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Eklem i¢ine uygulanan hiyaliironik asidin erken evreli
osteoartritte kikirdak koruyucu etkisi: Tavsanda deneysel calisma

The chondroprotective effect of intra-articular hyaluronic acid at early stages of
osteoarthritis: An experimental study in rabbits
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Amag: Hiyaliironik asit (HA), osteoartritli eklemlerde 6zel-
likle agriy1 gidermek icin kullanilmaktadir. Bu deneysel ¢a-
lismada, eklem icine uygulanan HA nin erken evredeki os-
teoartrit tizerine etkileri aragtirildi.

Calisma plami: On adet tavsanin her iki dizinin 6n ¢apraz
bagi, ketamin ve ksilazin ile intramuskiiler anestezi altinda
kesilerek osteoartrit olusturuldu. Sag dizlere, haftada bir
olmak iizere toplam ii¢ kez 0.6 ml (15 mg/ml) HA, sol di-
zlere ayn sekilde 0.6 ml serum fizyolojik (SF) uygulandi.
Calismanin degisik zamanlarinda 6lmeleri nedeniyle ii¢
tavsan degerlendirmeden cikarildi. On ikinci haftada yiik-
sek doz anestezi altinda yagamlar1 sonlandirilan hayvanla-
rin dizlerinde kikirdak alani 6l¢iimleri ve Mankin skalasi-
na gore histopatolojik degerlendirmeler yapildi.

Sonuclar: Hiyaliironik asit ve SF uygulanan dizler arasin-
da kikirdak alani ortalamasi agisindan anlaml farklilik bu-
lundu (sirasiyla 1.097 mm’* ve 0.477 mm’®, p<0.05). Mankin
skalas1 toplam puan ortalamasi HA grubunda SF grubuna
gore anlamli farklilik gosterdi (sirasiyla 3.57 ve 11.14;
p<0.05). Skalanin hiicresel anormallik, matriks boyanmasi
ve tidemark devamlilig1 kriterlerinde gruplar arasinda fark -
lilik anlamli degilken (p>0.05), kikirdak yapist agisindan
fark anlamli idi (sirasiyla 0.86 ve 4.43; p<0.05). Tidemark
devamlilig1 ag¢isindan HA uygulanan dizlerin hi¢birinde bo-
zukluk goriilmezken, SF uygulanan dizlerin dordiinde bo-
zulma saptandi.

Cikanmlar: Bulgularimiz, HA uygulanan dizlerde erken
evrede osteoartrit gelisiminin yavagladigini, dolayistyla ki-
kirdagin korundugunu ortaya koymaktadir.
Anahtarsozciikler: Kartilaj, artikiiler/yaralanma/ilag etkisi; hastalik
modeli, hayvan; hiyaliironik asit/terapotik kullanim; enjeksiyon, int-
raartikiiler; osteoartrit, diz/patoloji/ila¢ tedavisi; tavsan.

Objectives: Hyaluronic acid (HA) is used in osteoarthritis,
especially for the control of pain. In this study, we investigat-
ed the effect of intra-articular HA on experimental
osteoarthritis of early stage.

Methods: Osteoarthritis was induced in both knees of 10 rab-
bits by transecting the anterior cruciate ligament under intra-
muscular anesthesia with ketamine and xylazine. Intra-articular
HA at a dose of 0.6 ml (15 mg/ml) and physiologic saline solu-
tion (0.6 ml) were injected into the right and left knees, respec-
tively, three times with a week interval. Three rabbits died dur-
ing the study period and were excluded. The remaining rabbits
were sacrificed in the 12th week via high dose anesthesia to
remove the the distal femora for histological evaluation using
the Mankin scale and for measurements of the cartilage area.

Results: The mean cartilage areas calculated in HA- and
saline-injected knees differed significantly (1.097 mm’ and
0.477 mm’, respectively; p<0.05). The overall mean Mankin
score was significantly lower in HA-injected knees (3.57 ver-
sus 11.14; p<0.05). Although, there were no significant dif-
ferences between the two groups with respect to cellular
abnormality, matrix staining, and tidemark continuity
(p>0.05), the mean scores for the structure of the cartilage
were significantly different (0.86 versus 4.43; p<0.05). The
integrity of the tidemark was preserved in all the HA-admin-
istered knees, though a notable disruption was observed in
four control knees.

