iceriginde yiiksek molekiil agirlikli HA ve HASA bulundugu
ortaya koyulmustur. HA miktarinin gebeligin ilerleyen haftalarinda artis gostererek, 16-
20 haftalar arasinda 20 mikrogram/ml ile en yiiksek degerine ulastig1 bildirilmistir. 20.
haftadan sonra HA miktarinin kademeli olarak diistiigii ve gebeligin son donemlerinde
miktarmin 1 mikrogram/ml oldugu gdsterilmistir (38,49).

Ozgenel ve arkadaslar1 tavsan fleksdr tendonlar1 iizerinde yaptiklar: deneysel
caligmada AS’nin tendon iyilesmesini hizlandirdigini ve iyilesme sirasinda meydana
gelen yapisikliklar azalttigini ortaya koymuslardir (6).

Yine Ozgenel ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir baska calismada ise tavsanlarin
kulaklarindan alman perikondrial greftler, kendi paravertebral kaslar1 arasinda tespit
edilmis ve bu bolgeye AS uygulanmis. Sekiz hafta sonunda greftler ¢ikarilarak
histolojik olarak incelenmis. AS uygulanan greftlerdeki kikirdak tabakanin kalinliginin
ve yogunlugunun kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gosterilmis (5).

AS’nin sinir tamiri sonrasi iyilesmede de tamir bodlgesindeki akson sayisini
arttirarak etkili oldugu ortaya koyulmustur (7).

AS’nin degisik dokulardaki olumlu etkilerini ortaya koyan yazarlar bu sonuglarin;
AS’nin icerigindeki biiyiime faktorlerine, HA’ya ve uygulandig1 dokudaki endojen HA
yapimini arttiran HASA’ya bagli oldugunu bildirmislerdir (5,6,7).

AS’nin igeriginde bulunan biiyiime faktorlerinden bFGF’ nin (FGF-2) rat dizlerine
eklem i¢i uygulandiginda kikirdak dokusunda genislemeye, bliylimeye ve farklilasmaya
neden oldugu, yine ratlar da olusturulan kirik modelinde ise kallus i¢indeki kikirdak
doku biiyiimesine olumlu etkilerinin oldugu gdsterilmistir (50). Medial menisektomi
sonrast ii¢ hafta beklenilerek olusturulan bir osteoartrit modelinde; FGF-18’in ii¢ hafta,

haftada bir kez eklem i¢i uygulanmasinin hasarli bolgede yeni kikirdak doku
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olusumunu arttirdig1 ve kikirdagin histolojik skorunu anlamli derecede diizelttigi ortaya
koyulmustur (24).

Karagal ve arkadaslari tavsan kraniumlarinda olusturduklar1 kemik defektlerine
AS uygulayarak AS’nin kemiklesme iizerindeki etkisini arastirmiglar. Alt1 hafta
sonunda histolojik ve bilgisayarli tomografi ¢ekilerek yapilan radyolojik incelemelerde
AS uygulanan gruptaki kemik defektlerinde kemiklesmenin anlamli derecede daha
fazla oldugu gosterilmistir (4).

Gebeligin 16-20. haftalar1 arasinda AS’deki HA miktar1 gebeligin son
donemlerindeki HA miktarinin 5 kati civarindadir (38). Bu iki donemdeki farkli
AS’lerin kirik iyilesmesine olan etkilerini karsilagtirabilmek icin, Kerimoglu ve
arkadaglari ratlar lizerinde deneysel tibia kirig1 olusturmuslar ve intramediiller tespitten
sonra kirik bolgesine AS uygulamislar. Bir gruba 18. gebelik haftasinda alian AS, bir
gruba gebeligin son doneminde alinan AS uygulanirken bir grup ise cerrahi kontrol
grubu olarak belirlenmis. 3. ve 5. haftalarin sonlarinda kirik hatlar1 histolojik,
radyolojik ve sintigrafik olarak incelenmis. 18. gebelik haftasinda alinan AS uygulanan
grubun 3 ve 5. hafta sonlarindaki histolojik ve radyolojik kirik iyilesme skorlar1 daha
yiiksek bulunmus. 3. hafta sonundaki sintigrafik degerlendirmede ise bu gruptaki kirik
hatlarinda metabolik aktivitenin daha fazla oldugu ortaya konmus (8).

Burada bahsedilen literatiir bilgilerinin 1518inda hiicreler aras1 matriks
bilesenlerinin, biiylime faktorlerinin ve hyaluronik asitin mezensimal dokularin
iyilesme basamaklarmda olumlu etkilerin oldugu goriilmiistiir. Bundan dolayi; AS’nin
iceriginde bulundurdugu biiylime faktorleri, HA, HASA ve birgok hiicreler arasi
matriks bileseni vasitasiyla, osteoartritteki kikirdak hasari {izerine koruyucu ve tedavi
edici etkisinin olabilecegi kanisina varilmistir. Olusturdugumuz deneysel osteoartrit
modelinde AS’nin etkisinin ne seviyede oldugunu gorebilmek icin de onu kikirdak
dokusu iizerindeki olumlu etkileri bir¢ok calismada kanitlanan ve tedavi secenegi
olarak da kullanilan HA ile karsilastirdik.

Karsilagtrma sonucunda; 6. hafta sonundaki Mankin skorlarma gore, iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi. Calismamizda kullanilan HA
preparatmin icerigindeki HA konsantrasyonu ve HA nin molekiil agirligi; 20. haftadaki

AS’deki HA’nin konsantrasyonundan ve molekiil agirhigindan daha fazladir. Buna
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ragmen iki grubun histolojik skorlarmin benzer bulunma nedeninin; AS’nin iceriginde
bulunan degisik biiylime faktorlerine ve diger hiicreler aras1 matriks bilesenlerine bagl
oldugu disiiniilmiistiir. Bu nedenle AS’nin osteoartrit tedavisinde giincel tedavi
yaklagimlarindan biri olan; kikirdak koruyucu ajanlara alternatif bir yontem olabilecegi
kanisina varilmustir.

