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1.0ZET

Bu deneysel c¢alismada tavsanlarin genu eklemlerinde olusturulan
osteoartritis (OA) modelinde sigir amniyotik sivisinin kikirdak doku tizerinde
olusturacagi etkilerin arastirillmasive hiyaluronik asit ile Kkarsilastirilmasi
amagclanmustir.

Calismada 21 adet tavsan kullanilmis olup, sag dizlerinin 6n ¢apraz baglari
OA olusturmak amaciyla Kesildi.Tavsanlar 4 hafta sonra rastgele 3 esit gruba
ayrildi. Birinci grup tavsanlara birer hafta ara ile 3 kez eklem i¢i 0.5mL sigir
amniyotik sivis1 (SAS), ikinci grup tavsanlara birer hafta ara ile 3 kez eklem i¢i
0.5 mL hiyaluronik asit (HA)enjekte edildi. Ugiincii grup tavsanlar ise kontrol
grubu (KONT) olarak ayrild1 ve herhangi bir uygulama yapilmadi. Ttiim deneklerin
operasyona alinmadan O6nce ve operasyonu takiben 30, 90 ve 120. giinlerde sag
genu eklemlerinin posterio-anterior ve medio-lateral pozisyonda radyografileri
alindi.Alinan radyografilerin radyolojik degerlendirmesi Kellgren- Lawrence
skorlamas1 kullanilarak yapildi. SAS ve HA gruplarinda daha ¢ok 2 ve 3. evre
bulgular goriiliirken, KONT grubunda 3 ve 4. evreler goriildii. En son uygulanan
eklem i¢i enjeksiyondan 12 hafta sonra biitiin tavsanlar kas i¢i yliksek doz
anestezik madde uygulanarak 6tenazi edildi. Femur ve tibia eklem yiizleri Mankin
skorlamasi kullanilarak ayri ayri histopatolojik olarak
degerlendirildi.Degerlendirme sonucunda femur eklem kikirdagi SAS grubu
ortalamasi 4.85; HA grubu ortalamasi 5.00; KONT grubu ortalamasi 11.71 olarak
hesaplandi.Tibial eklem yiiziiniin SAS grubu ortalamast 5.00; HA grubu

ortalamasi 5.14; KONT grubu ortalamasi 9.57 olarak tespit edildi.Bu



degerlendirmelere ek olarak gruplarin hem femoral hem de tibial eklem yiizleri
kaspaz-3, kaspaz-8 ve MMP-13 kullanilarak immunohistokimyasal olarak
degerlendirildi.SAS ve HA grubunda zayif-orta sidette ve %30-40 boyanma
gozlenirken, KONT grubunda siddetli ve %60-70 oraninda boyanma
gorildii.OA’nin ileri derecede oldugununun bir gostergesi olan apoptozis
(programli hiicre 6liimii)yiizdesinin, kontrol grubunda diger gruplara gore yiiksek
oldugu tespit edildi. Alinan sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde Mann-
Whitney U Testi kullanildi. Tim istatistiksel sonuglarda SAS ve HA gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmazken KONT grubu ile aralarinda ileri derecede
onemli fark bulundu(P<0.01).

Sonug olarak, biiylime faktorlerinden zengin inert bir sivi olan SAS’1n,
tavsan deneysel OA modelinde kikirdak dokudaki dejeneratif degisikliklere kars1
koruyucu etkisinin olmasi1 nedeniyle kikirdak koruyucu tedavi ajanlarina alternatif

olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Deneysel osteoartritis, sigir amniyotik sivisi,

hiyaluronik asit, kikirdak koruyucu etki, histopatoloji



2. ABSTRACT

COMPARISON OF THE EFFECTS OF INTRA-ARTICULAR INJECTIONS OF
BOVINE AMNIOTIC FLUID AND HYALURONIC ACID ON CARTILAGE
TISSUE IN AN EXPERIMENTAL OSTEOARTHRITIC RABBIT MODEL

In this experimental study, effects of bovine amniotic fluid and hyaluronic
acid were compared on an osteoarthritic model induced in the rabbit stifle joints.

The study was performed on 21 rabbits undergoing anterior cruciate
ligament transaction for establishing osteoarthritis. Four weeks later, the rabbits
were divided into 3 equal groups of 7 animals, each. The first group rabbits
received intra articular injection of 0.5 mL bovine amniotic fluid (BAF) three
times at one week interval. The second group rabbits received intra articular
injection of 0.5 mL hyaluronic acid (HA) three times at one week interval. The
third group rabbits served as a control with no application. Radiographs were
taken posterio-anteriorly and medio-lateraly of the right stifle joint immediately
before and after the operation at 30th, 90th and 120th days. Radiological
evaluations of radiographs were assessed by using of Kellgren and Lawrence
osteoarthritic scores.Radiologic evaluationrevealed that while control group
hadscores of grade 3 and 4,scores of grade 2 and 3were obtained for theBAF and
HA groups.All rabbits in three groupswere sacrificed twelve weeks after the last
intra articular injection. Articular surfacesofthe femur and tibia were evaluated by
using Mankin scoring system for histopathological cartilage examination. The
mean scores of 4.85, 5.00 and 11.71 were obtained for the BAF, HA and control

groups on the evaluation of femoral articular cartilage,respectively. It was 5.00,



5.14 and 9,57 for the BAF, HA and control groups, on the evalution of tibial
articular cartilage, respectively. In addition to these evaluations, both femoral and
tibial articular surfaces were evaluated
utilizingimmunohistochemicalexaminationby using Caspase-3, Caspase-8 and
MMP-13. While staining percentage was found to be 60- 70% with severe
staining in the control group, in the BAF and HA groups it was 30- 40% with
middle staining. The amount of apoptosis of the control group was found to be
higher than those of other groups which is the indicative of high levels of
osteoarthritis. The results were statistically evaluated using the Mann-Whitney U
test. All statistical results showed that there were highly significant differences
between the control group and other groups. On the other hand there was no
significant difference between the BAF and HA groups (P<0.01).

It was concluded that the use of BAF, which is an inert fluid, rich in
growth factors had protective effects against cartilage degenerative changes in an
experimental rabbit model and it may be therefore an alternative agent to be used

in cartilage protective therapy.

Keywords: Experimental osteoarthritis, bovine amniotic fluid, hyaluronic

acid, chondroprotective effects, histopatology



3. GIRIS

Osteoartritis (OA) eklem kikirdaginin fibrilasyonu ile baslayan, ilerleyici
ve diizensiz kikirdak kaybi, osteofit olusumu, subkondral skleroz, periartrikiiler
yapilarda ve sinovyal membranda bir dizi anormalliklerle karekterize dejeneratif
eklem hastaligidir (1,2).

Giiniimiizde OA i¢in kesin bir tedavi yontemi bulunamamistir.Hastaligin
temel patolojisi olan ilerleyici kikirdak hasarimi azaltmak i¢in ¢aligmalar devam
etmektedir.Calismalarin biiylik ¢ogunlugu deneysel OA modeli olusturulmus
hayvanlar iizerinde yapilmistir. Cesitli deney hayvanlarinda degisik metodlar
uygulanarak hangi siirede ve ne seviyede kikirdak hasar1 olustugu yapilan
caligmalarla ortaya konmustur(3).Tedavide, OA olusumunu Onleyecek,
durduracak etkenler heniiz yeterli seviyeye ulagmamistir. Uygulamada temini
kolay, tedavide etkin materyallere gereksinim vardir.

Hiyaluronik asidin kikirdak iyilesmesi ve OA ilerleyisini yavaslatici
etkileri bilinmekte ve giiniimiizde OA tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(4,5).

Ayrica yapilan birkag ¢alismada insan amniyotik sivisi, OA’daki kikirdak
hasarinin 6nlenmesinde ve kikirdak iyilesmesinde hiyaluronik aside alternatif
olarak kullanilmistir (6-8).

Bu c¢alismada, iizerinde bir¢ok arastirma yapilmis olan insan amniyotik
sivisindan yola cikilarak erisimi ¢ok daha kolay, ekonomik ve ayrica veteriner

hekimligin erisim ve kullanim sahasina uygun olan sigir amniyotik sivisinin



OA’da kikirdak doku tizerindeki etkinliginin ortaya konmasi ve yaygimn olarak

kullanilan hiyaluronik asit ile etkilerinin karsilastirilmasi amaglanmistir.

3.1. Diz Ekleminin Anatomisi

Diz eklemi (articulatio genus); femur, tibia ve patellanin katilimiyla
sakillenmis olup mentese niteliginde, diartrodial (tam oynar) bir eklemdir. Bu
eklem iki eklemi kapsamaktadir. Femur ile tibia arasindaki articulatio
femorotibialis ve femur ile patella arasindaki articulatio femoropatellaristir (9-11).

-Articulatio femorotibialis: Femurun distal ucu ile tibianin proximal ucu
arasindaki eklemdir. Eklem ¢ikintisin1 femurun condylus lateralis ve condylus
medialisi, eklem cukurlugunu ise tibianin nispeten i¢ biikey olan condylus
lateralis ve condylus medialisi olusturur. Femurun transvers yondeki bir eksen
etrafinda fleksiyon ve ekstensiyon hareketlerini yapar. Ayrica fleksiyon hareketi
esnasinda bir miktar rotasyon hareketi de yapabilir (9, 15).

-Articulatio femoropatellaris: Femur ile patella arasinda bulunan
eklemdir. Eklemin olusumuna katilan kemik sayisina gore yalin (simplex),
fonksiyon itibariyle de delabens (kizak) bir eklemdir. Eklem kapsiilii bu bolgede
genigtir ve femurun kondilleri ile patellanin sinirlarini sarar. Eklem boslugu
ozellikle at ve sigirlarda articulatio femorotibialisin eklem kapsiiliiniin

sekillendirdigi medial ve lateral keselerle istirak halinde bulunur (9).



3.1.1. Kemik Yap1
Diz ekleminin konveks olan yiizeyi femurun kondilleri, konkav olan
ylizeyi ise tibianin proximal ucu tarafindan olusturulur (Sekil 1). Ayrica ekleme

On taraftan patella da dahil olmaktadir(9,12).

3.1.1.1. Femur

Distal ucu condylus lateralis ve condylus medialis ad1 verilen iki kissmdan
olusmustur. On tarafta ise trochlea ossis femoris bulunmaktadir. iki kondil fossa
intercondylaris denilen derin bir ¢ukur ile ayrilmistir. Iki kondil arasinda enine
uzanan ¢izgiye linea intercondylaris ad1 verilir. Trochlea ossis femoris lateral ve
medialde yer alan birer labium ile bu labiumlar1 birbirinden ayiran bir oluktan

ibarettir. Patella bu olugun {izerinde kayma hareketini gerceklestirir (12,13).

3.1.1.2. Tibia

Tibia viicudun femurdan sonra en uzun ikinci kemigidir. Ekleme katilan
iist ucu condylus medialis ve condylus lateralis adinda iki biiyiik olusumdan
meydana gelir. Bu iki condylus 6n ve dis tarafinda yer alan sulcus extensorius,
arkada yer alan insicura poplitea vasitasiyla birbirinden ayrilmislardir. Her iki
kondilin iist yliziinde femurun kondilleri ile eklem yapan birer eklem yiizii yani
facies articularis proximalis bulunur. Bu iki eklem yiizii orta kesimlerden itibaren
merkeze dogru giderek yiikselen bir tiimseklik, bu tiimseklerin uglar1 da birer
¢ikint1 olusturur. Bu ¢ikintilara tuberculum intercondylare mediale ve tuberculum
intercondylare laterale ad1 verilir. Bu iki ¢ikint1 birlikte eminentia intercondylarisi

olusturur. Tibial plato da denilen bu eklem yiizlerini birbirinden ayiran eminentia



intercondylaris, femurun  fossa intercondylarisine  girer.  Eminentia
intercondylarisin Oniindeki anterior interkondiler fossada onden arkaya dogru
medial meniskiis 6n boynuzu, 6n capraz bag ve lateral meniskiis 6n boynuzu
bulunur. Posterior interkondiler fossada ise 6nden arkaya medial meniskiis arka

boynuzu, lateral meniskiis arka boynuzu ve arka ¢apraz bag bulunur (12,13).

3.1.1.3. Patella

Patella (diz kapagi kemigi), trochlea ossis femorisin 6niinde yer alan ve
ona bir eklemle baglanan bir kemiktir. Musculus quadriceps femorisin kirisine
gomiilmiis, viicudun en biiylik susam (sesamoid) kemigidir. Patellanin facies
articularis ve facies cranialis olmak tizere iki yiizli vardir. Trochlea ossis femorise
bakan yiiziine facies articularis 6ne bakan disbiikey ve piiriizlii olan ylizeyine ise

facies cranialis denir (9).
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Sekil 1.Tavsan dizekleminin 6nden sematize edilmis goriiniimii(14)

3.1.2.Kaslar
3.1.2.1. Ekstansor Kaslar
3.1.2.1.1. M. Kuadriseps Femoris

Uylugun 6n ve yan yiiziinlii orten genis, ayni zamanda kalin bir kastir

(Sekil 2). Diz ekleminin en kuvvetli ekstensor kasi olan M. kuadriseps femoris;



M. vastus lateralis, M. vastus medialis, M. vastus intermedius ve M. rectus

femoris kaslar1 tarafindan meydana getirilen uylugun dort bash kasidir (9).

3.1.2.1.1.1. M. Rektus Femoris

Femurun 6n tarafinda, M. vastus lateralis ile M.vastus medialis arasinda
yer alir. Uzun ve ig seklinde bir kastir. Area lateralis m. recti femoris ve area
medialis m. recti femoristen iki bas seklinde baslar. M. kuadriseps femorisin diger
porsiyonlarinin tendolar1 ile birlesir. Genis ve kalin bir kiris vasitast ile patellada,
hatta ligamentum patella intermedium vasitasi ile de sulcus tuberositas tibia ve

crista tibiada sonlanir (9, 15).

3.1.2.1.1.2. M. Vastus Lateralis
Femurun dis yan yiizeyinde yer alir. M. kuadriseps femorisin en biiyiik
porsiyonudur. Femurun iist kesiminin 6n ve dis yanindan baslar. M. kuadriseps

femorisin diger porsiyonlari ile birlikte patellaya ve crista tibiaya baglanir (9).

3.1.2.1.1.3. M. Vastus Medialis
Femurun i¢ yaninda yer alir. Femurun iist kesiminin i¢ yanindan baglar. M.

kuadriseps femorisin diger kisimlar ile birlikte patellada ve crista tibiada sonlanir

(9).
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3.1.2.1.1.4. M. Vastus intermedius
M. vastus lateralis ve M. vastus medialisin arasinda, M. rectus femorisin
derinliginde bulunur. Femur gévdesinin 6n ve dis yanindan baglar. M. kuadriseps

femorisin diger porsiyonlari ile birlikte patellada ve crista tibiada sonlanir (9, 15).

3.1.2.2. Fleksor Kaslar

3.1.2.2.1. Hamstring Grubu Kaslar

Uylugun arka tarafinda bulunan kaslardir. M.semitendinozus, M.
semimembranozus ve biceps femoris kaslarina “hamstring grubu kaslar” adi
verilir (Sekil 2). M.semitendinozus, M. sartorius ve M. gracilis kaslar1 pes
anserinusu (kaz ayagi) olusturarak, tibianin condylus medialisine yapisirlar. Bu
kaslardan biceps femorisin kisa basi disinda tiimiiniin innervasyonu N. tibialis
tarafindan saglanir. M.biceps femorisin kisa basi ise N. peroneus kommunis
tarafindan innerve edilir (12,13,15).

Hamstring grubu kaslar iki ayr1 eklem iizerinden gegtiklerinden kalca
eklemi aracilig ile uyluga ekstensiyon ve diz eklemi araciligi ile bacaga fleksiyon
hareketi yaptirirlar. Dize olan etkileri kalga ekleminin pozisyonuna baglidir(12,
15).

Kalga fleksiyonda iken kaslarin baslangic ve bitis noktalar1 arasindaki
uzaklik giderek artar. Kas uzadikca gerileceginden kalca fleksiyonda iken diz

fleksorii olarak etkisi artar (12,15).
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3.1.2.2.2. M. Popliteus
Tibianin arkasinda ve derinde yer alan bir kastir. Femurun dis kondilinin
yanindan baglar. Tibianin arka yiiziindeki linea m. popliteide sonlanir. Articulatio

femorotibialisin fleksoriidiir ve N. tibialis tarafindan innerve edilir (9).

