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On capraz bag cerrahisinde eklemici sivida
ameliyat oncesi ve sonrasi kollajenaz, TIMP-1 ve TNF-o diizeyleri

Evaluation of intra-articular collagenase, TIMP-1, and TNF-a levels
before and after anterior cruciate ligament reconstruction
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Amag: Bu calismada, 6n capraz bag (OCB) cerrahisinden
sonra kemik-tendon iyilesmesinde etkili oldugunu diisiin-
diigiimiiz kollajenazlarin, bu kollajenazlarin salinimini
diizenleyen sitokinlerden olan tiimor nekroz faktor-alfa
(TNF-a) ve kollajenaz enzimlerinin dogal inhibitorii olan
TIMP-1 enzimi diizeyleri sinovyal sivida arastirildi.
Calisma plani: Calismaya, izole OCB cerrahisi uygu-
lanan hastalar arasindan, ameliyat sonrasi takiplerde diz
ekleminde efiizyon gelisen ve bu nedenle ameliyat sonrasi
artrosentez yapilan 16 hasta (15 erkek, 1 kadin; ort. yas 27;
dagilim 17-40) alindi. Bu hastalardan ameliyat sirasinda
ve sonrasinda alinan sinovyal s1v1 6rneklerinde kollajenaz,
TNF-a ve TIMP-1 diizeyleri uygun kitler kullanilarak 61-
ciildii. On capraz bagin kopmasi ile ameliyat arasinda ge-
¢en siire ortalama 21+10 ay (dagilim 1-72 ay), ameliyattan
sonra artrosentez sirasinda eklemici sivi alma i¢in gecen
siire ortalama 18 saat (dagilim 12-36 saat) idi.

Sonuclar: Ameliyat sirasinda ve sonrasinda alinan ekle-
mici sinovyal siv1 6rneklerinde 6l¢iilen degerler kollajenaz
icin sirastyla 1.49+0.06 ng/ml ve 1.45+0.05 ng/ml, TIMP-1
icin 12+5 ng/ml ve 22+9.5 ng/ml, TNF-a i¢in 10.4+7.1 pr/
ml ve 14.11+6.1 pr/ml bulundu. Kollajenaz ve TNF-o aci-
sindan ameliyat sonrasindaki degisimlerde anlamli fark-
Iilik goriilmedi (sirastyla, p=0.098 ve p=0.069); TIMP-1
diizeyindeki artig ise anlamliyd1 (p=0.026).

Cikarmmlar: Calismamizdaki dizlerde OCB kopuk ol-
dugundan, TNF-a, kollajenaz, TIMP-1 diizeyleri yiiksek
bulunmustur. Verilerimiz bu degerlerin ameliyat sonrasi
yakin donemde nasil degisim gecirdigini gostermistir.
Anahtar sozciikler: On capraz bag/yaralanma; matriks metal-
loproteinazlari; diz eklemi; sinovyal sivi; metalloproteinaz doku
inhibitorii; tiimor nekroz faktorii-alfa.

Objectives: We investigated intra-articular levels of colla-
genase, which presumably promotes bone-tendon healing,
and collagenase mediators involved in its production (tu-
mor necrosis factor-alpha, TNF-a) and inhibition (TIMP-1
enzyme) in patients following anterior cruciate ligament
(ACL) reconstruction.

Methods: The study included 16 patients (15 males, 1 fe-
male; mean age 27 years; range 17 to 40 years) who under-
went arthrocentesis due to effusion that developed follow-
ing reconstruction of isolated ACL injuries. Intra-articular
levels of collagenase, TNF-a, and TIMP-1 were measured
using appropriate activity assay and immunoassay kits in
synovial fluid samples obtained intraoperatively and dur-
ing arthrocentesis. The mean time from ACL injury to sur-
gical repair was 21+10 months (range 1 to 72 months). Ar-
throcentesis was performed in a mean of 18 hours (range
12 to 36 hours) following ACL repair.

Results: Measurements in synovial fluid samples obtained
intra- and postoperatively yielded 1.49+0.06 ng/ml and
1.45+0.05 ng/ml for collagenase, 12+5 ng/ml and 22+9.5
ng/ml for TIMP-1, and 10.4+7.1 pr/ml and 14.11+6.1 pr/ml
for TNF-a, respectively. Postoperative changes in the lev-
els of collagenase (p=0.098) and TNF-a (p=0.069) were
not significant, whereas increase in the TIMP-1 level was
significant (p=0.026).

