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Sivisinin Eklem I¢i Uygulamasinin Kikirdak Doku ve
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OZET

Bu deneysel caligmada tavsanlarda olusturulan deneysel osteoartrit modelinde eklem ici uygulanan insan amniyotik sivi’nin (IAS) eklem
kikirdag: ve sinoviyal dokuya etkisinin arastirilmas1 amaglanmustir. Osteoartrit gelistirilmek i¢in 20 tavsanin sag dizinin 6n ¢apraz bagi
kesildi. Dért hafta sonra 10 tavsana birer hafta ara ile 3 kez eklem ici 0,5 ml IAS enjeksiyonu uygulandi. (Grup 1). Diger 10 tavsanda
kontrol grubu olarak kaydedildi ve herhangi bir tedavi uygulanmadi. (Grup 2). En son uygulanan eklem i¢i enjeksiyondan 12 hafta sonra
her iki grupdaki tavsanlar sakrifiye edildi. Eklem kikirdak dokusunun makroskopik degerlendirilmesi igin Meachim morfolojik evreleme
sistemi, histopatolojik degerlendirmesi i¢in modifiye Mankin degerlendirme sistemi kullanilmigtir. Sinoviyal doku histolojik degerlendir-
mesi Yoshimi’ye gore yapilmis ve sinoviyal hiicre tabakasi kalinlig1 da 6l¢iilmistiir. Makroskopik incelemede Grup 1’in %100’{ evre 1-2
iken Grup-2’nin %80’1 evre 3—4 olarak degerlendirildi (p<0,05). Kikirdagin histopatolojik degerlendirmesinde Grup 1’de medial femoral
kondil ve medial tibial plato sira ile 6,6 (1-12) ve 7,0 (1-12), Grup 2 de ise 17,8 (7-30) ve 18,9 (6-30) olarak tespit edildi (p<0,05).
Sinoviyal doku histopatolojik derecelendirmesinde belirgin istatistiksel farklilik tespit edildi (p<0,05; Grup—1 6,3 (3-8), Grup—2 12,9 (6—
17)). Ortalama sinoviyal hiicre tabakasi kalinlig1 Grup 1’de 20 pm (10-30) Grup 2’de 29 um olarak dl¢iildii (p<0,05). Sonug olarak prote-
inlerden, makromolekiillerden ve biiyiime faktdrlerinden zengin inert bir s1v1 olan IAS’n, tavsan deneysel osteoartrit modelinde kikirdak
ve sinoviyal dokudaki dejeneratif degisikliklerine kars1 koruyucu etkisinin olmasi nedeniyle kikirdak koruyucu tedavi ajanlarina bir alter-
natif olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: insan amniyotik sivisi. Kikirdak koruyucu etki. Eklem ici enjeksiyon. Deneysel osteoartrit.
The Effects of Intra-Articular Injections of Human Amniotic Fluid in an Experimental Osteoarthritic Rabbit Model

