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Ozet

Amag: Eklem kikirdaginin kendini tamir edebilme yetenegi oldukga sinirlidir. Dejeneratif osteoartrit (OA), eklemde
ozellikle eklem kikirdag1 ve subkondral kemikte ilerleyici dejenerasyonla karakterizedir. Bazi sitokinler, matriks
metalloproteinazlarinin (MMP) ve kondrosit kaynakli katabolik maddelerin salinimini artirarak kikirdak harabiyetini
hizlandirirlar. Bal arilar1 tarafindan iiretilen propolis sitokinler ve MMP {lizerinde etkiye sahiptir. Bu calisma;
intraartikiler propolis uygulanmasinin deneysel osteoartrit iizerine etkilerini arastirmay1 amag¢lamaktadir.

Yontemler: Calismada kullanilan 21 adet Spraque Dawley cinsi disi sican sadece artrotomi yapilan (A), artrotomi ve
intraartikiiler propolis uygulanan (P) ve artrotomi ve intraartikiiler serum fizyolojik uygulanan (SF) olmak iizere ii¢
gruba ayrildi. P grubuna artrotomi sonrasi 3. haftadan itibaren toplam ii¢ hafta, haftada bir kez olacak sekilde 0.5
mg/ml konsantrasyondaki propolisten 0.1 ml intraartikiiler verildi. SF grubuna ise P grubuyla ayni zamanlarda serum
fizyolojik verildi. 6. hafta sonunda biitlin siganlar servikal dislokasyon yoluyla sakrifiye edildi ve alinan diz eklemleri
Safranin O-Fast Green ile boyanarak Mankin Skorlamasina gore histolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Yapilan histolojik skorlamada gruplardaki ortalama skorlar;A grubunda 0.57; SF grubunda 10.1 ve P
grubunda ise 5.57 puan olarak hesaplanmistir. A grubunda; eklem yiizeyi kikirdak yapisinin, boyanmasinin ve
hiicrelerinin genel olarak normal oldugu goriildii. SF grubunda, kikirdak ytizeyinde yariklar; hiicrelerinde ve matriks
boyanmasinda ciddi bozukluk mevcut oldugu goézlendi. P grubunda ise boyanmada azalma ve hiicrelerde
gruplasmalar goriilse de eklem yiizeyi SF grubuna goére daha diizgiindii.

Sonug: Intraartikiilerpropolisekstrakti uygulamasinin deneysel OA olusumunu azaltici etkisi olabilir.

Anahtar kelimeler: Propolis, osteoartrit, eklem kikirdag:
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The effectiveness of intra-articular propolis extract on the treatment of experimental
osteoarthritis in rats

Abstract

Objectives: The capacity for repair of articular cartilage is limited. Degenerative osteoarthritis (OA) is characterized by
progressive degeneration in articular cartilage and subchondral bone. Some cytokines accelerate cartilage damage by
increasing the release of catabolic substances originating from matrix metalloproteinases (MMP) and chondrocytes.
The propolis produced by honeybees affects cytokines and MMPs. We investigated the effects of intra-articular
propolis administration on experimental osteoarthritis.

Methods: 21 Sprague Dawley rats were divided into three groups, one group receiving arthrotomy alone (A), second
group receiving arthrotomy and intra-articular propolis administration (P) and third group receiving arthrotomy and
intra-articular saline solution (SF). Group P received 0.1 ml intra-articular propolis at a concentration of 0.5 mg/ml
once a week for three weeks, from the 3t week following arthrotomy. The SF group received saline solution at the
same times as those in P group. All rats were sacrificed at the end of 6t week. Tissue specimens were, stained with
Safranin O/Fast Green and subjected to histological evaluation based on the Mankin scoring system.

Results: The mean histological scores were 0.57 in A group, 10.1 in SF group and 5.57 in P group. Articular surface
cartilage structure, staining and cells were generally normal in group A. In SF group, fissures were observed on the
articular surface and severe impairment in cells and matrix staining. In P group, although a decrease was observed in
staining and clustering, the articular surface was more regular than in SF group.