Conclusion: This study showed elevated levels of TNF-a,
collagenase, and TIMP-1 due to the presence of ruptured
ACL. Our findings showed how these levels changed in the
acute postoperative period.

Key words: Anterior cruciate ligament/injuries; matrix metallo-
proteinases; knee joint; synovial fluid; tissue inhibitor of metal-
loproteinases; tumor necrosis factor-alpha.
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Son zamanlarda, yumugak doku tendon grefti kul-
lanilarak yapilan 6n gapraz bag (OCB) onarimlarin-
da tendon-tiinel iyilesmesini gelistirmek i¢in 6nemli
calismalar ve aragtirmalar yapilmaktadir. Bu calig-
malar, iyilesmenin biyomekanik kismi olan greftin
yerlestirilmesi ve tespit edilmesi sonrasi, biyolojik
birtakim olaylar1 ve ajanlar1 da icermektedir.!"

Eklemigi sinovyal sivinin greft ve tendon arasina
girebilecegi ve icerdigi biyolojik ajanlar enzimler va-
sitastyla kemik-tendon iyilesmesini etkileyebilecegi
cesitli ¢aligmalarda kanitlanmigtir.”?! Matriks prote-
inazi grubu iiyesi kollajenazlarin (MMP-1, MMP-§,
MMP-13) eklemici sinovyal sivida bulundugu ve bu
etkilesmede yer aldig1 gosterilmistir.” Doku matriks
metalloproteinaz inhibitérii (TIMP-1) bu enzimlerin
dogal inhibitoriidiir. Kollajenaz enzim aktivitesi, kol-
lajenazlar ve TIMP-1 arasindaki denge ile diizenle-
nir.¥

Bu calismamizda, tiinellere girip kemik tendon
iyilesmesini etkileyebilecegini diistindigiimiiz kol-
lajenazlarin, ameliyat sonrasi erken donemde ekle-
mici sivida artip artmadigini arastirdik. Bu amagla,
ameliyat oncesi ve sonrasi donemlerde eklemici si-
novyal sivida, kollajenazlarin salinimini diizenleyen
sitokinlerden olan tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a),
kollajenaz enzimleri ve kollajenaz enzimlerinin dogal
inhibitorii olan TIMP-1 enzimi diizeylerini 6l¢tiik.

Hastalar ve yontem

Calismaya, izole OCB cerrahisi uygulanan has-
talar arasindan, ameliyat sonrasi takiplerde diz ekle-
minde efiizyon gelisen ve bu nedenle ameliyat sonrasi
artrosentez yapilan 16 hasta (15 erkek, 1 kadin; ort.
yas 27; dagilim 17-40) alind1. Bu hastalarin ameliyatl
dizlerinden alinan eklem sivilar1 incelendi. On ¢apraz
bagin koptugu tarih ile ameliyat arasinda gegen siire
ortalama 21+10 ay (dagilim 1-72 ay) idi. Rekonstriik-
stiyon i¢in tiim hastalarda dorde katlanmis hamstring
tendon grefti uygulandi. Femoral taraf sapan sistemi
ile, distal taraf tiinel agzina interferans vidasi ve stap-
le destegi ile tespit edildi.

Eklemigi sinovyal sivi, cerrahi sirasinda artros-
kopi oncesinde diz ekleminden sterilite kurallarina
uygun sekilde alindi. Bu 6rnekler 10000 rpm devir-
de santrifiij edildi. Bu islemle icerdikleri hiicreler ve
doku kalintilarindan arindirilan 6rnekler -80 °C’de
bekletildi. Ameliyat sonras1 birinci giin kontrollerin-
de, ortalama 18 saat sonra (dagilim 12-36 saat) efiiz-

yon gelismesi sonucu uygulanan artrosentezde elde
edilen sivi eklemigi siv1 olarak kullanild: ve ayni is-
lemler uygulandi. Hastalar ameliyat ve ameliyat son-
ras1 olast komplikasyonlar hakkinda bilgilendirildi ve
artrosentez uygulamasi ile ilgili izinleri alindi.