3.1.2.2.3. M. Gastroknemius
Bacagin arka tarafinda yer alan kalin bir kastir.Medial ve lateral baslari
femoral kondillerin arka yiiziinden ¢ikar soleus kasini da i¢ine alarak, asagida asil

tendonunu olusturup kalkaneusa yapisir ve diz eklemine fleksiyon yaptirir (9,12).

3.1.2.2.4. M. Plantaris
Femur kondilinin st dis kismindan koken alip, ince bir tendon halinde

gastroknemius kasinin igteki basi altinda ilerler (12).

3.1.2.3. Rotasyon Yaptiran Kaslar

Diz eklemi, rotasyon hareketini fleksiyon ve ekstensiyona kiyasla ¢ok daha
kiicik bir eklem hareket agikliginda gergeklestirir. Bu hareket sirasinda
meniskiisler, femurun condyluslariyla birlikte tibianin iist eklem yiizii boyunca

hareket eder (12,13,15).

3.1.2.3.1. ice Rotasyon Yaptiran Kaslar

Diz ekleminin ige rotasyonunu saglayan kaslar; M. popliteus, M.

semitendinozus, M. semimembranozus, M. sartorius ve M.gracilistir (12).
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3.1.2.3.2. Disa Rotasyon Yaptiran Kaslar
Diz ekleminde disa rotasyonu gergeklestiren kaslar; M. biceps femoris ve
tensor fasia lata’dir. D1 rotasyon esnasinda capraz baglar gevsediginden dolay1

diz ekleminde dis rotasyon hareketi i¢ rotasyona gore daha fazla olmaktadir

(12,15).

Sekil 2. Tavsan diz eklemi gevresinde bulunan kaslarin goriiniimii(16)
1, m. rectus femoris; 2, m. pectineus; 3, m. gracilis; 4, m. adductor; 5, m.

sartorius; 6, m. semimembranosus; 7, m. vastus medialis 8, m. semitendinosus; 9,
m.gastrocnemius, 10, m. flexor digitorum superficialis; 11, m. popliteus.
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3.1.3. Meniskiisler

Meniskiisler,femur ve tibia arasindaki kondiller arasindaki uyumu
saglayan ve eklem yiizeyini derinlestiren fibrokartilajinéz yapida ve yarimay
seklindeki yapilardir. Tibial platonun iigte ikilik eklem yiiziinii 6rtecek sekilde ve
merkeze dogru incelerek seyrederler. Medial ve lateral olmak {izere iki adet
meniskiis bulunur. Karsilagilan basinca direng gosterecek bigimde yogun, siki
orgii seklinde kollajen liflere sahip elastik yapilardir. Birbirine doniik iki adet C
harfine benzeyen ve kesit yiizeyi iliggene benzeyen bu yapilar, baglarla
interkondiller bolgeye ve eklem kapsiiline siki bir sekilde yapismistir.
Meniskiisiin periferik kisimlar1 kalin ve konveks bir yap1 gosterir, i¢ tarafa dogru
giderek incelir ve i¢ kisimlar serbesttir. Proksimal kisimlari i¢biikey olup femur
kondilleri ile temas halindedir (12, 17-19).

Cogunlukla avaskiiler, anéral ve alenfatiktirler ancak kemige yapistiklari
yerde damarlanma gosterirler. Bundan dolayr eklem kikirdaginin aksine
dejenerasyona ugradiklarinda bir miktar kendi kendilerini tamir edebilirler
(11,20).

Meniskiisler temas ylizleri arasindaki anatomik farkliliklar telafi ederken
eklem arasindaki boslugu doldurarak, hareket genisligini arttirir ve basincin esit
bir sekilde dagilmasina olanak saglarlar (12).

Medial meniskiis, C seklinde olup kenarlar1 dis meniskiise gore daha
kalindir. Tibia ve eklem kapsiiliine ¢ok siki sekilde baglanmistir. Bundan dolay1

medial meniskiis daha az hareketlidir ve bu ylizden daha ¢ok tahribata ugrar (12).
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Lateral meniskiis, medial meniskiise gore daha dairesel yapidadir ve eklem
yiiziinlin neredeyse tamamini Orter. Lateral meniskiis, medial meniskiise kiyasla

daha hareketlidir ve bundan dolay1 daha az yaralanir (17-19).

3.1.4. Capraz Baglar

On ¢apraz bag ve arka ¢apraz bag olmak iizere iki adet ¢apraz bag bulunur.
Bu yapilar, ¢ok iyi organize olmus kollajen matriksten olusur. Capraz baglar diz
ekleminin stabilitesinin saglanmasima ve tibianin femur {izerinde antero-
posterioryondekideplasmaninin 6nlenmesine yardim eder (11,21).

3.1.4.1. On Capraz Bag (OCB)

Tibia eklem yiizeyinde eminentia interkondillarisin 6n ve lateralinde yer
alan fossadan ¢ikarak, cranio-medialyonde eklemi g¢aprazlayip lateral femoral
kondilin medial yiiziinde ve posterioriinde bulunan fossaya yapisir (Sekil 3). On
interkondiler fossa, medial meniskiis ve 6n tibial ¢ikint1 ile iliskilidir. On ¢apraz
bag diz ekstensiyon halinde iken eklemin rotasyonunu kisitlar. Primer gorevi

tibianin 6ne deplasmanini engellemektir (12,22,23).

3.1.4.1.1. On Capraz Bagin Gérevleri

* Diz eklemi fleksiyon durumundayken, tibianin femur tizerinde One
kaymasini engeller.

* Diz ekleminin hiperekstensiyonunu engeller.

* Diz ekleminin ige ve disa rotasyonunu engeller.

* Genu varum ve genu valgus olusumlari sinirlayan ikinci dnemli unsurdur

(24,25).
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3.1.4.2. Arka Capraz Bag (ACB)

Tibianin eklem ylizeyinde interkondiler fossadan baslar ve cranio-medial
yonde ilerleyip femurda medial kondilin lateral ve posterior yiiziine yapisir.
Bircok arastirmaci tarafindan, ACB’nin OCB'den iki kat daha fazla kuvvetli
oldugu ve diz eklem rotasyonunun merkezi ekseninin yakinina yapismasi
nedeniyle de dizin statik stabilizatorii oldugu goriisii kabul edilmektedir. Primer
fonksiyonu tibianin posterior translasyonunu engellemektir (11,26). Dizin
fleksiyonu sirasinda olusan “femoral yuvarlanma hareketi” arka capraz bagin

sayesinde meydana gelmektedir(24).

3.1.4.2.1. Arka Capraz Bagin Gorevleri

Arka ¢apraz bag; tibianin femur iizerindeki arka (caudal) cekme hareketini
sinirlandirarak, diz ekleminin hiperekstensiyona engel olur. Ayrica arka capraz
bag, on capraz bag ile birlikte diz ekleminin 6n-arka stabilitesini saglar ve tibianin

ige ve disa rotasyonunu sinirlandirir (24, 27-29).

3.1.5. Eklemin Dis Baglari

3.1.5.1. Ligamentum Patella

Patella ile tibia arasinda uzanan bagdir. Hareketin femoral bodlgeden
tibiaya iletilmesinde dolayisiyla lokomasyonda ayrica bacagin statiginde cok
onemli rolii vardir (9).

3.1.5.2. Ligamentum Collaterale Laterale

Femurun epicondylus lateralisi, tibianin condylus lateralisi ile caput fibula

arasinda uzanan ve M. popliteus’u orten kisa bir bagdir (9,30). Ayrica bazi hayvan
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tirlerinde oldugu gibi tavsanlarda, ligamentum collaterale lateralenin biraz
cranialinde ve eklemin o6n tarafinda femurun condylus lateralisten orjin alan

extensor digitorum longus tendonu da eklem dis1 baglar arasinda yer almaktadir

(30).

3.1.5.3. Ligamentum Collaterale Mediale
Femurun epicondylus medialisi ile tibianin condylus medialisine tutunur.
Uzun ve genis bir bagdir. Dikey seyirlidir, ayn1 zamanda meniscus medialise de

yapisir (9, 15).

- Condylus
Cranial Cruciate » Femoris
Ligament ’

Extensor Digitorum

Patellar Tendon
Longus Tendon

Meniskiis

Sekil 3. Tavsan diz ekleminin ligament ve tendolarinin 6nden gériiniimii
3.1.6. Bursalar
Dizi gevreleyen muskulotendindz yapilarin, hareket esnasinda asir1 basing

ve siirtiinmesini 6nlemek amaciyla icerisinde sinovyal sivi bulunan keseciklerdir.
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Eklem bosluguyla iligkili olan bursalar; suprapatellar bursa, prepatellar bursa,
infrapatellar bursa, medial ve lateral gastroknemius baslar1 altindaki bursalar,
semimembranosus bursasi, pes anserin bursa, iliotibial bant altindaki bursa, dis
yan bag ve eklem kapsiilii arasindaki bursa, biceps bursasi, i¢ yan bagin ylizeyel
ve derin tabakalar1 arasindaki bursa, medial gastroknemius bursasi ve

suprapatellar bursadir (11,12,31,32).

3.1.7. Eklem Kapsiilii

Diz ekleminin kapsiilii, iyi innerve olan bir yapidir. Femoral trochleadan
proksimal olarak uzanir, suprapatellar posta sonlanir. Bu genis hacimli kavite
genellikle suprapatellar plika admi alan transvers fibroz band ile kesilir.
Suprapatellar plikanin superomedial kismi, medial patellar plika ile karisir. Distal
olarak medial oluga ve infrapatellar yag yastigina uzanir.Medial patellar plika,
patellanin medial yiizii ile medial femoral kondil arasinda sikistiginda veya
koptugunda yangilanabilir (33,36).

Eklem kapsiilii tibiada, popliteal tendonun gectigi bolge disinda artikiiler
bolgelere, arkada ise kikirdak kenarina daha yakin bir yerden yapisir. On tarafta
kapsiil ¢ok incedir. Infrapatellar yag yastik¢igi ile sinovyumdan ayrilir. Kapsiil
patella tlizerinde kuadriseps tendonuna derince uzanan ve patellanin list kutbu

tizerinde, biiyiik suprapatellar boliim ile iliskilidir (34-36).
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3.1.8. Sinovyal Zar

Diartrodial eklemlerin kikirdak ve meniskiisleri disindaki tiim eklem
yiizeylerini, bazi1 tendon kiliflarin1 ve bursalar1 6rten yumusak ve vaskiiler bir bag
dokudan olusur. Sinovyal membran epitel yapida degildir ve bazal membrani
bulunmaz. Sinovyal doku oldukga aralikli dizilmis yiizeysel hiicre tabakasi ve
intima olarak bilinen 6zellesmis matriksle bunlarin altinda yer alan damardan ve
Ozellesmis fibroblastlardan zengin subintimal dokudan olusur.

Sinovyal zar birgok yangisal olayin gelistigi dnemli bir dokudur.Sinovyal
zar dizde kondiller arasinda ve c¢evresindeki eklem  boslugunu
kapsar.Patellofemoral eklemi icerecek sekilde patellanin arkasindan yukari dogru
uzanir ve kuadriseps femoris tendonu ile femur arasinda suprapatellar bursa ile
birlesir. Eklem boslugunun girintili kisimlar1 da sinovyal membran tarafindan

dosenmistir (35,38).

3.1.9. Sinovyal Siv1

Tiim sinovyal eklemlerde bir miktar sinovyal sivi bulunur. Sivi, eklem
araliginin tim bosluklarini doldurarak ¢ok 6nemli olan yaglama gorevini yerine
getirir. Normal sartlarda sivi parlak saman sarisi renkte, berrak ve ¢ok kivamli bir
yapidadir. Igerdigi hiicrelerin 6nemli kism1 lenfositlerden, digerleri ise polimorf
ve monosit-makrofajlardan olusmaktadir. Bu sivi, plazmanin sinovyal dokuyu
gecerek, sinovyal aralia gelen bir filtrati niteligindedir. Sinovyal dokudan
gecerken igine sinovyal hiicreler tarafindan tiretilen hiyaluronik asit de ilave edilir.
Kiiciik molekiil agirlikli maddeler kolaylikla plazmadan sinovyal siviya gecerken,

bliyiik molekiil agirlikli maddelerin gec¢isi daha zordur ve bu gec¢is molekiiliin
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agirhg ile ters orantilidir. Bundan dolayr biiyilk immunglobiilinler,
makroglobiilinler vb. sinovyal sivida ¢ok az miktarda bulunur. Bunun yaninda
glukozun bu siviya transferinde 6zel bir durum vardir. Glukoz, 6ncelikli olarak
transfer edilir. Glukoproteinler ve lipidler de sinovyal siviya geger. Ayrica lipidler
icinde eriyebilen maddelerin sinovyal siviya kolayca gecgebildigi bilinir.
Elektrolitler, oksijen ve karbondioksit de kolaylikla sinovyal siviya

gecebilmektedirler (37).

3.1.10. Kikirdak Doku

Kikirdak dokudaki geng¢ hiicrelere kondroblast, olgun hiicrelere ise
kondrosit adi verilir. Kondrositler matriks (temel madde) ig¢inde tek tek ya da
birkag adedi bir araya gelerek gruplar halinde bulunurlar. Bag dokuda oldugu gibi
kikirdak dokuda da dayanikliligi saglayan olusumlar, biiyiik 6l¢iide bag dokusu
iplikleridir. Bu ipliklerin tiir, miktar ve tertiplenme durumlar ii¢ tiirde kikirdak

dokusunun ortaya ¢ikmasina neden olur (38).

3.1.10.1. Kikirdak Tipleri

3.1.10.1.1. Hiyalin Kikirdak

Organizmada en ¢ok bulunan kikirdak tipidir. Matriksinde tip 2 kollajen
fazladir. Hiyalin kikirdak ¢ok az biikiilebilir fakat basinglara karsi son derece
dayanikhidir. Kikirdak ana maddesi bazofil karakterdedir. Bunun hiicreleri
sinirlandiran boliimii diger kisimlara kiyasla daha da bazofiliktir. Bu kisma hiicre

kapstilii denir. Temel maddenin hiicre kapsiiliinii olusturan bélgelerinde kollagen
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iplikcikler daha ince ve seyrek, sekilsiz temel madde ise daha boldur. Bu durum,
bazik boyalarla hiicre kapsiiliiniin daha koyu boyanmasina neden olur (38).
Kikirdak hiicreleri fazla su igerirler. Bundan dolayr da preparat
hazirlanmas1 sirasinda fazla biiziillirler; sitoplazmalar1 dalli budakli, hatta yildiz
sekilli bir hal alir. Hiicre yiizeyi ile hiicre kapsiilii arasinda dogal olmayan bir

bosluk belirir (38).

3.1.10.1.2. Elastik Kikirdak
Elastik kikirdak, basinglara karsi hiyalin kikirdak kadar direncli degildir
fakat ¢ok daha fazla biikiilebilir. Az miktardaki tip 2 kollajene ek olarak bol

miktarda elastik iplik¢iklerden olusur (38).

3.1.10.1.3. Fibroz Kikirdak

Bu tiir kikirdak, diizensiz siki bag dokusunun kikirdak dokusuna doniismiis
seklidir. Viicudun biiylik zorlamalar ile karsi karsiya kaldigi yerler ile agirlik
tastyan bolgelerde bulunur. Ag seklinde oOriilmiis tip 1 kollajen iplikcikleri
igerirler (8,38,39). Eklem kikirdagi cogunlukla o6zellesmis hiyalin kikirdak
yapisindadir. Mikroskobik olarak ana bileseni matrikstir. Bu madde eklem
kikirdaginin yapisindaki tek hiicre tipi olan kondrositleri c¢evreler. Matriksin
yapisinda su, kollajen, proteoglikanlar, glikoproteinler ve c¢esitli proteinler

bulunur (8,39).
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3.1.10.2. Eklem Kikirdag

Eklem kikirdagi birka¢ milimetrelik kalinligina ragmen olaganiistii
mekanik 6zelliklere ve dayanikliliga sahiptir. Diizgiin yiizeyli ve basinglara karsi
dayanikli, distik strtiinmeli, yiiksek kayganlikta ve sok emici olmasindan 6tiiri
kemiklerin rahat hareket edebilmelerini saglayan yiizeyler olusturur (8,38,39).

Kikirdaklarda kan ve lenf damarlar1 ile sinirler bulunmaz, bu nedenle
eklem kikirdaklarinda gerekli olan besin maddeleri ve oksijen difiizyon ile
sinovyal s1vidan saglanir (38).