Conclusion: The application of intra-articular propolis may have a reduced effect on the development of experimental
OA.

Keywords: Propolis, osteoarthritis, articular cartilage

GIRIS mekanizmalardan bircogu halen tam olarak
Agrisiz hareketi saglayan sinovyal eklemler; bilinmese de siire¢; kikirdak matriks hasari ya

ve kondrosit cevabinda azalma ile progresif
doku kayb1 olarak ilerler#. Bu stiregte 6zellikle
interlokinler (IL) ve tiimor nekroz faktori alfa
(TNF a) gibi sitokinlerin 6nemli rolii vardir. Bu
sitokinler matriks metalloproteinazlar1 (MMP)
katabolik enzimlerin kondrositlerden

subkondral kemik, sinovyum ve hiyalin eklem
kikirdagi gibi pek ¢ok farkli dokudan olusur.
Hepsinde yiik tasiyan yiizey, eklem kikirdagi ile
ortuludiur. Eklem kikirdagi, herhangi bir
prostetik  eklem ylzeyinden daha az
siirtinmeyle agrisiz harekete miisaade eder. V€

Yine iizerine gelen yiikii dagitarak subkondral
kemik iizerine olan yansimayir da minimize
ederl. Bu kadar istiin 6zelliklere sahip olan
kikirdak dokusunun kendi kendini tamir
edebilme kapasitesi ise smirlhidir ve yas
ilerledikge de azalir.

Eklemde herhangi bir nedenle baslayan
harabiyetin 6zellikle eklem kikirdagr ve
subkondral kemikte progresif hal almasy;
eklemde agr1i ve hareket kisithhigiyla

karakterize dejeneratif osteoartrit (OA) ile
sonuglanirl-3. Osteoartrit patofizyolojisindeki

salinimini arttirarak normal eklem kikirdag:
dongiisiindeki katabolik siireci arttirir ve
dejenerasyonu da hizlandirirlar. Bunun yani
sira Ozellikle IL’ler MMP inhibitorlerini de
azaltarak normal eklem kikirdagi
dongiistindeki anabolikstireci de yavaslatirlar>-8.

Propolis bal arilarn tarafindan bitki ve
agaclardan toplanan kuvvetli yapiskan bir
recinedir. Igeriginde aminoasitler, fenolik
asitler, fenolik asit esterleri, flavonoidler,
sinamik asit, terpenler ve kafeik asit ihtiva eder
910, Propolisin inflamatuvar sitokinler (6zellikle
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IL1, 1IL6), MMP’lar;, MMP inhibitérleri,
prostoglandin (PG) E2 ve nitrik oksit (NO) ve
TNFa lizerine olan etkilerini arastiran birgok
deneysel calisma mevcuttur?.10-13,

Bu calismada propolisin inflamatuvar sitokinler
lizerine olan etkileri diisiintlerek, deneysel
olarak olusturulan OA modelinde intraartikiiler
propolis uygulamasinin OA’'in progresif seyrini
yavaslatmasi amaglanmistir.

YONTEMLER
Calismamiz, etik kuruldan onay1 alindiktan
sonra (2015/36) cerrahi arastirma

laboratuvarinda ytriitiildii. Ortalama agirhiklar:
275 gr (250-300) olan 20 haftalik, 21 adet
Spraque Dawley cinsi disi sican kullanildi.
Sicanlar oda sicakligl 20-24°C, aydinlik-karanlik
dongiisi 14-10 saat olacak sekilde ayr1 ayri
kafeslere yerlestirildi. Deney siiresince standart
sigan yemi ve su kullanildi. Bir haftalik takibin
ardindan siganlar rastgele li¢ gruba ayrildi
(A:artrotomi, SF: serum fizyolojik, P:propolis).