Eklemici sinovyal sivilardan alinan orneklerde,
kollajenaz diizeyi tip I kollajenaz (MMP-8) aktivite
kiti (Type I Collagenase Activity Assay Kit, Chemi-
con International,Temecula, CA, ABD) kulanilarak
enzim aktivite ol¢lim yontemi ile belirlendi.

TIMP-1 diizeyi insan TIMP-1 kiti (Chemicon In-
ternational), TNF-a diizeyi insan TNF-a kiti (Bioso-
urce International, Camarillo, CA, ABD) kullanila-
rak ELISA yontemiyle olciildii.

Olgiimler tamamlandiktan sonra, ameliyat dncesi
ve ameliyat sonrasi degerler karsilastirildi. Sonugla-
rin istatistiksel degerlendirilmesi Wilcoxon NPar ve
ki-kare testleriyle yapildi.

Sonuglar

Ameliyat 6ncesi eklemici sinovyal sivilardaki kol-
lajenaz enzim diizeyi ortalama 1.49+0.06 ng/ml (dag1-
Itm 1.34-1.50) iken, ameliyat sonrasit deger 1.45+0.05
ng/ml (dagilim 1.41-1.50) idi. Bu degerler arasindaki
fark anlamli degildi (p=0.098). incelenen 16 dizin
11’inde (%68.8) enzim diizeyinde artig goriildii.

TIMP-1 diizeyi ameliyat 6ncesinde ortalama 12+5
ng/ml (dagilim 2.4-55.9), ameliyat sonrasinda 22+9.5
ng/ml (dagilim 3.6-34.5) bulundu. TIMP-1 diizeyin-
deki artig anlamli idi (p=0.026). On iki dizde (%75)
TIMP-1 diizeyinde artig saptandi.

TNF-a diizeyi ameliyat Oncesinde ortalama
10.4+7.1 pr/ml (dagilim 3.1-28.1), ameliyat sonrasinda
14.11+6.1 (dagilim 3.1-58.1) olarak ol¢iildii. Bu artig
anlamli bulunmadi (p=0.069). TNF-a. agisindan yedi
dizde (%43.8) artma, yedi dizde azalma gozlenirken,
iki dizde (%12.5) degisiklik olmadi.

Tartisma

Kollajenazlar (MMP-1, MMP-8, MMP-13) ve
bunlarin dogal inhibitorii olan TIMP-1 osteoartrit ve
kikirdak hasarlariyla ilgili olarak bircok calismada
incelenmistir.>® On capraz bag1 kopuk olan dizde
osteoartrit gelisir. Bu duruma, biyomekanik olarak
dizin instabil olmasi, biyokimyasal olarak da OCB
kopuk olan dizlerin eklemigi sinovyal sivilarinda
varlig1 kanitlanmis birtakim enflamatuvar sitokinler
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ve MMP/TIMP-1 enzimleri neden olur.”! Kollajenaz
enzimi diizeyinde ameliyat 6ncesi ve ortalama 18 saat
sonrast donemde artig olmadigim saptadik. Bu en-
zimlerin salinimini saglayan TNF-a ve bu enzimle-
rin dogal inhibitorii TIMP diizeyini aragtirdi§imizda,
TIMP diizeyinin ameliyat sonrasi1 donemde artmis ol-
dugunu belirledik. TIMP diizeyinin ameliyat sonrasi
eklemici sivida incelendigi bir calismaya literatiirde
rastlamadik.

Higuchi ve ark.'” OCB kopuklugu olan dizlerde
eklemigi sinovyal sivida sitokin, MMP ve TIMP dii-
zeylerini 6l¢miisler, OCB kopuk olan dizlerde TIMP
ve MMP-3 diizeylerinin arttigini, TIMP ve MMP-3
arasindaki dengenin MMP-3 lehine biiyiik oranda bo-
zuldugunu saptamislardir. Bu artisin nedeninin sitokin
(IL6) diizeyindeki artig olabilecegi diigtintilmiistiir."”