Eklem kikirdagi yap1 ve igerik bakimindan farkli dort tabakadan olusur
(Sekil 4):

1- Yiizeysel tabaka

2- Orta (Gegis tabakast) tabaka

3- Derin tabaka

4- Kalsifiye tabaka

Biitiin bu tabakalarda; kollajen liflerin sekilleri, boyutlari, dizilimleri,

kondrositlerin sekilleri, matriksin proteoglikan ve su igerikleri degisiklik gosterir

(8,39).
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derin kolonlar halinde
aragizgi dizili
(tidemark) ™ -
kalsifiye hacimce daha
kuguk hucreler

== >

mezenkimal kék hticreler

Sekil 4.Eklem kikirdaginin histolojik yapis1(40)

3.1.10.2.1. Yiizeysel Tabaka

Bu tabaka hacimsel olarak kikirdagin en kiigiik tabakasidir. Yizeysel
tabakada kollajen lifler ylizeye paralel olarak seyrederler, kondrositler yap1 olarak
yass1 hiicrelerdir ve ylizeye paralel olarak dizilirler (8,39,41,42). Bu nedenle
yiizeysel tabaka kompresyon kuvvetlerinden ziyade, horizontal makaslama
kuvvetlerinin karsilanmasinda rol oynar (8,41). Burada bulunan kondrositler, bazi
kayganlastirici proteinler {iretip, eklem araligmma salgilayarak, kikirdaktaki
slirtinme ve asinmay1 azaltirlar (8,41). Yiizeysel tabaka matriksi; proteoglikan

orani en diisiik, su orani ise en yliksek matrikstir (39,42).
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3.1.10.2.2. Orta Tabaka

Bu tabaka ise kikirdagin hacimsel olarak en biiylik tabakasidir. Daha genis
ve diizensiz bigimdeyerlesmis kollajen liflerin yani sira buradaki kondrositler
yuvarlak yapidadir. Elektron mikroskopla alinan goriintiilerde bu bolgelerdeki
kondrositlerin daha biiyilk endoplazmik retikuluma, golgi cisimcigine ve
mitrokondrilere sahip oldugu gosterilmistir (8,39,41). Bu tabakadaki hiicreler
baski altinda hacimlerini azaltirken, kollajen lifler de kompresyon kuvvetlerinin
gelis yoniine gore uyum gosterebilirler. Bu yap1 ¢arpma kuvvetlerinin hizlarinin
azaltilmasinda ve ortaya cikan enerjinin emilmesinde bir yastik gorevi gorerek;

kikirdagin dayanikliligin arttirir (8,42).

3.1.10.2.3. Derin Tabaka

Bu tabakadaki kollajen lifler diger tabakalardaki liflere gore daha genis
yapidadir. Lifler eklem yiizeyine dik olarak yerlesmislerdir. Proteoglikan
yogunlugu en yiiksek, su yogunlugu ise en az olan katmandir. Hiicreler yuvarlak
yapida olup yilizeye dik sekilde ikiserli ve dorderli kolonlar olusturacak tarzda
dizilmiglerdir. Hiicrelerin olusturdugu bu yapiya kondron adi verilir (39,41-43).
Kondronlar ve kollajen lifler ylizeye dik olarak yerlestiginden; bu tabakanin

vertikal kompresyon kuvvetlerinin karsilanmasindaki rolii biiyiiktiir (8,42).

3.1.10.2.4. Kalsifiye Tabaka
Subkondral kemigin hemen iizerinde bulunan tabakadir. Derin tabakadan
tidemark ad1 verilen su igerigi fazla olan bazofilik bir kisimla ayrilir. Bu sert bolge

alttaki kemikten gelen besleyici damarlarin gegisini engeller. Bu tabakada
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hiicreler daha kiigiiktiir ve sadece birka¢ organel igerirler. Bu tabakanin esas

gorevi alttaki kemik doku ile biyomekanik baglantiyr saglamaktir (8,39,42).

3.1.10.3. Kondrositler

Eklem kikirdaginda bulunan tek hiicre tipi kondrositlerdir. Biitiin
kondrositler kendi {irettikleri matriks tarafindan g¢evrilmislerdir (39). Hiicreler
matriks i¢inde kendilerine ait bosluklarda bulunurlar. Hiicre ve yerlestigi bu
bosluga lakiina adi verilir. Hiicreleri ¢eviren matriks ana matriksten tip 4
kollajenden olusan bir ag ile keskin bir sekilde ayrilir (42).

Kondrositler mezengimal hiicre kokenlidirler. Temel gorevleri matriksin
sentezini, sekillenmesini ve yapim yikim dengesini ayarlamaktir (43). Iskelet
biliylimesi tamamlandiktan sonra nadiren boéliiniirler, metabolik olarak aktiftirler
ve cevresel uyarilara, biiylime faktorlerine, interlokinlere, degisik farmakolojik
maddelere yanit verebilirler. Mekanik yiiklere, hidrostatik ve osmotik basing

degisikliklerine kars1 duyarhidirlar (39).

3.1.10.4. Matriks

Matriksin miktar olarak en biiylik bileseni sudur. Kollajen ve
proteoglikanlar 1iki ana yik tasiyan molekiillerdir. Bunlarin disinda
glikoproteinler, degisik proteinler ve fosfolipidlerde matriksin yapisinda
bulunurlar.Kollajen, matriksin ana yapisal molekiilleridir. Kondrositler tarafindan
bir¢ok kollajen tipi sentez edilir. Kollajen lifleri ayrica; olusturduklar ag yapisi ile
bliylik proteoglikan molekiillerini aralarinda hapsederek kikirdagin sok emici

ozelliginin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynarlar (39).
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Ayrica matrikste bir¢ok proteaz ve hiyaluronidaz bulunur. Bunlardan
lizozim kikirdaga giren mikroorganizmalara kars1 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 (38).

3.2. Diz Eklemin Biyomekanigi

Diz ekleminin hareketleri iki yonliidiir. Transversal diizlemde, fleksiyon ve
ekstensiyon hareketlerini yaparken; longitudinal diizlemde tibia rotasyonel
hareketlerini yapar. Bu rotasyonel hareketler, diz ekleminin hareket agis1 ve diz
ekleminin baglarinin maksimum hareket sinirlar1 ile kontrol altinda tutulur
(30,45).

Diz ekleminin normal durus pozisyonundaki fizyolojik eklem agis1
105°-160°, fleksiyon hareketinde 65°— 90°, ekstensiyon hareketinde ise 35°— 60°
dir (30,45).

Diz ekleminin ekstensiyon pozisyonunda, ¢apraz baglar gergin oldugu i¢in
ice ve disa rotasyon hareketi gerceklesmez. Diz eklemine ve tarsal ekleme 90°
fleksiyon hareketi yaptirildigi zaman, tibia 10°— 20° disa (eksternal) ve 35°— 40°
ice (internal) rotasyon yapmaktadir. Tibianin, 20° disa (eksternal) ve 40° ice
(internal) rotasyonu disinda olusabilecek agilar patolojik olarak degerlendirilir ve
diz ekleminin instabilitesini tanimlar (25,26,30,45).

Femurun distal eklem yiizeyi, tibianin platosuna gore daha genistir. Diz
eklemine gelen yiikiin siddetine gore meniskiisler belirgin formlar alirlar ve
eklemde olusan fleksiyon, ekstensiyon ve rotasyon hareketlerine eslik ederler.

Meniskiisler diz ekleminin ekstensiyon hareketinde kendi anatomik baglantilari
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Olclistinde kalirlar. Fleksiyonda ise medial meniskiis, medial (tibial) kollateral
baga ve eklem kapsiiliine siki bir baglantis1 olmasi nedeniyle, lateral meniskiise
gore daha az yer degistirir (25,30,45,46).

Femur kondillerinin asimetrik yapis1 nedeniyle medial ve lateral
kondillerin hareketleri birbirlerinden farklidir. Lateral kondil medial kondilden
daha fazla yuvarlanir. Ekstensiyon ilerledik¢e femur lateral kondilinin artikiiler
ylizeyi biter ve hareket on ¢arpraz bag ile sinirlanir. Bu sirada daha biiylik ve daha
az egri olan medial kondil hareketine devam eder. Bu asimetri nedeniyle dizin
lateral kompartmani Once ekstensiyona gelir. Ekstensiyonun sonunda femur
mediale doner, tibia dis rotasyon yapar ve lateraldeki baglarin gerilmesine yol
acar. Buna ‘screw-home’ (vida—yuva) hareketi denir. Carpraz baglarin

yoklugunda bu hareket gézlenmez (12,13,47,48).

3.3. Eklem Lubrikasyonu
Eklemlerin lubrikasyonu biiytik bir glikoprotein molekiilii olan hyaluronat
iceren sinovyal sivi ile saglanir. Sinovyal eklemlerin lubrikasyonunda gorev alan

en az oniki farkli mekanizma olmakla birlikte ¢ogu iki ana tipte toplanir(11, 44).

3.3.1. Stv1 Film (ince Tabaka) Lubrikasyonu

Kikirdak eklem yiizleri bir sinovyal sivi filmi ile birbirinden ayrilir. Sivi
film lubrikasyonu farkli bigimlerde olabilir.

a)Sikistirma lubrikasyonu: Hiperhidrate kikirdaktan sizan sivi, kikirdak

yiizleri arasinda sikigarak yiizlerin birbirine temas etmesini engeller.

27



b) Desteklenmis lubrikasyon: Kikirdak yilizeyindeki ondulasyonlarda
toplanan siv1 birikintileri sikistirilir.

¢) Hidrodinamik lubrikasyon: Kalin sinovyal sivi filmi kikirdak yiizlerini
ayirir. Bu mekanizma, muhtemelen hareketin baglangicinda ve bitisinde rol oynar

(44).

3.3.2. Simirlayici Lubrikasyon

Sivi film lubrikasyonu mekanizmasi en iyi agir yiik altinda isler. Clinkii
hafif yiikk altinda pek az sikistirma olacagindan eklem yiiziine ¢cok az sivi
sizacaktir. Oysaki eklemler genellikle hafif yiik altinda hareket ederler. Bu
durumda ikinci bir yaglanma mekanizmasi olan sinirlayict mekanizma ¢alismaya
baslar. Ozel lubrikan molekiiller, muhtemelen hyoluronat, kikirdak yiizeyine
tutunarak yiizlerin birbirine temas etmelerini engeller. Eklem hareketleri sirasinda
hem biiyiik, hem diisiik yiiklenmelerde, hizli ve yavas hareketlerde, bu

lubrikasyon mekanizmalarindan bir kagi birlikte rol oynar (44).

3.4. Artritis

Aurtritis kisaca eklem yangisi olarak tanimlanir.Bozukluk eklemi olusturan
dokulardan  birini, birkagint  veya hepsini kapsayabilir  (49).Sigircilik
isletmelerinde; biiyiikk ekonomik kayiplarin nedenlerinin basinda topalliklarin
geldigi, topalliklarin 6nemli bir kismiminda eklem hastaliklarindan ileri geldigi
bildirilmistir  (50-52).Yapilan bir c¢aligmada 1994-1998 willar1 arasinda
muayeneye getirilen sigirlarin %61’inde topalligin, eklem hastaliklarindan

kaynaklandig1 bildirilmistir (52).
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Artritisler 1iki ana grupta simiflandirilir; belirgin  eklem kikirdagi
yikimlanmalarinin goriildiigi dejeneratif artritisler ve belirgin sinovitisin temel
patolojik bulgu oldugu yangisal artritislerdir(56).

A. Yangisal Olmayan Eklem Hastalig1 (dejeneratif eklem hastaligi)

1. Osteoartritis; Primer osteoarthritis, Sekonder osteoartritis
2. Travmatik Artritis
3. Hemofilik Artritis
4. Noropatik Artritis

B. Yangisal Eklem Hastalig1

1. Enfekte Eklem Hastaligi; Bakteriyel (septik) Artritis, Fungal Artritis,
Viral Artritis

2. Non-enfekte Yangisal Eklem Hastalig1 (immun kaynakli)

a. Eroziv Artritis; Romatoid Artritis, Periostal Proliferatif Poliartritis

b.Non-erosiv Aurtritis; Sistemik Lupus Eritematozus,
Poliartritis/Polimyositis, Poliartritis/Meningitis, Irka Bagli Yangisal Artritis
Sendromu

3. Kristal Etkisine Bagli Artritisler: Gut, Pseudogut, Hidroksiapatit

4. Digerleri; ilag Etkisi, Asilama Reaksiyonu, Plazmatik/Lenfositik Gonitis

(53-56)

3.4.1. Osteoartritis
Osteoartritis, (dejeneratif eklem hastaligi, hipertrofik artritis ve
osteoartrosis) eklem kikirdaginin fibrilasyonu ile baslayan, ilerleyici ve diizensiz

kikirdak kaybi, osteofit olusumu, subkondral skleroz, periartrikiiler yapilarda ve
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sinovyal membranda bir dizi anormalliklerle karakterize dejeneratif eklem
hastaligidir (1,2). Tim evcil hayvanlarda ve laboratuvar hayvanlarinda da bu
hastalik goriilmektedir (57,58). Ayrica OA, kopeklerde goriilen en énemli eklem
hastaliklarindandir. Kopeklerde topalliklarin yaklagik %37’sinin OA’dan ileri

geldigi bildirilmektedir (59-61).

3.4.1.1. Etiyoloji

Osteoartritis; primer (idiopatik) ve sekonder olmak fizere ikiye ayrilir
(62,63). Bircok olguda OA’nin hangi nedenden olustugu tam anlamiyla
aciklanamamistir. Cevre faktorleri, genetik duyarlilik, endokrin ve metabolik
durum, hastanin biinyesi ve travmatik yaralar hastaligin nedenleri arasinda
sayilabilir (64).Uzun siire tekrarlayan eklem fonksiyonlar ile eklem kikirdag: ve
subkondral kemigin yapisal olarak zedelenmesi OA’y1 olusturur (62, 65).

Primer OA; c¢klem kikirdaginin  biyomateryal  o6zelliklerinde
(glikozaminoglikanlar) 6nemli bir defekt oldugu durumlar1 ve OA’nin baglagicini
ifade etmektedir(57).

Sekonder OA; kikirdak iizerine etki eden anormal stres, enfeksiyon,
immun kokenli yangi, osteokondrosis veya kristal artropati gibi hastaliklarin
sonucu olarak olusabilmektedir. Ayrica beslenme hastaliklari, travma ve gelisim
bozukluklari ile diger nedenlere bagl olarak sekillenir (62,63).

Etiyolojik nedenler arasinda yas, cinsiyet, itk ve genetik endojen risk
faktorleri yer alir. Fazla kilo, eklemin asir1 hareket etmesi ve zorlamalar ile
anormal eklem sekli eksojen risk faktorleri arasinda gosterilir. Yasin ilerlemesi

OA gelisiminde en onemli risk faktorlerindendir. Yaralanma veya kikirdagin
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matriksindeki kaybin, yenileme ve tamir yetene8ine sahip kondrositlerin
duyarhilik kaybindaki artistan olabilecegi bildirilmistir (60,62,66,67). Ayrica
yaslanan kikirdak matriksi mikro darbelere karsi daha fazla duyarli hale gelir ve
hiicrelerin yenileme ve tamir etme mekanizmalar1 artan bu hassasiyet karsisinda
yetersiz kalir. Bunlara ek olarak hafif bir kondroplazi olusumuna ve OA'nin erken
baslangicina yol acan genetik nedenlerin hastaligin olusumuna neden oldugu

bildirilmistir (62,68).

3.4.1.2. Patogenez

Normal bir eklemde kikirdak yapimi ve yikimi arasinda dinamik bir denge
bulunmaktadir. OA gelisen eklemlerde ise bu denge, yikim lehine
bozulmustur.OA’nin patogenezinde rol oynayan temel faktor; kikirdakara
maddesi olan matriksin bozulmasidir. Kikirdaktaki proteoglikan igerigi azalirken,
su igerigi artar. Bu degisiklige yanit olarak kondrositler tamir olaymi
gerceklestirmek i¢in ¢ogalarak, kaybedilen ara maddeyi yerine koymaya calisirlar.
Ancak wuyarilan kondrositler ayni zamanda pargalayici enzimleri de
salgiladigindan aciga c¢ikan enzimlerle ve sinovyal enzimlerin de isin igine
girmesiyle proteoglikanlarda siirekli bir kayip olur ve matriks yikimi ilerleyerek
devam eder (69-74). Proteoglikan kayb1, kikirdagin yiizeye yakin bolgesinde lokal
sisme ve yumusama kikirdak harabiyetindeki ilk bozukluklardir (11). Bu olaylari
sinovyal s1vidaki hiyaluronik asit miktarindaki azalma takip eder (8, 76).