Cerrahi Islem

Anestezi ve analjezi amaciyla 10 mg/kg xylazin
hidrokloriir (Rompun: Bayer, Leverkusen,
Almanya) ve 50 mg/kg ketaminhidroklorir
(Ketalar: Pfizer, Istanbul, Tirkiye)
intraperitonial olarak kullanildi. Gerekli olan
durumlarda ilave ketamin uygulamasi ile
anestezi slresi uzatildi. Sag dizlere medial
parapetaller kesi ile artrotomi yapildi ve patella
laterale kaydirildi. Medial kollateral bag kesildi.
Medial meniskiis c¢ikartildi415, Sadece A
grubunda cerrahi islem artrotomi asamasindan
sonra sonlandirildi. Tim si¢anlarda cerrahi
islem sonunda yumusak doku ve cilt suture
edilerek insizyon kapatildi. islemler sonrasinda
biitlin sicanlar ayr1 ayr1 kafeslerine geri
koyuldu ve harekete izin verildi. 6. hafta
sonunda biitiin sicanlar servikal dislokasyon
yoluyla sakrifiye edildi.

Propolisin Hazirlanisi
Tirkiye'nin
propolis

yorelerinden
toz haline

toplanan
getirilip

cesitli
ornekleri

karistirildi. Bunun 100 gr't 1000ml saf su ile
coziildii ve stirekli c¢alkalanarak 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saatin sonunda
calkalayic1 inkiibatérden ¢ikartilan ekstrakt
stizge¢ kagidinda siiziildii ve ardindan 0.22
um’lik steril filtrelerden gegirilerek kullanima
hazir hale getirildi. Bu sekilde hazirlanan 100
mg/ml’lik konsantrasyondaki stok propolis

ekstraktindan seyreltme yoluyla istenilen
konsantrasyonlarda calisma cozeltisi
hazirlandi.

Eklem ici Uygulama

0.5 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde
hazirlanan propolis ¢o6zeltisinin 0.1 ml’si
cerrahi girisim sonrasi 3. haftadan itibaren
haftada bir kez olacak sekilde 3 kez P
grubundaki sicanlarin sag dizlerine
intraartikiiler olarak enjekte edildi. SF grubuna
ise ayni islem 0.1 ml serum fizyolojik
uygulanarak yapild.

Histolojik Degerlendirme

Diz eklemi, femur distalinden ve tibia
proksimalinden 1 cm’lik kisimlar1 icerecek
sekilde alindi. Kas ve yumusak dokular1 uygun
sekilde ayrildi ve %10’luk formole koyuldu.

Eklemler, 3 giinlik fiksasyonun ardindan
%10’luk formik asitle hazirlanan
dekalsifikasyon soliisyonunda bekletilerek

dekalsifiye edildi. Tim o6rnekler sagital planda,
tam orta hattan Kkesildi ve medial kisimlari
alindi.  Sonra  o6rnekler dereceli alkol
serilerinden gecirilerek dehidrate edildi, ksilen
ile seffaflastirma islemi uyguland1 ve parafin
bloklara  gomiildi.  Parafin  bloklardan
mikrotomla (Leica RM 2255, Leica Instruments,
Nussloch, Germany) 5 mikrometrelik seri
kesitler alindi. Kesitlerde tibiafemoral eklemin
yuk tasiyan medial bolgesinin gorlnir
olmasina dikkat edildi. Bu kesitler Safranin O-
Fast Green ile boyanarak 1sik mikroskopunda
(Olympus BX51) degerlendirildi ve fotograflari
cekildi. Degerlendirme; eklem kikirdaginin
yapisl, hiicreleri, Fmatriksin safranin O ile
boyanma miktar1 ve tidemark’in biitiinliigiiniin
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ayr1 ayri puanlanip daha sonra toplam puanin
eldesine dayanan ve sonugta her eklem igin
hasarsizdan hasarliya dogru 0-14 arasinda bir
toplam puana ulasilan Mankin skorlamasi ile
yapildite.