ABSTRACT

This experimental study aimed to investigate the effects of intra-articular injection of human amniotic fluid (HAF) on articular cartilage
and sinovial tissue in a developed osteo-arthritic rabbit knee model. The right knee anterior cruciate ligament was cut to develop os-
teoarthritis in 20 rabbits. After 4 weeks, 10 rabbits were given intra-articular injections of 0.5ml HAF once a week for 3 weeks (Group I).
The other 10 rabbits as control group received no treatment (Group II). Both groups were sacrificed 12 weeks after the final injection. The
Meachim morphologic grading for macroscopic evaluation, and modified Mankin evaluation for histopathological cartilage examination,
were used. Histological evaluation of the synovial tissue according to Yoshimi histopathologic grading and the synovial lining cell layer
thickness was measured. According to morphologic evaluation, 100% of group I had grade 1-2, while were %80 of group II had grade 3-4
(p<0.05). In the histopathological evaluation of the cartilage, the medial femoral condyles and medial tibial plateau in Group I were 6.6 (1-
12) and 7.0 (1-12) respectively, while in Group II they were 17.8 (7-30) and 18.9 (6-30), (p<0.05). Significant differences were observed
in the synovial tissue histopathologic grading (p<0.05; Group I 6.3 (3-8), Group II 12.9 (6-17). Mean synovial lining cell layer thickness
was 20 pm (10-30) in Group I and 29 um in Group II (p<0.05). Since HAF, which is an inert fluid, rich in proteins, macromolecules and
growth factors, has protective effects against cartilage and synovial tissue changes in an experimental rabbit model, it may be an alterna-
tive agent in cartilage protective therapy.
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teminini saglayabilecek ajanlarin gelistirilmesi ytik-
sek maliyet ve ileri teknoloji gerektirmektedir.
Osteoartritin patogenezinde etkili oldugu bilinen
katabolik etkili sitokinlerin matriks metalloprotein-
azlarim1 (MMP) aktiflestirmesi sonucu olusacak ki-
kirdak yikimini engelleyebilecek veya matriks sente-
zini artiracak bircok farkli ajan deneysel OA model-
lerinde arastirilmistir®. Kikirdak sentezini etkileyen
insulin benzeri biiyiime faktoéri-1 (IGF-1) ve
fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi biiylime faktor-
leri, hyaliinirik asit (HA) ve HA aktive edici ajan
(HASA) gibi makromolekiiller ile kikirdak yikimini
Onleyebilecek insan fibroblast kollajenaz inhibitori
benzeri bir glikoprotein, a2- makroglobulin ve doku
metalloproteinaz inhibitérleri (TIMP) deneysel OA
modellerinde tedavi edici etkileri arastirilan molekiil-
lerdir”™.

Kikirdak sentezini etkileyen faktorlerden; insulin
benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1) ve fibroblast bii-
yliime faktori (FGF) gibi proteinleri, fibronektin,
laminin ve vitronektin gibi HDM’in 6nemli
glikoproteinlerini, HA ve HA aktive edici ajan
(HASA) gibi makromolekiilleri, kikirdak yikimini
Onleyebilecek  faktorlerden;  insan  fibroblast
kollajenaz inhibitdrii benzeri bir glikoprotein, a2-
makroglobulin ve doku metalloproteinaz inhibitori
(TIMP) igeren insan amniotik sivisinin (IAS) kirik ve
tendon iyilesmesi, kikirdak rejenerasyonu, periferik
sinir iyilesmesi tizerindeki etkileri gdsterilmis olma-
sina karsin Ingilizce literatiirde eklem kikirdag: iize-
rindeki etkilerini degerlendiren bir caligmaya rast-
lanmamistir”'!. Calismamizda, deneysel OA mode-
linde eklem icine uygulanan IAS’min sinovyal ve
kikirdak doku tizerindeki etkileri arastirildi.

Gereg ve Yontem

Agirliklart 2000— 2500 gr arasinda degisen 20 adet
Yeni Zelanda tavsani kullanilan ve etik kurul izni
alindiktan sonra gergeklestirilen bu ¢alismada deney-
sel osteoartrit olusturmak amacryla 6n capraz bag
kesilmesi modeli kullamldi. ikinci trimester gebeler-
de prenatal tan1 amaciyla yapilan amniosentezde elde
edilen insan amniotik sivisi eklem ici enjeksiyon
amacityla kullanildi. Amniosentez ile eklem i¢i uygu-
lama aras1 gegen siirenin 24 saatten az olmasina 6zen
gosterildi ve materyaller bu siire igerisinde -20 °C’de
saklandu.