Bununla birlikte ileriki ¢aligmalarin planlanmasi agisindan; AS’nin kikirdak doku
tizerindeki bu olumlu etkilerine, i¢erigindeki degisik molekiillerin hangi diizeyde katk1
yaptiklar1 ve bu katkilarin mekanizmalarinin nasil oldugu sorularinin aydinlatilmasinim

gerekli oldugu kanaatine varimistir.
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SONUCLAR

Bu ¢alismamizda su sonug ve yargilara varilmistir:

Ratlara uygulanan medial menisektomi sonrasi, zamanla ilerleyici
kikirdak hasari ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.

Meydana gelen kikirdak hasar1 insanlara gore ¢ok daha kisa bir siirede
olusmaktadir.

Ameliyat edilen dizlerde instabilite, patella ¢ikig1 ve infeksiyon gibi
komplikasyonlar gériilmemistir.

HA ve AS grubundaki kikirdak dokularin Mankin skorlar1 SF grubuna
gore anlamli derecede daha diisiik ¢cikmusgtir.

HA grubunun Mankin skoru AS grubuna gore rakamsal olarak daha
diisiik ¢ikmasma ragmen, aralarindaki bu farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriilmiistiir.

Insan amniyon sivisinm, kikirdak dokusu iizerindeki olumlu etkisinin
mekanizmalarinin aydinlatilmas: gerektigi ve ileriki caligmalarin bu
eksende planlanmasinin uygun olacagi saptanmuistur.

Yiiksek molekiil agirlikli hiyaluronik asit ve insan amniyon sivisinin
kikirdak hasarinin ilerlemesini yavaslattig1 ve kikirdak iyilesmesi lizerine

olumlu etkilerinin oldugu kanaatine varimistir.



OZET

Kikirdak iyilesmesinde amniyon sivis1 ile yiiksek molekiil agirhkh
hiyaluronik asitin karsilastirilmasi.

Bu deneysel caligmada 28 adet Spraque Dawley tipi disi ratin sag dizleri
kullanildi. Ratlar kontrol, SF, AS ve HA olmak iizere 4 gruba ayrildi.

Deneysel osteoartrit modeli olusturmak icin; kontrol grubu disindaki gruplardaki
ratlara medial menisektomi uygulandi. Kontrol grubundaki ratlara ise artrotomi sonrasi
baska bir islem uygulanmadi.

Yeterli kikirdak hasarmi saglamak i¢in; ratlarin hareket etmelerine izin verilerek
3 hafta beklenildi. 3. haftanin sonunda SF grubundaki ratlarin sag dizlerine 0,1ml serum
fizyolojik, AS grubundakilere 0,Iml amniyon sivisi, HA grubundakilere ise 0,1ml
15mg/ml konsantrasyonunda yiliksek molekiil agirliklt hiyaluronik asit eklem igi
injeksiyon yoluyla uygulandi. Bu eklem i¢i injeksiyonlar ayni sekil ve dozlarda olmak
iizere; 4. ve 5. haftalarin sonlarinda da tekrarlandi.

6.hafta sonunda tiim ratlar servikal dislokasyon uygulanilarak o6ldiiriildi. Sag diz
eklemleri alinarak, fiksasyon ve dekalsifikasyon uygulandi. Uygun kesitler Safranin-O
boyasi ile boyandiktan sonra, 151k mikroskobu altinda Mankin skorlama sistemi
kullanilarak degerlendirildi.

Gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirma Kruskal Wallis varyans analizi
(Post- hoc olarak Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi) kullanilarak yapildi.
Sonu¢ olarak AS ve SF gruplar1 arasinda anlamli fark oldugu goriildii (P<0,008).
Benzer sekilde HA ve SF gruplar1 arasmda da anlamli fark oldugu tespit edildi
(P<0,008). AS ve HA gruplar1 karsilastirildiginda ise aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriildi (P>0,008).



SUMMARY

The comparison of amniotic fluid and high molecular weight hyaluronic acid
on cartilage healing.

In this experimental study we utilize the right knees of 28 Spraque Dawley type
female rats. The rats were divided into 4 groups named as control, SF, AS and HA.

In order to obtain an experimental osteoarthritis model; we perform medial
menisectomy to the rats except control group. We did not apply another process after
arthrotomy to the rats belong to control group.

To supply an adequate cartilage injury; we allow rats to move in a period of 3
weeks. After this period we practise 0,1ml saline solution to the right knees of the rats
in SF group, 0,1ml amniotic fluid to the AS group and 0,1ml high molecular weight
hyaluronic acid with a concentration of 15mg/ml to the HA group through intraarticular
injection. This intraarticular injections were repeated as the same dose and form, at the
end of week 4 and 5.

At the end of week 6; all rats were euthanized by cervical dislocation. The right
knee joints were taken, then fixation and decalcification was applied. The appropriate
cross-sections were stained with Safranin-O, then examined under light microscope by
using Mankin scoring system.

Comparisons among groups were performed by using Kruskal Wallis analysis of
variance (Mann Whitney U test with Bonferroni correction as post-hoc test).
Consequently there was a statistically significant difference between AS and SF groups
(P<0,008). Alike that a significant difference was seen among HA and SF groups
(P<0,008). When we compared AS and HA groups; the differance did not have a
statistical meaningfulness (P>0,008).
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