Istatistiksel Degerlendirme

Calismanin istatistiksel analizi IBM SPSS 22 ile
yapilmistir. Veriler Kruskall Wallis varyans
analizi ile degerlendirilmistir. Gruplarin ikili
karsilastirmasi ise Mann-Whitney U testi ile
yapilmistir. Bu ikili karsilastirmada Bonferroni

diizeltmesi hesaplanarak anlamhlik diizeyi
belirlenmistir.

BULGULAR
Klinik Bulgular

Ameliyat sonrasi ilk bir iki giin g6zlemlenen
topallama takip eden glnlerde duzeldi.
Enfeksiyon bulgusu gézlenmedi ve hig¢bir sigan
deney stiresi boyunca 6lmedi. Degerlendirilmek
icin alinan diz eklemlerinin hig¢birinde eklem
hareketlerinde kisithlik gozlenmedi.

Histolojik Bulgular

butinligii goz onlne alinarak mikroskopik
olarak incelendi.

A grubunda; Safranin O ile boyanmanin normal
oldugu, eklem ytzeyi ve kikirdak yapinin genel
olarak diizgiin, hiicrelerin sekilleri, sayilar1 ve
morfolojilerinin  normal oldugu go6zlendi.
Eklemlerde herhangi bir doku kaybi yoktu. SF
grubunda; Safranin O ile boyanmada azalma,
eklem ytlzeyinden alt tabakalara dogru uzanan
yariklar ve hiicrelerde gruplasmalar gorildi. P
grubunda ise; Safranin O ile boyanmada hafif
azalma ve hiicrelerde gruplasmalar olmakla
beraber eklem yiizeyinin normale yakin olmasi
dikkat gekiciydi (Resim 1).

Gruplarin  ortalama  histolojik  skorlari
hesaplandiginda; A grubunun 0.57, SF
grubunun 10.1 ve P grubunun ise 5.57 puan
oldugu goriilmiistiir. U¢ grubun toplam Mankin
skorlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamh fark vardi (p<0.001) (Tablo 1). Bu fark
biitiin gruplar arasinda toplam skorlar
acisindan ayr1 ayri mevcuttu (p<0.001). Yani
eklem dejenerasyonundaki artis SF grubunda A
grubuna gore anlamh derecede fazla bulundu. P

Sicanlarin sag dizlerinin tibial eklem yiizleri grubunda ise bu dejenerasyon artisi SF
Mankin Skoruna gore; eklemdeki hasarin eklem grubuna goére anlamh derecede azalmist.
yiizeyindeki  kikirdak  yapisim  etkileme Uygulanan  propolis  tedavisi  eklemdeki
derecesi, kondrositlerin durumu, matriksin dejenerasyonun progresyonunu anlaml
Safranin O ile boyanma miktar1 ve tidemarkin ~derecede azaltmisti.

Tablo 1. Gruplarin Mankin skorlari ve p degerleri

Grup A Grup P Grup SF
n  OrttSD N Ort.xSD n Ort.xSD P degeri

Yapi 7 0.14%0.37 7 2.28+048 7 4.28+0.48 <0.001

Hiicreler 7 0.28:0.75 7 1.17£0.75 7 2.4240.53 0.002

SafraninO Boyanma 7 0.42+0.53 7 1.71+0.75 7 2.28+0.48 0.001

Tidemark Biitinligi 7  0.00 £0.00 7 0.28+0.48 7 0.71£0.48 0.021

Total Puan 7 0.57:0.53 7 5.57+0.78 7 10.14+121  <0.001

Ort.2SD: Ortalamaz*Standart sapma
(p<0.05 anlamli)
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Resim 1. A grubunda (A) eklem yiizeyi, hiicrelerin
normal goriiniimde oldugu ve kikirdak boyanmasinin iyi
oldugu goriliiyor. SF grubunda (B) alt tabakalara dogru
yariklar (ok) ve boyanmada belirgin azalma dikkati
cekiyor. P grubunda (C) ise ylizeysel diizensizliklerin (ok
basi) ve kikirdak boyanmasindaki azalmanin hafif oldugu
goriilmekte (Safranin O-Fast Green X100)