Tavsanlarda anestezi i¢in kas i¢ine 0.1 cc/ kg % 2’°1ik
ksilazin hidrokloriir ve 20 mg/kg ketamin hidrokloriir
yapildiktan sonra sag dizlerine anterior longitudinal
insizyon ile yaklasildi. Medial parapatellar artrotomi
sonras1 patella laterale disloke edildi ve 6n ¢apraz
bag kesildi. Capraz bagin tam olarak kesilip kesilme-
digi 6n ¢ekmece testi ile degerlendirilen deney hay-
vanlar1 ameliyat sonrast donemde normal kafes akti-
vitesine birakild.
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Uygulanan cerrahi girisimden 4 hafta sonra tavsanlar
randomize olarak 2 gruba ayrilarak Grup I’dekiler
birer hafta ara ile 3 kez eklem ici 0.5 ml IAS enjeksi-
yonu uygulandi. Kontrol grubu amaciyla Grup II
olarak ayrilan diger 10 tavsana ise herhangi bir en-
jeksiyon uygulanmadi. En son uygulanan eklem igi
enjeksiyondan 12 hafta sonra Grup I ve Grup II’deki
tavsanlar kas ici yiiksek doz ketamin uygulanarak
sakrifiye edildi. Tavsanlarin cerrahi girisim uygula-
nan diz eklemleri sinovya, femur ve tibia eklem yii-
zeylerini igerecek sekilde c¢ikartildi. Femur medial
kondil kikirdak dokusundaki makroskopik dejeneratif
degisiklikleri degerlendirmek amaciyla Meachim
morfolojik evreleme sistemi kullanildi'.

Tavsanlarin diz eklemleri histolojik degerlendirme
oncesi %10’luk formaldehit i¢inde 3 giin ve %10’ luk
formik asit iginde kemik dokusu dekalsifiye olana
kadar bekletildi. Medial eklem yiizeyini igeren
medial femur kondili ve tibia platosu parafin bloklara
alind1 ve bu bloklardan sagital planda 5 mikron kalin-
liginda kesitler elde edildi. Grup I ve Grup II’deki
tavsanlarin hematoksilen-eozin (HE) ve safranin-O
ile boyanan kikirdak, kemik ve sinovya dokusunu
iceren bu kesitler 151k mikroskopunda degerlendirildi.
Kikirdak ve sinovyal dokudaki histopatolojik degi-
siklerin degerlendirilmesinde Yoshimi ve ark.' tara-
findan tanimlanan histolojik ve histokimyasal deger-
lendirme sistemi kullanildi. Ayrica sinovyayi dose-
yen hiicre tabakasinin kalinlig1 mikrometre kullanila-
rak Olciilen tavsanlarda elde edilen tim degerler
istatistiksel olarak karsilastirild. Istatistiksel deger-
lendirmelerde Mann-Whitney U testi ve Fischer’in
Kesin Ki-Kare testi kullanildi, p< 0.05 degeri anlamli
olarak kabul edildi.

Bulgular

Deney boyunca higbir tavsanda ameliyat sonrasi yara
yeri enfeksiyonu ve septik artrit gelismedi. Femur
medial kondil eklem yiizeyinin makroskopik olarak
degerlendirilmesinde ileri evre kikirdak hasar1 (evre
3-4), Grup I’deki tavsanlarin higbirinde gelismezken,
Grup II’deki tavsanlarin 8!inde (%80) gelistigi tespit
edildi (p<0.05) (Tablo I). Kikirdak dokunun
histopatolojik degerlendirmesinde femur medial
kondil ¢in Grup I’de ortalama 6.6''* olarak tespit
edilen puanlar Grup I’de 17.87, tibia medial plato-
su icin ise sirasiyla ortalama 7.0 (1-12), 18.95*° olup
gruplar arasindaki fark anlamli idi (p<0.05) (Tablo
IT) (Sekil 1,2). Sinovyal dokunun histopatolojik de-
gerlendirmesinde de puanlar Grup I’de ortalama 6.3*
¥ iken Grup II’de 12.9%"7 olarak tespit edildi (p<0.05).
Sinovyayr doseyen hiicre tabakasinin kalinligi da
Grup I’de ortalama 20 um (10-30), Grup II’de ise
ortalama 29 pm?®** olarak 6l¢iildii (p<0.05) (Tablo
III).
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Sekil 1:
safranin-O X 100 eklem yiizeyinde fibrilasyon,
yariklanma ve orta derecede safranin-O ile boyanma
goriilmekte.

Sekil 2:
safranin-O X 100 eklem kikirdaginin tam
dezorganizasyonu ve subkondral kemigin ortaya
¢tkisi. Safranin O ile boyanmada ciddi
azalma goriilmekte.