OA’li hastalarda, kaspaz-3 ve kaspaz-8’inde i¢inde bulundugu bazi
kaspazlarin (cysteinly aspartate- specific proteinases) miktarlarinda da artis

gozlendigi bildirilmistir (75).
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Ayrica OA’da kikirdak doku iizerine binen yiiklerin etkisi ile kondrosit ve
sinovya kaynakli IL-1 (interlokin-1) ve TNF-a (Tiimdr nekroz faktdr-o)
sentezinde ve bu sitokinlerin reseptor sayilarinda artis olur. IL-1 ve TNF-a hem
kendilerinin hem de IL-6 (interlékin-6), IL-8 (Interlokin-8), PGE2 (Prostoglandin
E2) gibi kikirdak hasarimi arttiric1 etkileri olan diger sitokinlerin sentezini uyarir.
Eklem sivisinda PGE2 (Prostoglandin E2) ve LTB4 (Lokotrien B4)
konsantrasyonlarinda yiikselme olur. Tiim bu sitokinlerin etkisiyle kikirdak
yikiminda rol oynayan MMP-3 (Stromelisin), MMP-2, MMP-9 (Jelatinazlar),
MMP-1, MMP-8 ve ozellikle MMP-13 (Kollajenazlar) gibi metalloproteinaz
enzimlerinin sentezinde ve saliniminda artis olur. MMP’ler kendi sentezlerini
arttirirken, inhibitorleri olan TIMP-1’in (Metalloproteinaz doku inhibitorii)
sentezini ise azaltirlar (75,76).

OA’da IL-1 ve TNF-a vasitasiyla sentezinde artis olan bir diger madde de
nitrikoksittir. Nitrikoksit de; matrikste kollajen ve proteoglikan sentezini
azaltarak, MMP sentezini arttirarak ve Ozellikle yiizeyel kikirdak tabakasindaki
kondrosit apopitozisini uyararak kikirdak yikimindaki bu kisir dongiiye yardim
etmis olur (76).

Kondrositler bu yikim olayina cevap verebilmek ic¢in proteoglikan
sentezini arttirirlar ancak bu artis yikimi karsilamaya yeterli gelmez. Proteoglikan
sentezindeki artig 6zellikle orta ve derin tabakalarda oldugundan; yiizeysel tabaka

hasardan ilk etkilenen ve proteoglikan kaybi1 en fazla olan tabakadir (8, 76).
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3.4.1.3. Klinik Bulgular

OA mevcut diger eklem hastaliklarinda goriilen benzer klinik bulgulari
gosterir (67). OA’lh eklemin fiziksel muayenesinde; palpasyonda agri ve zorla
yapilan fleksiyon ve ekstensiyon hareketleri sirasinda kiriklar meydana gelebilir.
Eklem hareket ederken bazen krepitasyon duyulabilir ve eklemin hareket
araliginda sik sik rediiksiyon gergeklesir (63,67). Nadirde olsa diz eklemi igerisine
bir osteofit parcasinin diismesi, kikirdagin tibia ile femur arasindaki aralikta
sikismas1 sonucu eklemin kilitlenmesine sebep olabilir (77). Ilerlemis olgularda
cogu kez osteofitik cikintilardan kaynaklanan dizde diizensiz sisliklerle

karsilasilabilir (44).

3.4.1.4. Teshis

Beseri ve veteriner hekimliginde OA i¢in en 6nemli sorun hastaligin erken
donemde teshis edilmemesidir. Radyolojik degisiklikler OA’nin teshisinde
standart olarak g6z Oniinde tutulabilirler (62,68). OA i¢in tanisal bir laboratuar
bulgusu bulunmamaktadir. Eritrosit ve sedimentasyon hizi, rutin kan sayimlari,
idrar tetkiki ve kan biyokimya testleri normal sonug verir (24,78).

Rutin olarak dizin anterio-posterior ya da posterio-anterior radyografileri
ile lateral radyografilerini incelemek ¢ogunlukla yeterli olmaktadir.
Radyografilerin degerlendirilmesinde; eklem kenarini ¢evreleyen sklerotik kemik
degisikliklerine, eklem kenarindan disariya uzanan osteofitik liremelere, eklem
araliginin daralmasima, subkondral kemik kistlerine ve kemik uglarindaki

destriiktif degisikliklere bakilmaktadir (44,79,80).
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Son yillarda kikirdak metabolizmasi {izerine yapilan ¢alismalar kikirdagin
yikimlanma derecesini, glikozaminoglikan, keratan siilfat (KS), kondrotin
stlfat(CS) ve hiyaluronik asit seviyelerindeki degismeleri ortaya koymustur.
OA’lln eklem sivilarinda KS ile CS konsantrasyonunun arttigt ve HA
konsantrasyonunun azaldigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Bununla birlikte
IL-6, TNF konsantrasyonunda artis oldugu ve ayrica MMP’lerin ve bir kemik

parametresi olan osteokalsinin de sinovyal sivida arttig1 gosterilmistir (81,82).

3.4.1.4.1. Radyografiye Alternatif Goriintiileme Teknikleri

3.4.1.4.1.1. Bilgisayarh Tomografi (BT) ve Manyetik Rezonans
Goriintilleme (MRG)

BT ve MRG’nin kullanimlarinin pahali ekipmanlar gerektirmesi nedeniyle
hayvanlarda eklem hastaliklarinin gériintiilenmesinde pek tercih edilmemektedir.
Teshis konulmakta zorlanilan bazi olgularda bu tekniklerden yararlanilmasi
onerilmistir. Eklemin mineralize yapilarim1i degerlendirmek icin BT’den
yararlanilirken, MRG’den eklem i¢i ve periartikiiler yapilar, ligamentler, tendolar,

meniskiis ve eklem kikirdaginin degerlendirilmesinde yararlanilir (62,83).

3.4.1.4.1.2. Ultrasonografik Muayene

Mineralize yapilarin olusturdugu akustik golge artefaktlarindan dolay1
eklemin ultrason ile degerlendirilmesi kolay degildir. Eklem i¢i yumusak
dokularin, tendo ve periartikiiler yapilarin ve eklemde olusan siskinligin

niteliginin anlagilmasinda kullanilir (62,83).
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3.4.1.4.1.3. Sintigrafi
Olusmus aktif yang1 ve topalliklarin yerinin tam olarak tespit edilmesinde
kullanilir. Eklem hastaliklarinin teshisinde pek tercih edilmez. Ozellikle farkli

muayene teknikleri ile teshis edilemeyen bélgenin belirlenmesinde kullanilir

(62,83).

3.4.1.5. Tedavi

OA’nin tedavisinde olusan kikirdak hasarini eski haline getirebilecek bir
yontem su ana kadar bulunamamistir. Yalnizca kikirdakta olusan hasarin ilerleyip
genislemesini Onleyen sagaltim yontemleri vardir (84,85). Tedavide amag agriy1
gidermek, eklem hareket genigligini ve fonksiyonel aktivitesini korumak,
sekonder OA’da buna ek olarak mevcut nedeni ortadan kaldirmak olarak

Ozetlenebilir (86-88).

3.4.1.5.1. Medikal Tedavi

3.4.1.5.1.1. Analjezikler

Parasetamol, asetaminofen, asetil salisilik asit analjezi saglamak igin
kullanilabilecek ilaglardandir. Kodein ve diger narkotikler nadiren agriyi
gidermede kullanilmaktadir (89,90). Ozellikle sinovitin eslik etti§i durumlarda
non-steroidal anti-inflamatuar (NSAI) ilaglarm piir analjeziklerden daha etkili
oldugunu bildiren calismalar vardir (78). Ayrica NSAD’ler, OA’da en sik
kullanilan ilaglar olup hem akut hem de kronik agrilarda kisa siirede etki edip
uzun siire etkisini gosterdigi de bildirilmistir (67,91). Siirekli NSAI kullanimi agr1

kontrolii ve klinik olarak eklem hareketinin daha iyi olmasina yardimci olur.
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NSAI siirekli kullanimi ile nitrik oksit baskilanir ve bu nedenle eklem
kikirdagimin yikimlanmasi engellenir (81). Caprofen ve meloxicam en sik

kullanilan NSAI grubunda yer alir (67).

3.4.1.5.1.2. Diger Medikal Tedavi Secenekleri

Polistilfat glikozaminoglikan ve pentosan siilfat diger medikal tedavi
segeneklerindendir (67). Pentosan polistilfat yar1 sentetik glikozaminoglikan olup
kikirdak koruyucu etkisi bulunmaktadir. Pentosan polisiilfatin antikoagulan etkisi
olmasindan dolayr NSAI ilaglarla birlikte kullanilmasi 6nerilmez (92). Ayrica
sistemik glukokortikoid tedavisi veya ACTH verilmesinin gonartroz tedavisinde

yeri yoktur (90).

3.4.1.5.2. Medikal Olmayan Tedavi Yontemleri

3.4.1.5.2.1. Egzersiz

OA tedavisinde egzersizden beklenen fayda hareket agikligini, kas giiciinii
ve dayanikliligini arttirmaktir (93). OA’lh hastalarda egzersiz, masaj; ve
hidroterapi ile agrinin azaldigi ve fonksiyonlarin arttigir goriilmiistiir (87). Ayrica
OA’lh kedi ve kopeklerde en iyi fizik tedavi yontemi ise yiizme olarak kabul

edilmistir (87,94).

3.4.1.5.2.2. Kilo Kontrolii
Asir kilolu hastalarin zayiflatilmasi 6zellikle OA’ll kedi ve kopeklerde
onemli yontemlerden biridir. Kiigiik hayvanlarda obezite ¢ok yaygindir ve bu

OA’nin gelismesi ile iliskili onemli bir risk faktoriidiir (87). Yapilan caligmalarda
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diisiik kalorili beslenme ve kilo kaybinin tek basina OA’nin klinik belirtilerini

azalttig1 ve hareketliligi arttirdig1 gosterilmistir (95).

3.4.1.5.2.3. Yem Katki Maddeleri

Glikozamin ve kondrotin siilfat en ¢ok kullanilan yem katki maddeleridir.
Bunlarin kullanimlarinda bir sakinca olmamasina karsin etkinlikleri daha ileri
caligmalarla ortaya konulmalidir (96,97). Ayrica sabunlasmayan avokado ve soya
fasulyesi iirlinliniin de atlar iizerinde yapilan bir c¢alismada agriyr gidermedigi
ancak hastalik parametrelerini iyilestirici etkilerinin umut verici oldugu
gosterilmistir (98). Yine bu {irliniin kedi ve kopeklerdeki antiartritik etkileri umut
verici olmasina karsin dozlari, avokado- soya oranlart ve klinik verileri ile ilgili
eksiklikler vardir (99,100). Bunlara ek olarak omega-3 yag asiti, Boswellia serrata

agacindan elde edilen resin iiriinii ve C vitamini de kullanilmaktadir (67,87).

3.4.1.5.2.4. Diisiik Seviyeli Lazer Uygulamasi

Diisiik seviyeli lazer uygulamasi kedi ve kopeklerin kronik agrilarinin
giderilmesinde tedavinin etkisini arttirabilecek faydali bir yontemdir. Her ne kadar
diisiik seviyeli lazer uygulamasiin etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamais
olsa da artritteki agriy1 ve kas spazmini azalttigi ve etkilenen bolgedeki kan

dolagimini ise diizenledigi goriilmiistiir (101,102).
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3.4.1.5.2.5. Akupunktur

Veteriner pratikte yangi ve kronik agrinin kontroliinde akupunktur siklikla
kullanilmaktadir (103,104). Akupunkturun etki mekanizmasi tam olarak
aciklanmamis olmasina ragmen, endojen endorfin salinimi sonucu kas
spazmlarindaki lokal rahathik ile birlikte medulla spinalise agrinin
aktarilmasindaki diisiis olarak kabul gormiistiir (105). Diger alternatif tedavi
yontemleri arasinda homeopati, sicak buhar, masaj, buz tedavisi ve bitkisel tedavi

yontemleri gibi uygulamalar yer alir (87,106).

3.4.1.5.2.6. Cerrahi Yontemler

Uygulanan medikal tedavi yontemlerinin agrinin azaltilmasinda yetersiz
kaldigi durumlarda cerrahi miidahaleye gereksinim vardir. Kondrosit
transplantasyonu (155), diz artroplastisi, artrodez veya gerekirse amputasyon
bunlarin bazilaridir. On ¢apraz bagin kopuklarinda yapilan sagaltimlar ile OA’nin

hizl1 gelisimini yavaglatacagi bildirilmistir (62,63).

3.4.1.6. Osteoartritisde Intraartikiiler Enjeksiyon Kullanimi

Kedi ve kopeklerde OA’nin tedavisinde eklem i¢i enjeksiyonlar insan ve
atlarla karsilastirildiginda rutinde daha az kullanilmaktadir. Ayrica bu konuda
kedi ve kopekler iizerinde yapilmis yeterince calisma bulunmamaktadir (107).
Veteriner paratikte eklemle ilgili topalliklarin 6nemli rol oynadigi tiir olan atlarda
OA’nin eklem ici enjeksiyon ile tadavisi yaygin olarak uygulanmaktadir

(108,109).
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3.4.1.6.1. Kortikosteroidler

Cok popiiler olmasina ragmen OA’l1 eklemdeki etki mekaznizmalar1 heniiz
tam olarak aciklanmamistir. Ancak etkisini fosfolipaz A aktivasyonunu
baskilayarak siklojenaz ve lipoksijenazlarin {iretimini azaltarak gosterdigi
bildirilmektedir (63). Eklem igi steroidler; lenfosit, makrofaj ve mast hiicreleri
gibi yangi hiicrelerinin miktarlarini azaltirlar ve bu da fagositozu ve lizozomal
enzimler ile yangisal medyatorlerin salimimini engeller (110). Kortikosteroidlerin
osteoartritik eklemde bulunan kikirdak dejenerasyonunda etkili olan sitokin ve
enzimlerin baskilanmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Kortikosteroidler;
16kotrienler, prostaglandinler ve eklem kikirdaginin yikimlanmasindaki en 6nemli
iki medyator olan interlokin—1(IL-1), tiimér nekrosis faktor-o (TNF-a)’nin
salmmmini  azalttig1  bildirilmistir  (108,110). Kikirdak koruyucu etkilerini
metalloproteinaz aktivitesini baskilayarak gerceklestirirler (63).

Eklem i¢i kortikosteroid uygulamasimin yan etkileri de bulunmaktadir.
Bunlarin en 6nemlisi kondrosit metabolizmasinin baskiya ugratilarak kikirdagin

yapisinda bulunan proteoglikan ve kollajen sentezini azaltmalaridir (63,67,111).

3.4.1.6.2. Hiyaluronik Asit

Hiyaluronik asit (hyaluronat, hyaluronan), parlak ve saydam olmasindan
dolayr Yunancada cam anlamima gelen “hyalos” kelimesinden tiiretilmis bir
kelimedir. HA dogrusal bir diizlemde dizilmis polisakkaritlerden meydana gelen
bir glikozaminoglikandir. Bu polisakkaritler tekrar eden bdliimler halinde
birbirine baglanmis olan D-glukuronik asit ve N asetil-D-glukozamin

monosakkaritlerinin birbiri ardisira dizilmesiyle olusur (106,112).
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Endojen hiyaluronik asit tip B sinoviosit ve fibroblastlar tarafindan
sentezlenir ve sinovyal sivinin kayganlastiric1 6zelliginde ve meydana gelen
sokun absorbe edilmesinde 6nemli rol oynar (85,106,113).

HA sinovyal sivi ve eklem kikirdagir disinda gozde vitréz humorda ve
gbbek kordonunda safhalde bulunur (114).

Hiyaluronik asidin Ozellikleri OA’l1 eklemde farklilik gosterir. OA’l
eklemlerdeki sinovyal sivinin viskoelastik 6zelligi, HA molekiil agirhigr ve
konsantrasyonu azalir (115, 116). Eksojen hiyaluronik asit kullanimi sinovyal
stvinin viskoelastiklik derecesini arttirarak eklem hareketi sirasinda olusan agriyi
azaltmaktadir (85,106,117).

Oral yoldan iyi absorbe edilemedigi i¢in intraartikiiler yoldan uygulanan
HA’nm degisiik yollarla etki ettigi diisiiniilmektedir. Ileri siiriilen mekanizmalar
sOyledir:

a) Eklem sivisinin bozulan viskositesinin ve kayganlastirict 6zelliklerinin
arttirilmasi,

b) Sinovyal membran ve eklem yiizeyinde koruyucu bir bariyer
olusturarak mekanik soklarin absorbsiyonuna yardim etmesi,

c¢) Kikirdak esnekliginin ve hasara dayanikliligin arttirilmasi,

d) Eklem eflizyonunun azaltilmasi,

e) Nosiseptorler iizerine direkt etki,

f) Is1 soku protein 72 (Hsp72) ekspresyonunun arttirilmast,

g) Sinovyal permeabilite tizerine etki ederek serbest oksijen radikalleri ve

matriks metalloproteinazlart inhibe etmesi (118-123).
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Hiyaluronik asit uygulamasinin etkilerinin 12 hafta i¢inde goriildigi ve
bununla birlikte viskosuplementasyonun etkisinin intraartikiiler steroid
uygulamasindan daha ge¢ basladigi ancak daha wuzun siireli oldugu
bildirilmektedir (112,124). Yapilan in-vitro ¢alismalarda anti—inflamatuar,

analjezik ve kikirdak koruyucu etkisinin oldugu ortaya konulmustur (125-129).