Dogal inhibitor olan TIMP-1 tarafindan aktivitele-
ri sik1 sekilde kontrol edilen MMP’ler, uygun oranda
doku matriksi devinimi saglanan bag dokusunun ye-
niden yapilanmasinda 6nemli rol oynarlar. Bu kontrol
mekanizmasi 1:1 oraninda enzim-inhibitér kompleksi
olusturan blok ile gerceklestirilir.l"'' Bag dokusu ye-
niden yapilanmasinin yikim fazinda MMP’ler, ona-
rim fazinda TIMP-1 hakimdir."” Boylelikle, plaz-
ma ve dokulardan kaynaklanan TIMP-1 proteolitik
aktiviteyi kontrol etmis olur. MMP’ler fibroblastlar,
sinovyal hiicreler, kondrositler, 16kositlerden salinir.
Cerrahi sonrasi meydana gelen efiizyon daha ziyade
hemorajik 6zelliktedir. Enflamasyon 6zelligi kazan-
mas1 ve MMP kaynagi1 olabilecek hiicreleri barindir-
maslt i¢in bir siire gerekir. Caligmamizdaki eklemigi
sinovyal sivilarin cerrahi sonrasi alinma siireleri goz
Oniine alindiginda, gecen zaman azdir. MMP miktar1
bu nedenle artmamis olabilir. Nitekim, kdpek dizin-
de yapilan bir calismada, OCB kesilmesinden sonra
sinovyal reaksiyon 13 hafta sonra belirginlesmis ve
buna bagli enflamatuvar hiicre artist meydana gel-
mistir." Sinovyal membranda meydana gelen pa-
toloji olasilikla eklemde instabilite ve eklem ylizeyi
uygunsuzlugu ile mekanik hasarlanmaya yol acar; bu
durum, daha sonra baz1 mediyatorlerin olugmasi ile
olay1 daha da siddetlendirir.

On capraz bag ameliyatlarindan sonra, icinde si-
tokin ve MMP/TIMP-1 gibi biyolojik ajanlarin bu-
lundugu eklemigi sinovyal sivi greftin iyilesmesi ile
etkilesir. Cerrahi teknige ve tepit yontemine bagli
olarak greftin tiinel icinde iyilesmesi, tendon-kemik
veya kemik-kemik iyilesmesi seklinde gercekles-

mektedir. Tendon-kemik iyilesmesinde, diz igindeki
sinovyal sivi tendon ile kemik araligina girerek bu
iyilesmeyi olumsuz etkiler (sinovyal banyo etkisi).
Bu tiinele giren sivi ayn1 zamanda veya daha sonra
ortaya c¢ikabilecek tiinel genislemesi olayinda da rol
oynamaktadir.

Cameron ve ark.” OCB kopmasindan sonraki
haftalarda, eklemici sinovyal sivida enflamatuvar si-
tokinlerin (TNF-o) ve interlokinlerin diizeylerinde
artig saptamislardir. Bu biyolojik ajanlarin tiinel ge-
niglemesinde, osteoklastik aktiviteyi uyararak kemik
rezorbsiyonunu artirdiklari bilinmektedir.">! Zysk ve
ark.'! tiinel geniglemesinin patolojisinde biyolojik
faktorlerin etkisini aragtirmak amaciyla eklemici si-
novyal sividaki sitokin konsantrasyonunu incelemis-
ler ve cerrahiden yedi giin sonra artan sitokin kon-
santrasyonunun tiinel genislemesi ile iligkili oldugunu
gozlemlemiglerdir.

Kollajenaz salinimi, sinovyal hiicrelerden salinan
IL1 ve TNF tarafindan uyarilir. Hayvan deneylerinde
ve OCB revizyon cerrahisinde tendon materyallerin-
de yapilan caligmalarda, tendon-kemik iyilesmesinin
fibrovaskiiler bir dokunun gelisimi ve bu dokunun
daha sonra Sharpey benzeri liflere doniigerek gelistigi
gosterilmistir.'” Bu iyilesme dokularinin MMP’lerle
etkilesmesiyle iyilesmenin bozulabilecegi bildiril-
mistir.”! Bu olas1 etkilesme yoniinden degerlere ba-
kildiginda, TIMP-1 artiginin, artan MMP miktarina
bagl ve olas1 olumsuz proteolitik aktiviteyi baskila-
mak amaciyla olabilecegi diigliniilebilir. Calismamiz-
da aktif MMP’leri olctiiglimiizden dolayr da MMP
artigini saptayamamig olabiliriz. Kollajenazlarin etki
mekanizmasi, viicut sivilarinda veya dokularda (diz
icin sinovyal doku veya eklemici sinovyal sivi) kisa
stireli aktif formlarinin ortaya ¢ikmasit ve ilgili he-
def dokuya tutunmasi sonucunda olusur. Bu durumda
enzimlerin varliginin gosterilmesi, bu enzimlerin bu-
lunduklar1 ortamda artmig hallerinin veya tutunduk-
lar1 hedef dokuda artmisg diizeylerinin 6l¢iilmesi veya
bloke edilmelerinde olusacak etkinin incelenmesi ile
miimkiin olacaktir.