Tablo I- Tavsan femur medial kondil eklem yiize-
yindeki dejeneratif degisikliklerin
makroskopik degerlendirme sonuglart

Tablo II- Tavsanlarin medial femoral kondil ve
medial tibial plato kikirdak dokusunun
modifiye Mankin degerlendirme sistemine
gore yapilan inceleme sonuglari

Histopatolojik degisikikler ?ﬁ%)l C(;r:fjfo;' D
Medial Femoral kondil (ort.) | 6.6 (1-12) [ 17.8 (7-30) | <0.05
Medial Tibial Plato (ort) 7.0 (1-12) | 18.9 (6-30) | < 0.05

Grup Evre1 | Evre2 | Evre 3 | Evre4 | Toplam
I (n) 5 5 _ _ 10
Il (n) 1 1 4 4 10
Toplam 6 6 4 4 20

Tablo I11I- Sinoviyal dokudaki histopatolojik degisik-
liklerin ve sinoviyal hiicre tabakasi kalin-
liginin degerlendirilme sonuglari

Sinoviyal Degerlendirme Grup I (n:10) | Grup Il (n:10)| P
6.3(3-8) | 12.9(6-17) |<0.05

20(10-30) | 29 (20-40) |<0.05

Histopatolojik Degisiklik (ort)

Hiicre tabakasinin kalinhigi (um)

Tartisma

Farkli etyopatolojik nedenlerle gelisen ve ilerleyici
bir hastalik olan OA’in tedavisinde amag; agriy1
azaltmak, eklem hareket agikligini artirmak ve fonk-
siyonel bozuklugu gidermektir. Tedavisinde farkli
konservatif yontemlerin kullanildigi bu hastalikta,
cerrahi uygulama gereksinimini geciktirmek ve
osteoartiritin erken donemlerinden itibaren baglayan
fakat klinik bulgu vermeyen kikirdak harabiyetini
yavaslatmak hedeflenir. ilk kez 1974 yilinda Peyron
ve Balazs" tarafindan dejeneratif artritli hastalarda
eklem i¢i uygulanan HA ile elde edilen basarili klinik
sonuclar farkli bir¢ok calismada da bildirilmis olma-
sina karsin %]11’lere varan oranlarda gelisen lokal
reaksiyonlar birgok arastirmaciyr farkli kikirdak
koruyucu tedavi ajanlari gelistirmeye yonelik deney-
sel calismalara yonlendirmistir'.  Calismamizda
IAS’1m lokal kikirdak koruyucu etkinligi arastirildi.

OA’nin patogenezinde bir¢ok farkli etken tanimlan-
mustir'®. Viskoelastik ve kompresif 6zellikleri olan
kikirdak dokunun bu 6zellikleri hiicre dis1 matriksin
(HDM) yapisiminin korunabilmesine baglidir. Normal
kikirdak dokuda HDM metabolizmasi yapim ve yi-
kim islemlerinin dengede oldugu dinamik bir siiregtir.
Bu dengenin yikim lehine bozuldugu bir hastalik olan
OA’te yikima neden olan katabolik enzimlerin sentez
ve salmmu artar. Kikirdak hiicreler iizerinde
katabolik etkiye sahip olan IL-1, TNF-a, IL-6, NO
gibi sitokinlerin, kikirdak matriks yikimina neden
olan kollajenaz, jelatinaz, agrekanaz, elastaz ve
fibronektin-yikici  stromelisin-1’nin  olusturdugu
matriks metalloproteinazlarint (MMP) aktiflestirdigi
gosterilmistir'>'®.  Matriks  metalloproteinazlarm
etkisi ile gelisen kikirdak degradasyonun eklem igine
GAG salinimima neden olarak reaksiyonel sinovite
yol actig1 bildirilmistir Bunun yaninda sinovyal sivi-
da sitokinlerin artmasi, sinovyal hiicrelerde
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inflamasyona neden olarak sinovite neden olur'’.
Kikirdak dokuda yikima neden olan mediatorlerin
etkilerini Onleyebilecek, proteolitik enzimleri baski-
layabilecek veya matriks sentezini artiracak terapotik
ajanlar, glinimiizde OA tedavisinde kikirdak koruyu-
cu yontemlerin gelistirilmesinde arastirma konularint
olusturmaktadir®. Basarih klinik sonuglar1 nedeniyle
uygulama sikligr giderek artan hyaluronik asitin
kikirdak koruyucu etki mekanizmasii agiklamak
amaciyla farkli gorisler ileri siiriilmistiir. Bruce ve
ark'®, negatif yiiklii olan HA’in pozitif yiiklii biiyiime
faktorleri ile baglanarak olusturduklart kompleks ile
bu faktorlerin salgilanmalarini ve aktivitelerini arttir-
digin1 bununda hizli ve diizenli doku iyilesmesinden
sorumlu oldugunu bildirilmistir. Yasui ve ark.da',
tavsan deneylerinde HA’in anti-enflamatuvar etki
gosterdigini, TIMP-1 sentezini uyardigini tespit et-
miglerdir.