3.4.1.6.3. Trombositten Zengin Plazma

Trombositten zengin plazma (TZP), hastanin kendi kaninin santrifiij
edilmesiyle hazirlanan biiylime faktdrlerinden zengin bir trombosit konsantresidir
(62). Biiylime faktorleri, kondrosit hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve mezensimal
hiicrelerin farklilagsmasinda, matriks depozisyonunda, proteoglikan sentezinde
gorev alirlar ve kikirdak metabolizmasinda da anabolik etki gosterirler (111,130).

Kan dolagiminda bulunan trombositlerin a- graniillerinde, vascular
endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived growth factor (PDGF),
transforming growth factor (TGF) B1 ve B2, basic fibroblast growth factor (BFGF)
gibi bircok biiylime faktorii depolanmis durumdadir. Cesitli uyarilar sonucu
trombositler aktive oldugunda bu maddelerin graniillerden salindig1 bilinmektedir.
Aktif trombositlerden salinan biiyiime faktorlerinden TGF-f1°in matriks sentezi,
PDGF’nin anjiyogenez, hiicre proliferasyonu, fibroblastlar i¢in mitojen, J
FGF2’nin fibroblast ve myoblast proliferasyonu ve anjiyogenez, epithelial growth
factor (EGF2)’nin epitelyum hiicreleri ve mezenkimal hiicrelerin proliferasyonu,
insiilin like growth factor (IGF-1)’in fibroblast ve myoblast stimulasyonu ve
hepatocyte growth factor (HGF2)’nin anjiyogenezde rol aldigi bilinmektedir

(62,131).
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3.4.1.6.4. Otolog Serum Kullaninm

Otolog serum yeni bir biyolojik terapi yontemi olup insan ve atta goriilen
OA olgularinda kullanilmaktadir (62).

Kikirdak yikimlanmasinda, katabolik stitokin interleukin (IL-1) en 6nemli
yangisal medyatordiir (132). Interleukin 1 reseptdr antagonisti (IL- 1Ra), IL- 1’in
salgilanmasini engeller (132, 133). Otolog serum IL 1Ra’nin endojen salgilanacak
kaynagi olup bunun dogal olarak bulundugu yer ise monositlerdir (134). Genelde
otolog serum inkube edilen vendz kandan izole edilir. igeriginde endojen
antiinflamatuar sitokinlerden IL-1Ra, IL- 4, IL- 10 ve fibroblast biiylime faktorii-
1, hepatosit biliylime faktorii ve transforming biiyiime faktorii bulunmaktadir.
Klinik kullanimina ragmen otolog serumun OA’l1 eklem iizerindeki etkinligi tam

olarak anlagilamamistir (135).

3.4.1.6.5. Mezenkimal Kok Hiicre

Farkli hiicre tiplerine doniisme yetenegi, kendi kendini yenileme giicii ve
canli kaldik¢a yasamlarini devam ettirebilme 6zelligine sahip olan hiicrelere kok
hiicre ad1 verilmektedir (136,137).

Mezenkimal kok hiicre (MKH), eriskin kok hiicresi tipidir. Bag dokunun
ana hiicreleridir. Bir¢ok dokudan elde edilebilirler. Yag, kikirdak, kemik, kas,
noron gibi hiicrelere farklilagabilirler (137). Veteriner hekimlikte MKH
kullanilarak yapilan tedaviler atlarda ve kopeklerde tendon ve ligament
yaralanmalarinda kullanildiklar1 gibi kikirdak ve eklem hasarlarinda kullanim
sahas1 bulmaktadirlar (136). MKH kopeklerde kalgca OA tedavisinde denenmis ve

calismanin sonucunun basarili oldugu belirtilmistir (138). Ayni arastirmacinin
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dirsek eklemi OA tedavisinde ise hasta sahibi degerlendirmelerinde kopeklerin

klinik olarak daha iyi oldugu bildirilmistir (138).

3.4.1.6.6.Amniyotik Sivi

Amniyotik s1v1 kismen amniyon hiicreleri tarafindan olusturulan fakat esas
olarak anne kanindan gelen bir sividir. Amniyon sivisi i¢inde barindirdig canliy1
distan gelen darbelere karsi korur, embriyonun amniyon zaria yapismasini 6nler
ve fetusun hareket etmesine olanak saglar (139).

Sigir amniyotik sivisinin igeriginde; mezensimal hiicreler ve kondrositler
tizerinde uyarici etkileri olan, insulin benzeri biiylime faktorleri (IGFs), diger
biiyiime faktorleri, HA ve HA aktive edici ajan (HASA) gibi makromolekiiller
bulunmaktadir (140-143). Bununla birlikte kikirdak yikimini 6nleyebilecek doku
metalloproteinaz inhibitorlerini (TIMP) de biinyesinde bulundurmaktadir
(144).Insan amniyotik s1vis1 daha nce yapilan deneysel calismalarda eklem igi

kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmistir (7,8).

3.4.1.7. Diger Tedavi Secenekleri

Deneysel olarak orgotein, slikon, magnezyum siilfat, kondroitin siilfat,
somatostatin, klorokin, mukopolisakkarit polisiilfiirik asit esteri, laktik asit
soliisyonu, thiotepa sitostatika, poliniikleotit ve prolotedavi (farmakolojik ve
irritan olmayan soliisyon enjeksiyonu) secenekleri kullanilmis fakat tatmin edici

bir sonug aliamamistir (62, 109).
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3.5. Deneysel Osteoartritis Hayvan Modelleri

Literatiirdeki mevcut ¢alismalarda 3 farkli deneysel hayvan OA modeli
olusturulmustur. Bunlar;

1. Genetik olarak manipiile edilmis spontan veya dogal olusan model

2. Mekanik model

3. Kimyasal model

Gunimiizde en ¢ok kullanilan model kronik travmatik OA modeline
benzer mekanik instabilite olusturan modellerdir. Bu modellerin avantajlari;
hastalik olugsma orani, dogru cerrahi teknik uygulandiginda %100°diir. Hizl1 fakat
kontrollii bir OA modeli olusturmasi, yapisal elemanlarin veya o6zelligi olan
mekanik komponentlerin OA gelisimine katkisini ve kimyasal etkilesim olmadan
OA tedavisinde yeni ilag uygulamalarini arastirma imkani vermesi bu yontemi
avantajli kilar. Mekanik olarak hayvan OA modellerinde en sik tercih edilen
cerrahi uygulamalar sunlardir;

Parsiyel menisektomi; hafif, ilerleyici bir hastalik olusturmakta tercih
edilir (145).Komplet menisektomi; hastaligin hizli bir sekilde gelismesini saglar
(146). On capraz bag kesilmesi; hizl1 hastalik progresyonu olusturur (147). On
capraz bag kesilmesi ve parsiyel menisektomi yontemi ile hizli hastalik
progresyonu olusur (149).

On ¢apraz bag kesilmesi sonrasi olusturulan OA modeli, eklem yiizeyinde
yiik dagilimi ve eklem hareketinin degigsmesinin 6nemini destekleyen bir modeldir
(150).

Bununla birlikte deneysel OA modelinde en ¢ok tercih edilen hayvanlar;

tavsan ve ratdir (7,147).
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Bu ¢alismanin amac1 beseri olarak {izerinde bir¢ok arastirma yapilmis olan
insan amniyotik sivisindan da yola ¢ikilarak erisimi ¢ok daha kolay ve ekonomik
olan s1g1ir amniyotik sivisinin OA’da kikirdak doku tizerindeki etkinliginin ortaya
konmas1 ve yaygin olarak kullanilan hiyaluronik asit ile etkilerinin
karsilastirilmasi ve sonug olarak kikirdak koruyucu ilaglara alternatif yeni bir ajan

gelistirilmesidir.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, T.C. Firat Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu Baskanligi tarafindan 04.04.2013/46 tarih ve sayili etik kurul onayi ile
yapildi. Denekler Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’'nden (FUDAM)
temin edildi. Calisma FUDAM ve Firat Universitesi Hayvan Hastanesi Kiiciik
Hayvan Klinigi ameliyathanelerinde yapildi.

Calismada ortalama agirliklar1 2700-3000 g olan 5 aylik, disi-erkek 21
adet Yeni Zellanda Tavsani kullanildi. Tavsanlarda deneysel OA olusturmak

amactyla 6n ¢apraz baglarinin kesilmesi yontemi uygulanda.

4.1. Cerrahi Yontem

4.1.1. Anestezi

Tavsanlara anestezi i¢in kas icine 5 mg/kg xylazine hidrokloriir
(Rompun®; 23.32mg/mL, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) ve 35 mg/kg ketamin

hidrokloriir (Ketalar®; 50 mg/mL, Eczacibas1, Istanbul, Tiirkiye) uygulandi.

4.1.2. Operatif Yontem

Cerrahi islem Firat Universitesi Hayvan Hastanesi Kiiciik Hayvan Klinigi
ameliyathanelerinde yapildi. Anesteziden sonra tavsanlarin sag dizleri tras
edilerek sirtiistii pozisyonda yatirildi.Cerrahi insizyondan once dizler %10
Povidon iyot (Batticon; Adeka, Samsun, Tiirkiye) ile steril edildi (Sekil 5). Daha
sonra latero-anterior longitudinal insizyon ile yaklasilip (Sekil 6), lateral

parapatellar artrotomi sonrasi (Sekil 7) patella mediale deviye edilip (Sekil 8) 6n
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capraz bag kesildi (Sekil 9). Capraz bagin tam olarak kesilip kesilmedigi on
cekmece testi ile degerlendirildikten sonra deneklerin patellar tendonu ve derisi
polyglactin 2/0 (Vicryl®, Johnson &Johnson Medical, Brussels) dikis materyali
kullanilarak ayr1 dikislerle kapatildi (Sekil 10,11). Yara yerlerine %10’luk

Povidon iyot ile pansuman yapildi.

Sekil 5. Sag diz trag edilip Povidon iyot ile steril hale getirildikten sonraki

goruntiisu
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Sekil 6. Deri ve deri alt1 bag dokununkesildikten sonraki goriintiisii

Sekil 7. Lateral parapatellar kesi ile patellanin mediale kaydirildiktan sonraki

goruntiisu
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Sekil 9. Kesilmis olan 6n ¢apraz bagin goriintiisii
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Sekil 11. Derinin dikislerle kapatildiktan sonraki goriintiisii
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Deney hayvanlar1 ameliyat sonrasi donemde normal kafes aktivitesine
birakildi (Sekil 12). Uygulanan cerrahi girisimden 4 hafta sonra tavsanlar rastgele
3 esit gruba ayrildi. Birinci grup tavsanlara (n=7) birer hafta ara ile 3 kez eklem
i¢i 0.5 mL sigir amniyotik sivisi enjekte edildi (SAS). Ikinci grup tavsanlara (n=7)
birer hafta ara ile 3 kez eklem igi 0.5 mL hiyaluronik asit uygulandi (HA). Ugiincii

grup tavsanlar (n=7) kontrol grubu olarak ayrildi ve herhangi bir uygulama

yapilmadi (KONT).

Sekil 12.Serbest dolasim kafeslerinin goriintiisii

4.2 Kullanilan Eklem ici Sivilar

Sigir amniyotik sivisi, yaklasik 5-6 aylik saglikli gebe bir inekten aseptik
kosullar altinda postmortem olarak kesimhanede alindi. Soguk zincir kirilmadan
laboratuvara getirilip —20°C’de muhafaza edildi. Kullanilmadan 06nce oda

sicakliginda yaklasik 15 dakika bekletilerek ¢oziinmesi saglandi (Sekil 13).
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Sekil 13.Enjektor i¢erisinde kullanima hazir sigir amniyotik sivisinin goriintiisii

Hiyaluronik asit olarak, kullanima hazir cam enjektorde sodyum
hyaluronat (Ostenil®;10 mg/mL, Bio- Gen, Ankara,Tirkiye) kullanildi (Sekil
14).En son uygulanan eklem i¢i enjeksiyondan 12 hafta sonra biitiin tavsanlar kas

i¢i yliksek doz anestezik madde uygulanarak dtenazi edildi.

Sekil 14.Kullanima hazir cam enjektorde hiyaluronik asitin goriintiisii
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4.3. Histopatolojik ve Immunohistokimyasal Yéntem

Otenazi edildikten sonra nekropsi salonuna alman 21 adet tavsanin,
operasyon bolgesi olan sag dizleri, kaslar disseke edilerek agiga ¢ikarildi. Daha
sonra femur ve tibia, corpus kisimlarindan kostatom vasitasiyla kirilarak eklem
disartya alindi. Eklem kapsulas1 ve ligamentler kesilerek femur ve tibianin eklem
yiizleri (facies articularis) aciga ¢ikarildi. Her iki kemiginde eklem yiizlerindeki
kikirdagin (cartilago articularis) durumu, deformasyon olup olmamasi ve varsa
deformasyonun derecesi yoniinden makroskobik olarak incelenip mankin
skorlamasina gore puanlandi. Makroskobik degerlendirmeleri yapilan kemiklerin,
genu eklem yiizlerine yakin olacak sekilde, corpus kisimlari kesildi, ¢evre kas ve
ligament dokularindan temizlendi ve her hayvandan birer adet, eklem yliizlerini
ihtiva eden femoral ve tibial kondil(her denekten bir femoral bir tibial kondil
21x2= toplam 42 doku)kisimlari elde edildi. Bu kisimlar, her denegin ayr1 ayri
olmak {izere, tespit olmalarmi saglamak igin %10’luk notral formaldehit
soliisyonundan 250 mL ihtiva eden cam kavanozlara konularak numaralandirildi.
Tespit olmalari i¢in 3 giin beklendikten sonra dokular dekalsifiye edilmek tizere
100 mL Biocal-C (Edta/Hydrochloric Acid, Atom Scientific Limited, UK) hazir
dekalsifikasyon soliisyonu bulunan numune kaplarina konulup numaralandirildi.
Oda 1sisinda ve karanlik ortamda bekletilen numunelerde ki yumusama ve
esneklik artis1 gilinliik olarak kontrol edilerek 2 giinde 1 kez olmak kaydiyla
dekalsifikasyon soliisyonlar1 degistirildi. 1ki haftanin sonunda istenilen
yumusamay1 ve esnemeyi gosteren dokular, kondillerin uzun ekseni boyunca,
yaklasik 3 mm kalinliginda trimlenerek, birer adet femoral ve tibial, genu eklem

kikirdagini ve altindaki kemik dokusunu gosterebilecek kesit yiizleri elde edildi.
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Bu dokular, doku takip kasetlerine (Citotest Embedding Cassette) alindi ve
otomatik doku takip cihazinda (Leica TP 1020, United Kingdom), otomatik
program kullanilarak doku takibi saglandi. Doku takip cihazindan alinan dokular,
parafin bloklar elde edilmek tlizere doku bloklama cihazina (Leica EG 1150 H,
United Kingdom) alindi. Metal bloklar kullanilarak bloklanan dokular sogutulmak
lizere sogutma tablasina (Leica EG 1150 C, United Kingdom) alindi. Soguduktan
sonra kaliplardan ¢ikarilan bloklar, buzdolabinda -5°C’de 2-3 saat kadar
bekletildikten sonra buz akiileri lizerinde teker teker alinarak, rotary mikrotom
(Leica RM 2125 United Kingdom) vasitasiyla 5 mikron kalinliginda her parafin
bloktan 10 adet (21 denegin femur ve tibia kondiillerinden 10’ar kesit toplam 420
kesit) seri Kkesit pozitif sarjli lama alindi. Bu lamlar metal tasima sepetlerine
dizilerek, 1-2 giin igerisinde kullanilmak fiizere arsivlendi. Daha sonra sirasiyla
asagidaki boyama islemleri uygulandi.

4.3.1. Hematoksilen-Eosin Boyama Yoéntemi

Arsivlenen kesitlerden, her hayvanin femur kondiilinden ve tibia
kondiiliinden birer tane olmak tiizere ikiser kesit alinarak (21 denek x 2 kesit=42
kesit) parafinin erimesi i¢in 30 dakika 68°C’deki etiivde (Elektro-Mag M 3025
BP, Tiirkiye) bekletildikten sonra 2 ayr1 ksilol serisinde 5’er dakika bekletilmek
suretiyle deparafinize edildi. Daha sonra rutin hematoksilen-eosin boyama
protokolii uygulanarak dokular boyandi ve entellan yapistirici vasitasiyla lamel ile
kapatildi.