TNF-a, enflamatuvar sitokinlerdendir. Ayni za-
manda MMP salinimina da etkisi vardir. Elsaid ve
ark.'¥ OCB kopmas1 olan dizlerden artrosentez yo-
luyla aldiklar1 eklemigi sinovyal sivilarda diger enf-
lamatuvar sitokinlerle beraber TNF-a degerinde de,
ozellikle erken donemde daha yiiksek olmak iizere,
bir artis oldugunu ve bu artigin lubrikin konsantras-
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yonun azalmasina neden oldugunu saptamislardir.
Irie ve ark.'"” enflamatuvar sitokin degerinin OCB
kopmasinin ilk 24 saatinde yiiksek oldugunu, daha
sonra azaldigini bildirmislerdir. Ancak, Elsaid ve
ark.nin™® calismasinda bu deger alt1 ay kadar yiiksek
bulunmustur. Calismamizda OCB kopmasi ile cerra-
hi arasinda gecen ortalama siire 21 aydir. Bu zaman
icinde TNF-o’nin diisecegi ve eklemici sinovyal si-
visindaki normal degere gelecegi beklenirdi. Ancak,
TNF-o'nin bu ¢aligmadaki ortalama degerine bakil-
diginda, OCB yaralanmasi geciren diz ekleminde
enflamatuvar siirecin devam ettigi ve TNF-a degerle-
rinin yliksek seyretmeyi siirdiirdiigii goriilmektedir.
TNF-o'nin eklemigi sinovyal sivida normal seviyesi
4.4 ng/ml dolayindadir. Calismadaki dizlerde OCB
kopuk oldugundan, TNF-a ve MMP-TIMP diizeyleri
yiiksektir, bu degerler ameliyat sonrast hemorajik ve
kismi enflamatuvar yapida olan eklemici sinovyal s1-
vida artma veya azalma yoniinde degigebilir. Bu yiiz-
den bu ¢aligma anlamlidir.

Calismamizda teknik olarak eksik olan kisim,
ameliyat sonrasi alinan eklemici sinovyal sivinin ne
kadarinin gergekte eklem sivisi, ne kadarinin eklemi-
¢i kanama oldugunun belirlenmemis olmasidir. Ali-
nan stvilarin anlamli miktarinin hemorajik 6zellikte
olacagi diisiiniiliirse, sonuglarin bu nokta dikkate ali-
narak degerlendirilmesi daha dogru olacaktir.

Calismamizdaki diger bir tartigsmali nokta, artro-
sentez uygulamasinin zamanidir. Calismanin yiiri-
tiildiigii donemde, klinigimizde OCB cerrahisi son-
rast dren konulmasi rutin uygulamanin disindaydi.
Bu calismaya, ameliyat sonrasi birinci giin kontrol-
lerinde (12-36 saat) diz ekleminde efiizyon gelisen ve
artrosentez uygulamasinin zorunlu oldugunu diisiin-
diiglimiiz hastalar alinmistir. Bunun sonucunda, elde
edilen ortalama deger ameliyat sonrasi 18. saattir.

Bu ¢alismada kollajenaz, TIMP-1 ve TNF-a mik-
tarlarin1 aragtirdik. TIMP-1 miktarinda artis goz-
lerken, digerlerinde bir artig ve aralarinda bir iliski
saptayamadik. Bu durum biiyiik olasilikla 6rneklerin
ameliyat sonrasi erken donemde alinmasina bagli ola-
bilir. Ancak, bize soyle bir fikir verebilir: OCB cerra-
hisi sonrasi kollajenazlar ve inhibitorleri ve bunlarin
indiikleyicileri OCB onarimi sonrasi biyolojik ortam-
da var olan maddelerdir. Bunlar akut donemde degil,
uzun bir zamandan sonra ortaya cikmakta olabilirler.
Varliklarini ve miktarlarini gelismis yontemlerle ka-
nitlamak daha uygun olacaktir.
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