Fetal iskelet gelisimi i¢in 6nemli oldugu bilinen
TGF-B, IGF -1, FGF gibi biiyiime faktorlerinin
kondrogenezis ve matriks sentezi i¢in de etkili role
sahip  oldugu  bildirilmistir®®.  Hunziker  ve
Rosenberg?', tavsan patellar oluk ve femur medial
kondillerinde  olusturduklart  parsiyel  kikirdak
defektlerinde FGF, IGF-1, TGF-B, epidermal biiylime
faktoric (EGF) gibi mitojenik biiylime faktorlerini
farkli hayvan gruplarinda lokal olarak ayr1 ayr1 uygu-
landiklarin1  bildirdikleri ¢aligmalarinda, defektin
giderilmesinde bu faktorlerden en etkili olaninin
TGF-B oldugunu belirtmislerdir. Van Beuningen ve
ark.” calismalarinda fare dizlerine uyguladiklart
TGF-B enjeksiyonu sonrasi proteoglikan saliniminin
ve eklem kikirdaginin  yiizeyel bdoliimiinde
proteoglikan igeriginin arttifin1  gostermislerdir.
Rogachefky ve ark.”® kopeklerde 6n gapraz bagi
keserek olusturduklar1 OA modelinde eklem i¢i IGF-
1, kas ici siilfath GAG ve bu iki ajanin kombine
uygulayarak kikirdak iizerindeki etkilerini arastirdik-
lar1 ¢aligmalarinda kombine uygulanan gruptaki ko-
peklerin femur kondil kikirdagmin normal anatomik
yapilarini korudugu ve Mankin evreleme sistemine
gore yapilan histopatolojik degerlendirmede diger
gruptakilere gore OA derecesinin anlamli oranda
daha az oldugu tespit edilmistir. Nixon ve ark.** IGF-
1 gen terapisi ile uyguladiklari in vitro ¢aligmalarinda,
kondrositlerde tip II kollajen m RNA ekspresyonu ve
sinovyal membranda HA iiretimini arttigimni gostere-
rek OA’da eklem kikirdagina yonelik IGF-1 gen
terapisi uygulamasinin medikal tedavi yontemi olarak
kullanilabilecegini savunmuglardir. Normal eklem
kikirdaginda da bulunan, embriyojenik donemde
kondroprogenitor hiicrelerden salinan ve kondrositler
icin en giliglii mitojenik bir biliylime faktdrii olan
FGF’iinlinde hasarli dokuya fibroblastlarin gocii ile
inflamasyonu baskiladigt ve bu yol ile OA’te
inflamasyonun gerilmesini saglayarak kikirdak do-
kuda iyilesmeyi hizlandirdigi, kikirdak matriksden
GAG salinimi azalttig1 ve reaksiyonel sinoviti engel-
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ledigi bildirilmistir”. Fujimoto ve ark.’® 84 tavsanin
168 dizinde yaptiklar1 caligmada tam kat kikirdak
lezyonu  olusturduklarmi  belirterek  yaptiklar
makroskopik ve yari-kantitatif histopatolojik deger-
lendirme defektin FGF ile dolduruldugu tavsanlarda
tedavi edilmeyen gruptaki tavsanlara gore defekti
dolduran  matriksin  daha  kalin  oldugunu,
histopatolojik degerlendirme sonucu elde edilen
puanlarin anlamli olarak yiiksek oldugunu bildirmis-
lerdir. Cuevas ve ark.”’ parsiyel defekt olusturduklari
calismada FGF uygulanan tavsanlarda, kontrol gru-
bundaki tavsanlara gore defektin daha ¢ok sayida
kondrosit igerdigini ve iyilesmenin daha iyi oldugunu
bildirmislerdir.