4.3.2. Safranin —O Boyama Yoéntemi

Arsivlenen kesitlerden, her hayvanin femur ve tibia kondiiliinden birer tane

olmak iizere ikiser kesit alinarak (21 denek x 2 kesit=42 kesit) parafinin erimesi
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i¢cin 30 dakika 68°C’deki etiivde bekletildikten sonra 2 ayr1 ksilol havuzunda 5’er
dakika bekletilmek suretiyle deparafinize edildi. Daha sonra rutin Safranin-O
boyama protokolii uygulanarak dokular boyandi ve entellan yapistirici vasitasiyla

lamel ile kapatildi.

4.3.3. Iimmunohistokimyasal Boyamalar

Immunohistokimyasal (IHC) olarak dokular, hiicre apoptozisinin
indikatorii olan kaspaz-3 ile kaspaz-8, kollajen yikiminin ve osteoartritin
gostergesi olan MMP-13 ekspresyonu yonil ile incelendi. IHC boyama protokolii
ticari kitin (Invitrogen Superpicture 3rd Gen IHC Detection Kit, USA) protokolii
dikkate alinarak uygulandi. Her bir kriter i¢in yine arsivlenen preparatlardan
42’ser adet alinarak metal preparat sepetleri icinde 68°C’lik etiive konularak 1
saat bekletildi. Ardindan ksilolde 2x5 dakika bekletilerek deparafinize edildi.
Sonrasinda alkol serilerinden gecirilen preparatlar distile suda 5 dakika yikanip
PBS igerisine alindi. Ticari kitin protokolii uygulanarak sirasiyla peroksidaz
sollisyonundan ikiser damla damlatilarak 5 dakika bekletildi ve PBS ile yikandu.
Primer antikor olarak kaspaz-3, Ab.4 Rabbit Pab (Neomarkers, kullanima hazir),
kaspaz-8 FLIP antibody, Ab.4 Rabbit Pab (Biorbyt, 1/100-1/200 sulandirma) ve
MMP-13, Ab.1 Mouse Mab (Neomarkers, kullanima hazir) antikorlar: ile nemli
ve karanlik ortamda 1 saat inkubasyona birakilan preparatlar PBS ile yikandi.
Sonra HRP konjugate ile 10 dakika inkubasyona alind1 ve PBS ile yikandi. Son
asamada preparatlar protokole uygun hazirlanan DAB (diaminebenzidin) ile 5

dakika kontrollii inkubasyona birakildi. Siirenin sonunda PBS’e alinan
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preparatlara yaklasik 30—60 saniye mayer hematoksilen ile zit boyama yapilarak
su bazli yapistirici ile lamel kapatildi.

Hematoksilen-eosin boyama, Safranin-O boyama ve IHC boyama
sonuglart Olympus BX43 goriintiilleme ve analiz sistemli (Cellsense Software,
USA) stk  mikroskobu kullanilarak  degerlendirildi ve fotograflandi.
Hematoksilen-eosin ve Safranin-O boyamalarindan elde edilen verilermankin

skorlamasinda kullanildi.

4.4. Radyolojik Degerlendirme

Tiim deneklerin operasyona alinmadan 6nce ve operasyonu takiben 30, 90
ve 120°nci gilinlerde sag genu eklemlerinin posterio-anterior ve medio-lateral
pozisyonda Firat Universitesi Hayvan Hastanesi biinyesinde bulunan dijital
rontgen cihazi (Canon CXDI-50G, Japonya) kullanilarak radyografileri alindi
(Sekil 15). Alinan radyografilerin radyolojik degerlendirmesi Kellgren— Lawrence
skorlamasi1 (Tablo 1) kullanilarak yapildi (151,152). Bu degerlendirmede eklem
kenarint ¢evreleyen sklerotik kemik degisikliklerine, eklem kenarindan disari
uzanan osteofitik iiremelere, eklem araliginin daralmasina, kemik uglarinda

destriiktif degisikliklere bakildi.
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Sekil 15.Kullanilan dijital rontgen cihazi

Tablo 1.Kellgren- Lawrence skorlamasi (151-152)

Evre Radyolojik Bulgular
0 Normal
1 Stipheli:
Eklem araliginda siipheli daralma ve olas1 osteofit olusumu
2 Hafif:
Kesin osteofit ve eklem araliginda olas1 daralma
3 Orta:
Orta derecede ¢ok sayida osteofit, eklem araliginda kesin daralma,
bir miktar skleroz ve kemik u¢larinda olas1 deformite
4 Siddetli:

Biiylik osteofitler, eklem araliginda belirgin daralma, belirgin

skleroz ve kemik uclarinda kesin deformite

57



4.5. Histopatolojik ve Immunohistokimyasal Degerlendirme
Calismanin histopatolojik degerlendirmesinde Mankin skorlamasi
(Tablo 2) kullanilirken immunohistokimyasal degerlendirmede kaspaz-3, kaspaz-

8 ve MMP-13 kullanilmustir.

Tablo 2.Mankin Skorlamas1 (153)

Bolum Alt Bolim Puan

Yap1 Normal
Yiizeysel Diizensizlikler
Yiizeysel Diizensizlikler ve pannus
Orta tabakaya dogru yariklar
Derin tabakaya dogru yariklar
Kalsifiye tabakaya dogru yariklar

oo O A O WN P O

Tamamen disorganizasyon

Kondrosit Hiicre Sayisi Normal
Yaygin hiperseliilarite

Hiicre kiimeleri

w N - O

Hiposeliilarite

Safranin- O ile Boyanma  Normal
Hafif derecede diisiik
Orta derecede diisiik
fleri derecede diisiik

Boyanma yok

Tidemark Biitlinliigii Saglam

O &~ W N —, O

Damarlar tarafindan gecilmis

Toplam 14
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4.6. Istatistiksel Yontem

Sonuglarin istatistiksel analizi “Statistical package for Social Sciences 22”
(SPSS 22) programi kullanilarak yapildi. ilk olarak Kruskal-Wallis analiz
yontemiyle gruplar arasi fark olup olmadig1 degerlendirildikten sonra farkin hangi
gruptan kaynaklandigini ve anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek amaciyla
da gruplar arasinda Mankin skorlari, radyografi puanlar ve kaspaz-3, kaspaz-8 ve
MMP13 boyanma yiizdesi acisindan Mann-Whitney U testi kullanilarak

degerlendirildi.
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5. BULGULAR

5.1. Klinik Bulgular

Tavsanlarda operasyonu takip eden 3-5 giin boyunca hafif topallik
gozlendi. Bu siireden sonra tavsanlar, ekstremitelerini normal bir sekilde
kullanmaya basladilar. Tavsanlarda anesteziye bagli herhangi bir komplikasyon
izlenmedi. Deney boyunca hicbir tavsanda ameliyat sonrasi yara yeri enfeksiyonu
ve septik artrit gelismedi. Caligsma siiresince hicbir tavsan 6lmedi. Osteoartritisin
ilerlemesine bagli olarak kontrol grubunda 90-120. giinler arasinda tavsanlarda
sag ekstremitelerinde topallik gozlenirken SAS ve HA gruplarinda benzer bir
semptom izlenmedi. Deney sonunda tavsanlarin sag diz ecklemleri agiga

cikarilirken higbir eklemde kontraktiir ve patella dislokasyonu gézlenmedi.

5.2. Radyolojik Bulgular

5.2.1. Otuzuncu Giine Ait Radyolojik Bulgular

SAS grubunda bulunan 4 olguda osteofit ve eklem araliginda hafif daralma
(evre 2), 3 olguda ise orta decerede ve ¢ok sayida osteofit, eklem araliginda
daralma, hafif sklerozlar, kemik uglarinda hafif deformiteler (evre 3) gozlendi
(Sekil 16) (Tablo 3).

HA grubuna ait 4 olguda osteofit ve eklem araliginda hafif daralma (evre
2), 3 olguda ise orta decerede ve ¢ok sayida osteofit, eklem araliginda daralma,
hafif sklerozlar (evre 3) gozlendi (Sekil 17) (Tablo 4).

Kontrol grubunda 3 olguda osteofit ve eklem aralifinda hafif daralma
(evre 2), 4 olguda ise orta decerede ¢ok sayida osteofit, eklem araliginda daralma,

kemik uglarinda hafif deformiteler (evre 3) gozlendi (Sekil 18) (Tablo 5).
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5.2.2. Doksaninc1 Giine Ait Radyolojik Bulgular
SAS grubunda 1 olguda eklem araliginda siipheli daralma ve osteofit

stiphesi (evre 1), 3 olguda osteofit ve eklem araliginda hafif daralma (evre 2), 3
olguda ise orta decerede ¢ok sayida osteofit, eklem araliginda daralma, kemik
uclarinda hafif deformiteler (evre 3) gozlendi (Sekil 16) (Tablo 6).

HA grubuna ait 4 olguda osteofit ve eklem araliginda hafif daralma (evre
2), 3 olguda ise orta decerede ¢ok sayida osteofit, eklem araliginda daralma,
kemik uglarinda hafif deformiteler (evre 3) gozlendi (Sekil 17).

Kontrol grubunda 1 olguda osteofit ve eklem aralifinda hafif daralma
(evre 2), 2 olguda ise orta decerede ¢ok sayida osteofit eklem araliginda daralma,
hafif sklerozlar, kemik uglarinda hafif deformiteler (evre 3), 4 olguda ise siddetli
biiyiik osteofitler, eklem araliginda belirgin daralmalar, belirgin skleroz ve kemik
uglarinda kesin deformiteler (evre 4) gozlendi (Sekil 18).

5.2.3. Yiizyirminci Giine Ait Radyolojik Bulgular

SAS grubunda 1 olguda eklem araliginda siipheli daralma ve osteofit
siiphesi (evre 1), 3 olguda osteofit ve eklem araliginda hafif daralma (evre 2), 3
olguda ise orta decerede ¢ok sayida osteofit, eklem araliginda daralma, hafif
sklerozlar, kemik uglarinda hafif deformiteler (evre 3) gozlendi (Sekil 19).

HA grubuna ait 4 olguda osteofit ve eklem araliginda hafif daralma (evre
2), 3 olguda ise orta decerede ¢ok sayida osteofit, eklem araliginda daralma, hafif
sklerozlar, kemik uglarinda hafif deformiteler (evre 3) gozlendi (Sekil 20).

Kontrol grubunda 3 olguda ise orta decerede cok sayida osteofit, eklem
araliginda daralma, hafif sklerozlar, kemik uc¢larinda hafif deformiteler (evre 3), 4
olguda ise siddetli biiyiik osteofitler, eklem araliginda belirgin daralmalar, belirgin

skleroz ve kemik uglarinda kesin deformiteler (evre 4) gozlendi (Sekil 21).
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Sekil 16. SAS grubu 5 nolu denege ait radyografiler
A-B: Pre-operatif C-D: Post-operatif 30. giin, E-F: 90. giin, G-H: 120. giin
posterio- anterior ve medio-lateral goriintiileri

Sekil 17. HA grubu 6 nolu denege ait radyografiler
A-B: Pre-operatif C-D: Post-operatif 30. giin, E-F: 90. giin, G-H: 120. giin
posterio- anterior ve medio-lateral goriintiileri
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Sekil 18. Kontrol grubu 1 nolu denege ait radyografiler
A-B: Pre-operatif C-D: Post-operatif 30. giin, E-F: 90. giin, G-H: 120. giin
posterio- anterior ve medio-lateral goriintiileri
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Hafif
Daralma

Sekil 19.SAS grubu 7 nolu bireyin 120. giin posterio-anterior radyografisi,
osteofit ve eklem araliginda hafif daralma (Evre 2).

64



Osteofit

Eklem
Aralifinda

Hafif Daralma

Sekil 20. HA grubu 7 nolu bireyin 120. giin posterio- anterior radyografisi,
osteofiter tiremeler ve eklem araliginda hafif daralma (Evre 2).
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Dev
Osteofitler

Eklem

Araliginda
fleri Derece
Daralma ve
Deformiteler

Sekil 21. KONT grubu 5 nolu bireyin 120. giin posterio- anterior radyografisi, dev
osteofitler ve eklem araliginda ileri derecede daralma (Evre 4).
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Tablo 3. Sigir Amniyotik Sivisi grubu radyoloji sonuglari

Denek Siire Evre0 Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4
SAS1  30.giin X
90. giin X
120. giin X
SAS2  30.giin X
90. giin X
120. giin X
SAS3  30. giin X
90. giin X
120. giin X
SAS4  30. giin X
90. giin X
120. giin X
SAS5  30. giin X
90. giin X
120. giin X
SAS6  30. giin X
90. giin X
120. giin X
SAS7  30. giin X
90. giin X
120. giin X
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Tablo 4. Hiyaluronik Asit grubu radyoloji sonuglari

Denek

Siire

Evre 0

Evre 1l

Evre 2

Evre 3

Evre 4

HAL

HAZ2

HA3

HA4

HAS

HAG

HA7

30. giin
90. giin
120. giin
30. giin
90. giin
120. giin
30. giin
90. giin
120. giin
30. giin
90. giin
120. giin
30. giin
90. giin
120. giin
30. giin
90. giin
120. giin
30. gilin
90. giin
120. giin

X X X X X X

X X X X X X

X
X
X

X X X X X X
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Tablo 5. Kontrol grubu radyoloji sonuglari

Denek Siire Evre 0 Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4
KONT1  30. giin
90. giin X X
120. giin X
KONT2  30. giin
90. giin X X
120. giin X
KONT3  30. giin N
90. giin
120. giin x X
KONT4  30. giin
90. giin X X
120. giin X
KONT5  30. giin
90. giin X X
120. giin X
KONT6  30. giin
90. giin X X
120. giin X
KONT7  30. giin X
90. giin X
120. giin X
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Tablo 6.Gruplarin toplam radyoloji skorlar1

Grup Siire Evre0 Evre 1 Evre 2 Evre3  Evred

30. giin - -
90. giin - 1
120. giin - 1
30. giin - -

SAS

90. giin . -
120. giin

HA

30. giin - -

R w A DA LW WP

90. giin - -
120. giin - -

KONT

w N b w w w w w w
1

5.3. Makroskobik Bulgular

Mankin  skorlamasinda  makroskobik  degerlendirmede = Meachim
morfolojik evreleme sistemi kullanilarak hint miirekkebine daldirilmis eklem
yiizeyi stereomikroskop kullanilarak incelenmektedir. Bu ¢alismada makroskobik
defektler minimal diizeyde olmadig1 i¢in ve ileride yapilacak immun boyamalarda
risk olusturabilecegi endisesiyle makroskobik degerlendirmeler lup kullanilarak
yapilmistir.

SAS grubuna ait femur kondilleri incelendiginde 3 olguda yiizeysel
diizensizlikler, 2 olguda yiizeysel diizensizlikler ile birlikte pannus olusumu, 1
olguda orta tabaka derinliklerine dogru ilerleyen yariklar izlenirken 1 olgunun
eklem ylizeyi ise normal olarak degerlendirildi. Ayni gruba ait tibia eklem
yiizeyleri incelendiginde ise 6 olguda yiizeysel diizensizlikler izlenirken 1 olguda

yiizeysel diizensizliklere ek olarak pannus olusumu da gozlendi (Sekil 22).
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HA grubuna ait femur condyluslar1 incelendiginde 4 olguda ylizeysel
diizensizlikler, 3 olguda yiizeysel diizensizlikler ile birlikte pannus olusumu
izlendi. Ayn1 gruba ait tibia eklem yiizeyleri incelendiginde ise 6 olguda yiizeysel
diizensizlikler izlenirken 1 olguda ylizeysel diizensizliklere ek olarak pannus
olusumu da gozlendi (Sekil 23).

Kontrol grubuna ait femur condyluslar1 incelendiginde 1 olguda orta
tabaka derinliklerine dogru ilerleyen yariklar, 3 olguda derin tabakaya dogru
ilerleyen yariklar, 1 olguda kalsifiye tabakaya kadar uzanan yariklar izlenirken 2
olgunun eklem yiizeyinde ise tamamen disorganizasyon goriildii. Ayn1 gruba ait
tibia eklem yiizeyleri incelendiginde 2 olguda yiizeysel diizensizlikler ve pannus
izlenirken 4 olguda orta tabakaya dogru ilerleyen yariklar ve 1 olguda ise kalsifiye

tabakaya inen yariklar izlendi (Sekil 24).