TARTISMA

Osteoartrit; ilerleyici kikirdak erozyonu ve
sinovyal inflamasyon ile Kkarakterize en sik
goriilen artrit seklidirl7-19, Erken asamalarinda,
eklemi olusturan tiim dokularda gozlemlenen
degisen derecelerdeki inflamasyon temel
patolojik degisikliktirl®. Kikirdak erozyonu ile
sinovyal inflamasyon arasinda agik bir iligki
oldugu gosterilmistir?s.

Osteoartritte gozlemlenen metabolizma
bozuklugu inflamatuvar ve antiinflamatuvar
sitokinler arasindaki sitokin iletisim aginin
bozulmasindan kaynaklanmaktadirl®. OA’li
eklemlerde IL1B, TNFa, IL6, IL15, IL17, IL18,
IL21 gibi inflamatuvar sitokinlerin saliniminin
arttigl ve bunlarinda patogenezde 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir>-817.18,20, Bunlar
arasindan IL1B, TNFa ve IL6 patofizyolojideki
en Onemli sitokinler olarak gozikmektedir. Bu
sitokinler olusturduklar1 etkilerden dolay:
eklem kikirdaginda destriiktif hasara neden
olurlar. Bu etki sadece kondrositlerde yaslanma
ve apoptozis ile siirll olmayip; yani sira
proteoglikan, agregan ve tip II kollajen gibi
ekstraselliler = matriks =~ komponentlerinde
azalma ile de meydana gelir5-81921, {lave olarak
baz1 sitokinler ozellikle MMP’lar1 (MMP1,
MMP3 ve MMP13) gibi bir¢ok proteolitik
enzimin sentezini ve salinimini da arttirir. Yine
TNFaq, IL1, IL17 ve IL18 gibi sitokinler de ayni
zamanda MMP inhibitorlerini de azaltirlars-821,
Inflamatuvar sitokinlerin kondrositler,
sinoviyal hiicreler, eklem ve eklem cevresi
dokular tzerine olan etkilerinden baska immun
sistem hiicrelerini de etkileyip inflamasyon
sahasina migrasyonlarini saglayic1 6zellikleri
vardir. Bitiin bu hiicreler inflamatuvar PGE2,
siklooksijenaz (COX) 2, fosfolipaz A2, NO ve
serbest radikallerin asir1 miktarda tiretilmesini
saglar!?. Boylece eklemdeki tiim dokularda OA
patofizyolojisini olusturan anabolik siirecte
yavaslama, katabolik siire¢ ile inflamatuvar
cevapta ise artis meydana gelir>1819. Bu
durumda artik eklem kikirdaginda progresif
fonksiyonel ve yapisal bir kayip s6z konusudur.
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Bu nedenle giinlimiizde OA’in progresif seyrini
durdurmaya yonelik arayislar; ¢alismalari,
patofizyolojide olduk¢a 6nemli rol oynadigi
diistintilen bu sitokinler ve MMP’lar iizerine
odaklamaktadir.

Ma ve ark. adalimumab ile yaptiklar1 TNFa
blokajini deneysel OA modelinde OA’in
progresyonunu onlemek icin kullandilar.
Mankin skorlarimi ve MMP 13 seviyelerini
tedavi grubunda daha dusiik buldular. Yine
subkondral  trabekiiler = mikro  yapidaki
harabiyet ve ekstraselliiler matriks yikilmasi da
tedavi grubunda azalmistl. Calisma sonucunda
yazarlar deneysel OA modelinde TNFa
blokajinin OA’in progresyonunu azalttigini
vurguladilar®.