Normalde eklem kikirdak matriksinde MMP’ler ile
TIMP’ler arasinda hassas bir denge oldugu ve denge-
nin MMP lehine bozuldugu osteoartritli eklemlerde
bu durumun kikirdak yikimi ile sonuglanacagi belir-
tilmistir”®. Bu nedenle OA tedavisinde MMP’ler
potansiyel hedef olarak diisiiniilmistir'®. On enzim
seklinde inaktif olan bu proteazlarin fonksiyonlar
kondrositlerce de sentezlenen a2- makroglobulin ve
TIMP’lerden 6zellikle TIMP-1 ve 2 tarafindan baski-
landig1 gosterilmistir®. Kuroki ve ark.'" kdpek eklem
kondrositlerinden olusturduklar1 hiicre kiiltiirlerinde
TIMP uygulanan kondrosit kiiltiirlerinde GAG igeri-
ginin daha fazla oldugunu gostermislerdir. Gendron
ve ark.” kikirdak hiicre kiiltiirlerinde TIMP-3 uygu-
lanan kiiltiirlerde agrekanaz aktivitesine bagl gelisen
GAG salmiminin azaldigini immunokimyasal teknik-
le ispatlamiglardir.

Yoshimi ve ark.' tavsanlarda HA’nmin eklem igi en-
jeksiyonunun etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
on capraz bagi keserek olusturduklart deneysel OA
modelinde, eklem icine 0.5 ml HA enjeksiyonunu 12
hafta siiresince tekrarlamislar ve bu siire sonunda
histopatolojik incelemede modifiye Mankin deger-
lendirme sistemine gore medial femur kondil ve tibia
plato kikirdak dokusu igin elde edilen ortalama puani
ortalama 11.5°'* ve sinovyal doku degerlendirmesin-
de elde edilen puan ise ortalama 10.8”"° olarak tespit
etmiglerdir. Sinovyal dokudaki reaksiyonun deger-
lendirilmesi amaciyla farkli ¢alismalarda sinovyay1
doseyen hiicre tabakas1 kalinlig1 da degerlendirilmis-
tir'*’. Yoshioka ve ark.*® eklem i¢i HA enjeksiyonu
uyguladiklar1 deneysel OA modelinde, bilgisayar

ortaminda  histomorfometrik  teknikle  Olgiilen
sinovyal hiicre tabakasi kalinligin1 ortalama 18 pm
olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Gerek

Yoshimi ve ark.nin ve gerekse de Yoshioka ve
ark.nin galismalari ile benzer yada daha olumlu so-
nuglarin elde edildigi ¢aligmamizda bu olumlu sonug-
lar1 IAS’in igerdigi IGF-1, FGF gibi biiyiime faktor-
lerinin anabolik etkilerine ve TIMP ile o2-
makroglobulinin gibi MMP inhibisyonu 6zelligi olan
kikirdak doku koruyucu molekiillerini icermesine ve
fibronektin, vitronektin ve laminin proteinleri ile
integrin reseptorlerini uyararak ve FGF’nin direkt
etkisi ile sinovyal hiperplazi, hipertrofiyi ve
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inflamatuvar infiltrasyonu engellemesine bagli olabi-
lecegi diisliniildii.

Sonug¢ olarak, proteinler, glikoproteinler,
makromolekiiller ve bilylime faktorlerinden zengin,
inert bir stv1 olan ve kikirdak ve sinovyal dokuda
gelisen dejeneratif degisikliklere kars1 koruyucu
etkisi bulunan IAS’nimn, OA tedavisinde giincel tedavi
yaklasimlarindan biri olan kikirdak koruyucu ajanlara
alternatif bir yontem olabilecegi kanisina varildi.
Bununla birlikte ileri galismalarin planlanmasi ile,
elde edilen bu olumlu etkinin mekanizmalarinin
aydinlatilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.
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