Orta Tabakaya
inen Yariklar

Sekil 22. SAS grubuna ait diz ekleminin makroskobik goriiniimii
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Yiizeysel
Diizensizlik

Kapsiilitis

Osteofit

Kapsiilitis

Sekil 23. HA grubuna ait diz ekleminin makroskobik goriiniimi

Dev Osteofiter

_— Uremeler Kapsiilitis
e

Kalsifiye
Tabakaya Inen

\

\
Cleft (yarik)
Olusumu Kapsiilitis

Sekil 24.KONT grubuna ait diz ekleminde makroskobik olarak genel bir

disorganizasyon
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5.4. Histopatolojik Bulgular

Tavsanlarin sag dizlerinin femoral ve tibial eklem yiizeyleri; meydana
gelen hasarin kikirdak tabakalarini etkileme derecesi, kondrositlerin durumu,
matriksin safranin- O ile boyanma miktarlar1 ve tidemark biitiinliigli yoniinden
mikroskobik olarak incelendi.

Gruplarda bulunan tiim tavsanlarin hem femoral hem de tibial eklem
kikirdaklarimin almis olduklar1 histopatolojik degerler Tablo 7 ve Tablo 8’de
detayl1 bir sekilde verilmistir. Gruplarin toplam Mankin skorlar1 ve bu skorlarin

ortalamalari ise Tablo 9 ve Tablo10’da verilmistir.

5.4.1. Femur Eklem Yiizeyine Ait Histopatolojik Bulgular

SAS grubunda kondrosit hiicre sayisi yoniinden 1 olgu normal olarak
degerlendirilirken 3 olguda yaygin hiperseliilarite ve 3 olguda ise hiicre kiimeleri
izlendi (Sekil 25). Ekstra selliiler matriksin (ECM) Safranin-O ile boyanmasi
yoniinden degerlendirilmesinde 2 olguda hafif derecede bir azalma, 4 olguda orta
decercede azalma ve 1 olguda ise ileri derecede azalma goriildi (Sekil 28). Bu
gruba ait bireylerin 2 tanesinde tidemark biitlinliiglinlin damarlar tarafindan
bozuldugu gorildii.

HA grubunda hiicre sayist yoniinden 1 olgu normal olarak
degerlendirilirken 2 olguda yaygin hiperseliilarite 2 olguda ise hiicre kiimeleri ve
2 olguda hiposeliilarite izlendi (Sekil 26). Safranin-O ile boyanma yoniinden 3
olguda hafif derecede bir azalma, 3 olguda orta decercede azalma ve 1 olguda ise
ileri derecede azalma goriildii (Sekil 29). Bu gruba ait bireylerin sadece 1’inde

tidemark biitiinliigiiniin bozuldugu goriildii.
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Kontrol grubunda hiicre sayist yoniinden 1 olguda hiicre kiimeleri ve 6
olguda hiposeliilarite izlendi (Sekil 27). Matriksin Safranin-O ile boyanmasi
yoniinden degerlendirilmesinde 1 olguda orta derecede azalma, 3 olguda ileri
derecede azalma ve 3 olguda ise boyanma olmadigi goriildi. Bu gruba ait

bireylerin tamaminda tidemark biitiinliigiiniin bozuldugu goriildi (Sekil 30).

Sekil 25.SAS grubuna ait femur eklem kikirdaginda yiizeysel diizensizlikler ve

tidemark biitiinliigiinde bozulma (H.E. x10)
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200 pm
Sekil 26.HA grubuna ait femur eklem kikirdaginda orta tabakaya kadar inen

yariklar, fibrilasyon ve matriks kayb1 (H.E. x4)

Sekil 27.KONT grubu femur eklem kikirdaginda genel disorganizasyon ve genis

bir alanda nekroz (H.E. x4)
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Sekil 28.SAS grubuna ait fermur eklem kikirdaginda yiizeysel diizensizlikler

(Safranin-O x10)

N

Sekil 29.HA grubunda yiizeysel fermur eklem kikirdaginda bolgesel incelme

(Safranin-O x10)
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Sekil 30.KONT grubuna ait fermur eklem kikirdaginda kalsifiye tabakaya kadar

inen derin yariklar, genel disorganizasyon, negatif boyanma ve tidemark

biitiinliigiinde bozukluk (Safranin-O x10)
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Tablo 7.Femoral eklem kikirdaklarinin ayrintili Mankin skorlari

Tavsanlar ~ Makroskobik Kon.qu't Safranin—-O Tidemark
v e e Hiicre vepee pen s
Goriiniim Sayisi Boyama Biitiinliigii

[

SAS; 1 1 0
SAS,
SAS3
SAS,
SASs
SASs
SAS;
HA:
HA;
HA;
HA4

HAs
HAe
HA;

KONT;

KONT,

KONT;

KONT,

KONT;5

KONTs

KONT?

W A DM D OO ON RPN R R R NO WR NN R
N WW W W W W, O WN RPN WONRDNERE N
W W WA N DDA N R WON R R RNRPR ®ONDDNDDNDN
B P P P P P PO O O O O FPr O O Bk O Lk O o
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Tablo 8.Gruplarin femoral eklem kikirdagi toplam ve ortalama Mankin skorlari

Tavsanlar SAS HA KONT

1 3 7 14

2 5 5} 14

3 5 3 11

4 7 5 12

5 4 8 11

6 9 2 11

7 1 5 9
Toplam 34 35 82
Ortalama 4.85 5.00 11.71

5.4.2. Tibia Eklem Yiizeyine Ait Histopatolojik Bulgular

SAS grubunun hiicre sayisi incelendiginde 1 olgu normal olarak
degerlendirilirken 1 olguda yaygin hiperseliilarite, 5 olguda ise hiicre kiimeleri
izlendi. Safranin—O ile boyanma durumuna bakildiginda 2 olguda hafif derecede,
3 olguda orta derecede ve 2 olguda ise ileri derecede bir diisiis oldugu goriildii. Bu
gruba ait bireylerin tidemark biitiinliigiiniin 2 olguda bozuldugu goriildii.

HA grubunda kondrosit hiicre sayist yoninden 3 olguda yaygmn
hiperseliilarite, 3 olguda hiicre kiimeleri ve 1 olguda hiperseliilarite izlendi.
Matriksin safranin—O ile boyasini tutma miktar1 yoniiden degerlendirilmesinde 3

olguda hafif derecede bir azalma, 3 olguda orta derecede azalma ve 1 olguda ise
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ileri derecede azalma goriildii. Bu gruba ait bireylerin 4’tinde tidemark biitiinl{igliniin
damarlar tarafindan bozuldugu goriildii.

KONT grubunda hiicre sayis1 yoniinden 4 olguda hiicre kiimeleri ve 3 olguda
hiposeliilarite  izlendi. = Matriksin ~ Safranin-O  ile  boyanmasi  yoniiden
degerlendirilmesinde 6 olguda ileri derecede azalma ve 1 olguda ise boyanma
olmadig goriildii. Bu gruba ait bireylerin hepsinde tidemark biitiinliigiiniin bozuldugu
gorildi.

Tablo 9.Tibial eklem kikirdaklarinin ayrintili Mankin skorlari

Tavsanlar Makroskobik Konfjrosn Safranin-O Tidemark
v e Hiicre bee T
Goriiniim Sayisi Boyama Biitiinliigii

(=Y

2

N
o

SAS,
SAS;
SAS;
SAS,
SAS;
SASq
SAS;
HA;
HA,
HA;
HA,
HAs
HAs
HA;
KONT,
KONT,
KONT;
KONT,
KONTS;
KONT,
KONT,

W W NN W WO R PP P P R RN RN R R PR
N N W RN RN W W R P D W P N O DNDNDDND RN
W W W W wWwwWDs R RPN ®NDEPRENERER ®OWNDNDNDRPR W
L = = = = T = T =N o B N S S = o S o S S S o R )
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Tablo 10.Gruplarin tibial eklem kikirdagi toplam ve ortalama Mankin skorlar1

Tavsanlar SAS HA KONT

1 5 7 13

2 6 4 10

3 3 6 9

4 6 7 8

5 6 6 9

6 7 3 9

7 2 3 9
Toplam 35 36 67
Ortalama 5.00 5.14 9.57

5.5. Immunohistokimyasal Bulgular

Immunhistokimyasal degerlendirme kondrositlerin kaspaz-3, kaspaz-8 ve
MMP-13 immunohistokimyasal sitoplazmik boyanmasina ve boyanma siddetine
gore yapildi. Kondrosit sitoplazmasinda uygun boyanma pozitif olarak kabul
edildi ve her alanda boyanan kondrosit sayis1 kikirdaktaki tiim kondrosit sayisina

oranlandi.

5.5.1. Kaspaz—3 Boyamasi

SAS grubunda kaspaz-3 boyanma yiizdesi femur igin; 2 olguda %20, 3

olguda %30 ve 2 olguda %50 iken, tibia i¢in; 1 olguda %20, 3 olguda %30, 2
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olguda %40 ve 1 olguda %50 olarak 6l¢iildii. Boyanma siddeti genel olarak orta
derece olarak degerlendirildi (Sekil 31).

HA grubunda femur i¢in; 1 olguda %20, 3 olguda %30, 1 olguda %40 ve 2
olguda %50 iken, tibia i¢in; 1 olguda %20, 3 olguda %30, 2 olguda %40 ve 1
olguda %50 olarak 6l¢iildii. Orta derecede bir boyanma siddeti izlendi (Sekil 32).

Kontrol grubunda femur i¢in; 3 olguda %60, 2 olguda %70 ve 2 olguda
%80 iken, tibia icin; 2 olguda %50, 4 olguda %60, ve 1 olguda %70 olarak

olgtildii. Kuvvetli derecede bir boyanma gortildii(Sekil 33) .

Sekil 31.SAS grubuna ait femur eklem kikirdagimin tiim katmanlarinda pozitif

sitoplazmik boyanmalar (IHC kaspaz-3 x20)
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Sekil 32.HA grubuna ait femur eklem kikirdaginda orta tabaka kondrositlerde

yogunlasan pozitif sitoplazmik boyanmalar (IHC kaspaz-3 x20)

Sekil 33.KONT grubuna ait femur eklem kikirdaginda tiim katmanlarda yogun

sitoplazmik pozitif boyanmalar (IHC kaspaz-3 x20)
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5.5.2. Kaspaz—8 boyamasi
SAS grubunda kaspaz-8 boyanma yiizdesi femur i¢in; 1 olguda %20, 4

olguda %30 ve 2 olguda %40 iken, tibia i¢in; 6 olguda %30 ve 1 olguda %40

olarak 6l¢iildii. Boyanma siddeti genel olarak orta siddette goriildi (Sekil 34).

sitoplazmik boyanmalar (IHC kaspaz-8 x20)

HA grubunda femur icin; 1 olguda %20, 4 olguda %30, 2 olguda %40
iken, tibia i¢in; 1 olguda %20, 1 olguda %30 ve 5 olguda %40 olarak ol¢iildii.
Femur eklem yiizeyleri daha ziyade zayif boyanirken tibiada orta derecede bir
boyanma siddeti izlendi (Sekil 35).

Kontrol grubunda femur icin; 1 olguda %60, 4 olguda %70 ve 2 olguda
%80 iken, tibia icin; 2 olguda %60, 3 olguda %70 ve 2 olguda %80 olarak
Olciildii. Femur eklem ylizeylerinde genel olarak orta siddette bir boyanma
gozlenirken tibia eklem yiizeyinde kuvvetli derecede bir boyanma goriildi (Sekil

36).
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Sekil 35.HA grubuna ait tibia eklem kikirdaginda tiim katmanlarda pozitif

sitoplazmik boyanmalar (IHC kaspaz-8 x20)

CORCS % \ 50 pm

Sekil 36.KONT grubuna ait tibia eklem kikirdaginda tiim katmanlarda ileri

derecede kuvvetli pozitif sitoplazmik boyanmalar (IHC kaspaz-8 x20)
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5.5.3. MMP-13 boyamasi

SAS grubunda MMP-13 boyanma yiizdesi femur igin; 3 olguda %20, 2
olguda %30 ve 2 olguda %40 iken, tibia i¢in; 3 olguda %20 ve 4 olguda %30
olarak ol¢iildii. Femur eklem yiizeylerinde genel olarak orta siddette bir boyanma
gozlenirken tibia eklem yiizeyinde zayif derecede bir boyanma goriildii (Sekil 37).

HA grubunda femur icin; 3 olguda %20, 2 olguda %30, 2 olguda %40
iken, tibia i¢in; 1 olguda %20, 5 olguda %30 ve 1 olguda %40 olarak Ol¢iildii.
Zayif- orta siddette bir boyanma izlendi (Sekil 38).

Kontrol grubunda femur i¢in; 2 olguda %60, 4 olguda %70 ve 1 olguda
%80 iken, tibia icin; 1 olguda %50, 2 olguda %60 ve 4 olguda %70 olarak
Olciildii. Femur eklem yiizeylerinde genel olarak kuvvetli siddette bir boyanma

gozlenirken tibia eklem yiizeyinde orta derecede bir boyanma izlendi (Sekil 39).

Sekil 37.SAS grubuna ait femur eklem kikirdaginda sinirh bolgede pozitif, genel

olarak ta negatif boyanma (IHC MMP13 x10).
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Sekil 38.HA grubuna ait femur eklem kikirdaginda pozitif sitoplazmik

boyanma(IHC MMP-13 x40)

Sekil 39.KONT grubuna ait tibia eklem kikirdaginda yaygin pozitif sitoplazmik

boyanmalar (IHC MMP-13 x20)
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Tablo 11. SAS grubu Kaspaz- 3, Kaspaz- 8, MMP- 13 immunohistokimyasal

boyanma yiizdesi ve siddeti

Kaspaz- 3 Kaspaz- 8 MMP-13

SAS
Grubu % Boyanma % Boyanma % Boyanma

Boyama  Siddeti = Boyama Siddeti Boyama  Siddeti
1F (Femur) 20 Orta 20 Orta 20 Zayif
1T (Tibia) 30 Orta 30 Orta 30 Orta
2F 30 Orta 30 Zayif 20 Zayif
2T 40 Kuvvetli 30 Orta 30 Orta
3F 30 Orta 40 Orta 30 Orta
3T 20 Orta 30 Orta 20 Zayif
4F 50 Orta 30 Zayif 40 Orta
4T 40 Orta 30 Orta 30 Orta
SF 30 Orta 30 Orta 30 Orta
ST 30 Orta 30 Zayif 20 Zayif
6F 50 Orta 40 Orta 40 Orta
6T 50 Orta 40 Zayif 30 Zayif
TF 20 Orta 30 Zay1if 20 Orta
T 30 Orta 30 Zayif 20 Zayif
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Tablo 12. HA grubu Kaspaz- 3, Kaspaz- 8, MMP- 13 immunohistokimyasal

boyanma yiizdesi ve siddeti

Kaspaz- 3 Kaspaz- 8 MMP-13

HA Grubu % Boyanma % % Boyanma %
Boyama  Sjddeti Boyama  Boyama  Siddeti Boyama

1F(Femur) 50 Kuvvetli 40 Orta 20 Zay1f
1T (Tibia) 50 Orta 40 Kuvvetli 40 Orta
2F 40 Orta 30 Zayif 30 Orta
2T 30 Orta 40 Orta 30 Zayif
3F 30 Orta 30 Zayif 20 Orta
3T 40 Orta 40 Orta 30 Zayif
4F 30 Orta 20 Zayif 30 Orta
AT 40 Orta 40 Zayif 30 Orta
5F 50 Kuvvetli 40 Orta 40 Orta
5T 30 Orta 20 Orta 30 Zayif
6F 20 Orta 30 Orta 20 Orta
6T 30 Orta 40 Zayif 30 Zayif
7F 30 Orta 30 Zayif 40 Orta
T 20 Orta 30 Zayif 20 Zayif
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Tablo 13. KONT grubu Kaspaz- 3, Kaspaz- 8, MMP- 13 immunohistokimyasal

boyanma yiizdesi ve siddeti

Kaspaz- 3 Kaspaz- 8 MMP-13
WKONT % Boyanma % % Boyanma %
Grubu Boyama  Siddeti Boyama  Boyama  Siddeti Boyama
1F (Femur) 80 Kuvvetli 80 Orta 70 Orta
1T (Tibia) 70 Kuvvetli 80 Kuvvetli 70 Kuvvetli
2F 80 Orta 70 Orta 70 Orta
2T 60 Kuvvetli 70 Kuvvetli 70 Orta
3F 70 Kuvvetli 60 Orta 60 Kuvvetli
3T 50 Orta 60 Kuvvetli 50 Orta
4F 70 Kuvvetli 70 Kuvvetli 70 Kuvvetli
AT 50 Orta 70 Kuvvetli 60 Orta
5F 60 Kuvvetli 70 Orta 60 Kuvvetli
5T 60 Kuvvetli 60 Orta 70 Orta
6F 60 Kuvvetli 80 Orta 80 Kuvvetli
6T 60 Kuvvetli 70 Kuvvetli 60 Kuvvetli
7F 60 Kuvvetli 70 Orta 70 Orta
7T 60 Orta 80 Orta 70 Orta
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5.6. Istatistiksel Sonugclar

5.6.1. Radyolojik Bulgularin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Radyoloji skorlar1 arasi1 fark Kruskal Wallis varyans analizi ile
degerlendirilmistir. Kruskal Wallis varyans analizi sonucunda30. giinde gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur.90. giinde gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak P<0.05 diizeyinde, 120. giinde ise gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak P<0.01 diizeyinde 6énemli bulunmustur.