Kandaki sitokin seviyelerinin degerlendirildigi
bir calismada propolis icerigindeki
pinocembrinin (PB) TNFa’'nin yani sira, IL 13
ve IL 6 seviyelerini de disirdigi
vurgulanmistir'2, PB’nin in vitro bir ¢alismada
kondrositlerden MMP salinimin1 da (6zellikle

MMP1, MMP3 ve MMP13) inhibe ettigi
belirtilmistir’. MMP ve iliskili enzimler
ekstraselliler matriks fonksiyonu ve

dongiistini kontrol ederler. OA gibi bir¢ok kas
iskelet sistemi hastaliginda bu dongii MMP’lar
lehine bozulmustur®.

IL1B3, uyarilabilir nitrik oksit sentaz ve COX 2
seviyelerini arttirir. Boylece NO, ROS ve
aragidonik asit metabolitleri artar. Ozellikle NO
kondrositlerden MMP’in salinimini arttirir ve
proteoglikan sentezini azaltir?2-24, Yapilan
calismalara gore; propolis igerigindeki kafeik
asit fenil ester (CAPE), insan kikirdak doku
kiltirlerinde  ve  kondrositlerde IL1B
seviyelerini azaltir ve dolayisiyla MMP’larin OA
patofizyolojisindeki etkilerini de onlemis
olur?225, Ayni zamanda CAPE inflamatuvar
hastaliklarda anahtar rol oynayan T hiicre
aktivasyonunu uyaran reseptorler {lizerinde
potent inhibitérdiir. CAPE, wuyarilmis T
hiicrelerinde IL-2 gen transkripsiyonunu ve IL-
2 sentezini de spesifik olarak inhibe eder?¢.

Hu ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alisma sonucunda
propolisin etanolikekstratinin (EEP) kuvvetli
antiinflamatuvar etkiye sahip oldugunu ve bu
etkinin PGE2 ve NO seviyelerinin azalmasindan
kaynaklanmis olabilecegini soylediler!!. Park ve
Kahng'da benzer sekilde adjuvan artritli
sicanlarda EEP’nin hem kronik hem de akut
inflamasyonda gli¢lii antiinflamatuvar 6zellige
sahip oldugunu gozlemledi. Bu etkinin EEP’nin
PG tretimindeki inhibitor etkisinden
kaynaklanmis  olabilecegini  diisiindiiler?7.
Zheng ve arkadaslari ise osteoartritli hastalarin
kondrositlerine, in vitro olarak propoliste
bulunan dogal bir flavanoid olan chrysin
uyguladilar. Ve  kondrositler  {izerinde
antiinflamatuvar  etkisinin  oldugunu, OA
tedavisinde kullanilabilecegini bildirdiler238.

Bal arilarinin,bitkilerden elde ettigi regineli bir
madde olan propolis; sahip oldugu ¢cok sayida
organik ve inorganik icerik sayesinde
geleneksel tibbin bir pargasidir. Gliniimiizde
yapilan calismalar ise sahip oldugu antiviral,
antibakteriyel, antiinflamatuvar ve antioksidan
etkilerin pek ¢ok hastalik icin tedavi edici
olabildiginigostermistir22.39,

Mevcut c¢alismada intraartikiler propolis
tedavisi uygulanan gruptan elde edilen
histolojik sonuglar SF grubuna gore anlamh
derecede iyi cikmistir. Yani deneysel olarak
olusturulan kikirdak dejenerasyonu, propolis
verilen grupta kontrol grubuna goére daha az
gerceklesmistir.

Sonug olarak intraartikiler propolis
uygulamasinin deneysel OA olusumu iizerinde
yavaslatict etkisi oldugu gozlenmistir. Bu
etkinin, propolisin icerigindeki CAPE ve PB gibi
tiriinlerin OA patofizyolojisinde olduk¢a 6nemli
rol oynayan interleukinler, TNFa ve MMP’lar
etkileyerek gerceklesmis olabilecegi kanaatine
varilmistir. Sonuglarin biyokimyasal veriler ile
desteklenmemis olmast ¢alismanin  zayif
yonudir.
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