Daha sonra yapilan Mann-Whitney U testinde ise 90. giinde SAS ve HA
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken SAS ve KONT
gruplart ile HA ve KONT gruplar1 arasi fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (P<0.05).120. giindeSAS ve HA gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak onemsiz bulunurken SAS ve KONT gruplar ile HA ve KONT gruplart

aras1 fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01) (Tablo 14).

Tablo 14.Radyoloji sonuglari istatistiksel degerlendirmesi

Siire SAS HA KONT

30. giin 2.4286 £0.20203% 2.4286 £0.20203%  2.5714+0.20203 °
(2-3) (2-3) (2-3)

90. giin 2.2857+0.28571*  2.4286+0.20203°  3.4286+0.29738"
1-3) (2-3) (2-4)

120. giin 2.2857+0.28571*  2.4286+0.20203%  3.571440.20203°
(1-3) (2-3) (3-4)

ab. Ayni satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden
farkli bulunmustur.

6.5.2. Mankin Skorlarmn istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi
Mankin skorlamasinda; femur ve tibia i¢in ayr1 ayr1 ¢ikan sonuglar SAS,
HA ve KONT gruplar1 arasi fark Kruskal Wallis varyans analizi ile

degerlendirilmistir. Kruskal Wallis varyans analizi sonucunda hem femur hem de
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tibia i¢in SAS, HA ve KONT gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (P<0.01).

Daha sonra yapilan Mann-Whitney U testinde Femur i¢in SAS ve HA
gruplar arasi fark istatistiksel olarak onemsiz bulunurken SAS ve KONT gruplari
ile HA ve KONT gruplar arasi fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(P<0.01). Tibia i¢in ise SAS ve HA gruplar aras fark istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunurken SAS ve KONT gruplart ile HA ve KONT gruplar arasi fark

istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0.01) (Tablo 15).

Tablo 15.Femur ve Tibia eklem kikirdagina ait Mankin skorlari istatistiksel

degerlendirmesi

Kemik SAS HA KONT

Femur 4.8571+0.9863 5.0000+£0.7868%  11.7143+0.6801°
1-9) (2-8) (9-14)

Tibia 5.0000+0.6900 ° 5.1429+0.6700%  11.7143+0.6801°
2-7) (3-7) (8-13)

ab. Ayni satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden
farkli bulunmustur.

5.6.3. Immunohistokimyasal Boyamammn Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi

Femur kaspaz-3 boyanma yiizdesiSAS ve HA gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken SAS ve KONT gruplari ile HA ve KONT
gruplar arasi fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01) (Tablo16).

Tibia kazpaz-3 boyanma yiizdesiSAS ve HA gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken SAS ve KONT gruplari ile HA ve KONT

gruplari arasi fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01) (Tablo16).
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Tablo 16.Kaspaz-3 boyanma yiizdesi istatistiksel degerlendirmesi

SAS HA KONT Pdegeri

Femur kaspaz-3 a a b
32.8571+4.73804"  35.7143+4.28571°  68.5714+3.40068 0.01

boyanma yiizdesi

Tibia  kaspaz-3 a a b
34.2857+3.68856° 34.2857+3.68856° 58.5714+2.60820 0.02
boyanma yiizdesi

b Aymi satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden
farkli bulunmustur.

Femur ve tibia kazpaz-8 boyanma yilizdesiSAS ve HA gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken SAS ve KONT gruplari ile HA ve
KONT gruplar1 aras1 fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01)

(Tablol17).

Tablo 17. Kaspaz-8 boyanma yiizdesi istatistiksel degerlendirmesi

SAS HA KONT Pdegeri

Femur kaspaz-8 a a b
31.4286+2.60820" 31.4286+2.60820" 71.4286+2.60820° 0.01

boyanma yiizdesi

Tibia  kaspaz-8 a a b
31.4286+1.42857" 35.7143+2.97381" 70.0000+3.08607" 0.01
boyanma yiizdesi

% Ayni satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden
farkli bulunmustur.
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Femur ve tibia MMP-13 boyanma yiizdesiSAS ve HA gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken SAS ve KONT gruplar ile HA ve

KONT gruplari arasi fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01).

Tablo 18. MMP-13 boyanma ylizdesi istatistiksel degerlendirmesi

SAS HA KONT P degeri

Femur MMP-13
boyanma yiizdesi

Tibia MMP-13

28.5714+3.40068°  28.5714+3.40068° 68.5714+2.60820° 0.01

25.7143+2.02031%  30.0000+2.18218% 64.2857+2.97381° 0.01
boyanma yiizdesi

b Aymi satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden
farkli bulunmustur.
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6. TARTISMA

Osteoartritis tiim evcil hayvanlarda ve laboratuvar hayvanlarinda da
gorilmektedir (57,58). Ayrica OA, kopeklerde goriilen en onemli eklem
hastaliklarindandir. Kopeklerde topalliklarin yaklasik %37’°sinin OA’dan 1ileri
geldigi bildirilmektedir (57, 59-61).

Tedavide amag agriy1 gidermek, eklem hareket genisligini ve fonksiyonel
aktivitesini korumak, sekonder OA’da buna ek olarak mevcut nedeni ortadan
kaldirmak olarak 6zetlenebilir (86-88).

Hiyaluronik asit yapilan bircok c¢aligmada eklem i¢i uygulanmis olup
kikirdak koruyucu etkileri ortaya konulmustur (125-129). Ayrica insan amniyotik
stvisinin - eklem i¢i kullanimimin da olusturulan deneysel OA modellerinde
kikirdak koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir (7,8)

Bu ¢alismadaOAolusturulmus deneklerde, hiyaluronik asit ile daha once
OA’da hi¢ denenmemis olan, ekonomik ve erisimi insan amniyotik sivisina
kiyasla daha kolay ve ayrica veteriner hekimligin erisim ve kullanim sahasina
uygun olan sigir amniyotik sivisiin eklem kikirdagi {izerindeki etkileri
karsilastirmali olarak ortaya konulmaya calisildi.

OA olusturmak amaciyla parsiyel menisektomi (145), komplet
menisektomi (146), 6n ¢apraz bag kesilmesi (147), 6n ¢apraz bag kesilmesi ve
parsiyel menisektomi(149) gibi cerrahi yontemler kullanildig: bildirilmektedir.

On capraz bag kesilmesi sonrasi olusturulan OA modeli, OA olusumunda

eklem vyiizeyinde yiik dagilimi ve eklem hareketinin degismesinin Onemini
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destekleyen bir modeldir (150). Bu 6zelliginden dolay1 bu ¢alismada bahsi gegen
yontem tercih edilmistir.

Deneysel OA modelinde en ¢ok tercih edilen hayvanlar; tavsan ve ratdir
(7,80,127,147). Bu g¢alismada deney havani olarak tavsanlarin segilme nedeni;
viicut agirliklarinin fazla olmasina baglh olarak eklem ylizeyine binecek ylikiin
ratlara gore daha fazla olmasi ve hastaligin erken sekillenmesi ve ayrica
histopatolojik kesit aliminda da daha genis yiizeyler elde edilebilir olmasidir.

Bilgili ve Orhun(80) yaptiklar1 bir ¢alismada tavsan dizlerinde 6n ¢apraz
bagin kesilmesi ve medial menisektomi ile olusturduklar1 deneysel OA modelinde
eklem dokularinda gelisen degisiklikleri radyolojik ve histolojik olarak
aragtirmiglardir. Sonug¢ olarak radyolojik degerlendirmede 30. giinde yiizeysel
dokiilmeler, subkondral kemik dokusunda kalinlasmalar ve osteofitik iiremeler
oldugunu gostermislerdir.

Bu calismada 30. giinde biitiin gruplarda, bahsi gecen literatiirde(80)
oldugu gibi yiizeysel dokiilmeler, subkondral kemik dokusunda skleroz ve
osteofitik liremeler goriilmiistiir. Ayrica ¢alismanin 90 ve 120. giinlerinde SAS ve
HA gruplarinda eklemdeki bu lezyonlar ilerlemezken KONT grubunda biiyiik
osteofitler, eklem araliginda daralmalar, subkondral sklerozlar ve kemik uglarinda
deformiteler izlenmistir.

Deneysel OA ile ilgili yapilan histopatolojik ¢alismalarda makroskopik
dejeneratif degisiklikleri degerlendirmek amaciyla Meachim morfolojik evreleme
sistemi kullanilarak hint miirekkebi ile eklem yiizeyi boyandiktan sonra lezyonlar
incelenmistir. Bu ¢alismanin uzun siireli olmasi ve dolayisiyla makroskobik

defektlerin minimal diizeyde olmamasi nedeniyle ve ayrica ileride yapilacak
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immun  boyamalarda risk  olusturabilecegi  endisesiyle = makroskobik
degerlendirmeler lup kullanilarak yapilmastir.

Tunay ve ark.(154) yaptiklart ¢alismada tavsanlarda 6n gapraz bagin
kesilmesinden sonra intraartikiiler hiyaliironik asit uygulamasinin kikirdak dokuda
sekillenen inflamasyon ve yikimlanma olaylarini engelledigini gostermislerdir.

Baki (8) yaptig1 calismada medial menisektomi uyguladigi ratlarda 3 hafta
sonra OA’nin olusmasini takiben eklem i¢i 0.1 mL hiyaluronik asit ve diger gruba
0.1 mL insan amniyotik sivisin1 birer hafta arayla 3 kez enjekte etmis. Altinci
haftanin sonunda mankin skorlamasinin sonuglarina gore hiyaluronik asit ve insan
amniyotik sivisinin kikirdak koruyucu etkileri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig1 sonucuna varmistir.

Tirelioglu ve ark. (7) tavsanlarda on ¢apraz bagin kesilmesiyle 4 hafta
sonra olusturduklari OA modelinde eklem ic¢i birer hafta ara ile 3 kez eklem ici
0.5mL insan amniyotik sivisini kullanmiglar ve en son uygulanan enjeksiyondan
12 hafta sonra femur ve tibia kikirdaklarindaki hasarin, hig¢bir enjeksiyon
uygulanmayan kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugunu
gostermislerdir.

Bu ¢alismada tavsanlarin 6n gapraz baglari kesildikten 4 hafta sonra birinci
gruba birer hafta arayla 3 kez eklem i¢i sigir amniyotik sivisi, ikinci gruba yine
birer hafta arayla 3 kez hiyaluronik asit uygulanmistir. Kontrol grubuna ise
herhangi bir enjeksiyon uygulanmamistir. Yapilan Mankin skorlamasina gore
hiyaluronik asit uygulanan grup ile sigir amniyotik sivis1 uygulanan grup arasinda
anlaml bir fark bulunamamis olmasinin yani sira her iki grupta kontrol grubuyla

karsilastirildiginda Mankin puanlar1 anlamli derecede diisiik ¢itkmistir (P<0.01).
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Literatiirlerde HA’nin kikirdak doku tizerindeki olumlu etkileri g6z 6niine
alindiginda, bu ¢alisma mevcut literatiirlerle (8,154) uyum gostermektedir. Ayni
sekilde calismada kullanilan sigir amniyotik sivisi da insan amniyotik sivisiyla
benzer etkiler gdstermistir.

Insan amniyotik sivisinin kikirdak doku iizerindeki koruyucu etkilerini
ortaya koyan yazarlar, bunun insan amniyotik sivisi i¢erisinde bulunan biiylime
faktorlerine, HA’ya, uygulandigi dokudaki endojen HA sentezini arttiran
HASA’ya ve biiyiime faktorlerine bagli oldugunu bildirmislerdir (7,8).

Calismada kullandigimiz sigir amniyotik sivisinin igeriginde; mezensimal
hiicreler ve kondrositler {lizerinde uyarici etkileri olan, insulin benzeri biiylime
faktorleri (IGFs) ve diger biiylime faktorleri ayrica HA ve HA aktive edici ajan
(HASA) gibi makromolekiiller bulunmaktadir (140-143). Bununla Dbirlikte
kikirdak yikimint Onleyebilecek doku metalloproteinaz inhibitérlerini  de
bilinyesinde bulundurmaktadir (144). Sigir amniyotik sivisinin igeriginin insan
amniyotik sivisinin igerigiyle benzerlik gostermesi nedeniyle bu calismada sigir
amniyotik sivisinin kullanilmasina karar verilmistir.

Yapilan calismalarda genellikle femoral kondillere ve tibial eklem
yiizeylerine yonelik incelemeler yapilmstir.

Bu calismada bahsi gecen bdlgelerdeki lezyonlara ek olarak biitiin
deneklerde femur distalinde bulunan, trochlea ossis femoris adi verilen bolgelerde
de ciddi lezyonlar goriilmiistiir. Bunun nedeninin sulcus intertrochlearis lizerinde
kayma hareketi gosteren patellanin kayma hareketi sirasinda bolgede yeterli
stvinin bulunmamasindan dolay1 viskosuplementasyonun yeterince saglanamamis

olmasi ve siirtinmenin fazla olmasindan veya minimal invaziv cerrahi
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prosediirlerin uygulanmamasindan kaynaklanmig olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu
nedenle ileride yapilacak c¢alismalarda uygulanacak olan eklem igi sivi
enjeksiyonlariin farkli miktarlardaki etkilerinin ortaya konmasinin veya minimal
invaziv cerrahi girisimlere 6nem verilmesinin (artroskopik cerrahi) uygun olacagi
kanisindayiz.

Xia ve ark. (75) yaptiklar1 galismada ©On c¢apraz bagmn kesilmesiyle
olusturulmus deneysel OA’ll tavsanlarda farkli tedavi siirelerindeki milimetrik
dalga boylarinda 151n uygulamasinin sonuglarini  Mankin skorlamasi ve
immunohistokimyasal olarak kaspaz-3, kaspaz-8 ve MMP-13 kullanarak
degerlendirmisler ve capraz bagi kesilerek osteoartrit gelisen ve tedavi
uygulanmayan model kontrol grupta kaspaz-3, kaspaz-8 ve MMP-13 boyanma
yiizdelerinin ¢apraz bagi kesilmeyen normal kontrol grubuna gore anlamli derece
de yiiksek ¢iktigini gostermislerdir.

Bu ¢alismada kullandigimiz immunohistokimyasal boyamalarda kaspaz-3,
kaspaz-8 ve MMP-13 boyanma yiizdelerinde SAS ve HA gruplar1 arasinda
OA’nin ilerlememesine bagl olarak anlamli bir fark bulunmazken bu iki grupla
ileri derecede OA’nin bulundugu kontol grubu arasinda 6nemli derecede fark
bulunmustur.

Sonug olarak; giliniimiizde hem beseri hemde veteriner pratikte OA
tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta olan eklem i¢i hiyaluronik asit
uygulamasi yaptigimiz bu c¢alismada da etkinligini gOstermistir. Calismamizda
yapilan radyolojik, histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemelerde ise
hiyaluronik asit ve sigir amniyotik sivisinin eklem i¢i enjeksiyonlarinin arasinda

anlamli bir fark olmadigi ve sigir amniyotik sivisinin tavsanlarin diz eklemlerinde
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herhangi bir alerjik reaksiyon olusturmadigi goriildii. Bu sayede ¢alismamizin asil
hedefi olan sigir amniyotik sivisinin eklem i¢i enjeksiyonunun OA tedavisinde
kikirdak koruyucu ilaglara alternatif olabilecegi kanisina varildi. Bununla birlikte
ileri ¢alismalarin planlanmasi ile sigir amniyotik sivisi veya diger amniyotik
stvilarin farkli tiirlerdeki OA tedavisindeki etkilerinin arastirilmasinin yeni tedavi

protokollerinin gelistirilmesi agisindan 6nemli oldugunu diistinmekteyiz.
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