Conclusion: Our results suggest that HA delays the develop-
ment of osteoarthritis at early stages through exerting a chon-
droprotective effect.
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Sinovyal eklem osteoartritinin tedavisinde, cerra-
hi ve konservatif bir¢ok yontem kullanilmigsa da,
eklemdeki patolojik siireci tersine ¢eviren ve oste-
oartriti tamamen tedavi edebilen bir uygulama heniiz
bulunamamustir. Osteoartritli hastalarda, ana semp-
tom olan diz agrisinin giderilmesinin yaninda, oste-
oartrit gelisiminin durdurulmasi veya yavaglatilmasi
da biiyiik 6nem tasimaktadir. Bunun i¢in kikirdagin
korunmasi gerekir. Giiniimiizde osteoartritli eklem-
lerde, 6zellikle agrinin giderilmesi ve fonksiyonlarin
iyilestirilmesi icin hiyaliironik asit (HA) kullanil-
maktadir."” Yapilan ¢alismalarda, HA ’nin analjezik,
antienflamatuvar, anabolik ve kikirdak koruyucu et-
kilere sahip oldugu bildirilmistir.”" Ancak, kikirdak
koruyucu 6zelligini gosterici ¢caligmalar'®” bulunma-
sina ragmen, bunun yeterince kanitlanmadigina dik-
kat ¢ekilmisgtir.™

Bu caligsmada, osteoartritin kikirdak yiizeyinden
subkondral kemige dogru ilerledigi® g6z oniine ali-
narak, tavsanda erken evreli bir osteoartrit modeli
iizerinde HA’'min kikirdak iizerine koruyucu etkisi
arastirildi. Osteoartrit, 6n capraz bagin kesilmesiyle
olusturuldu. On capraz bagin kesilmesinden sonra
olusan instabilite, eklem kikirdaginda bozulmay1 ve
onunla birlikte osteoartrit gelisimini da baglatmakta-
dir. Tavsanlarda, 6n ¢apraz bagin kesilmesiyle yara-
tilan instabiliteye bagli olarak osteoartrit gelistigi
gosterilmigtir.”*"!

Gerec ve yontem

Calisma grubu

Calismada, ortalama 3.2 kg (dagilim 2.7-4.5 kg)
agirliginda, 10 adet Yeni Zelanda tiirii yetiskin erkek
tavsan kullanildi. Calisma i¢in etik kurul onay1 alin-
d1. Her bir tavsanin her iki dizinde 6n ¢apraz bag ke-
silerek osteoartrit modeli olusturuldu. Ameliyat son-
ras1 birinci haftadan itibaren tavsanlarin sag dizleri-
ne (calisma grubu), haftada bir kez olmak {iizere ii¢
kez 0.6 ml (15 mg/ml) hiyaliironik asit (Orthovisc,
Biomeks; Woburn, MA, ABD); kontrol grubunu
olusturan sol dizlere aym sekilde 0.6 ml serum fiz-
yolojik (SF) uygulandi. Tiim enjeksiyonlar ayni kisi
tarafindan uygulandi. Besinci, sekizinci ve 10. hafta-
larda 6len li¢ tavsan ¢alisma digt birakild.

Cerrahi teknik
Tavsanlara 100 mg/kg ketamin ve 8 mg/kg ksila-

zin ile intramuskiiler anestezi uygulandi. Ameliyat
oncesinde 50 mg/kg sefazolin Na ile profilaksi uy-

gulandi. Tavsanlarin dizlerinde traglama, saha temiz-
ligi ve steril ortiim iglemleri yapildiktan sonra, her
bir dize uzunlamasina anterior orta hat kesisiyle gi-
rildi. Cilt alt1 dokular gecildi ve medial parapatellar
artrotomiyle diz eklemine girildi. Patella laterale ¢e-
kildi. On ¢apraz bag 11 no’lu bistiiriyle kesildi. Ek-
lemin ici serum fizyolojikle yikandi; medial retina-
kulum 4/0 krome katgiit, cilt ise 4/0 ipek kullanila-
rak devamli dikiglerle kapatildi. Ameliyattan sonra
her bir tavgan 60x60x40 cm’lik bir kafese yerlestiril-
di. Ameliyat sonras1 donemde analjezi saglamak i¢in
tavsanlara verilen igme suyu i¢ine 1-2 mg/kg/100 ml
asetaminofen kondu. Tavsanlara herhangi bir immo-
bilizasyon uygulanmadi. Ameliyattan sonra 12. haf-
tada tavsanlar, intravendz uygulanan yiiksek doz
(200 mg/kg) pentotal ile oldiiriildii.

Histoloji ve histomorfometri

On ikinci haftada o6ldiiriilen hayvanlarda femur
distal kism1 kondilleriyle birlikte ¢ikarildi ve tam-
ponlu %10 formalin soliisyonu i¢ine kondu. Daha
sonra, dekalsifikasyon soliisyonunda bir gece bekle-
tildi. Dehidratasyon, seffaflastirma ve infiltrasyon
islemlerinin ardindan, femur medial kondilinden sa-
gittal planda kesilen parcalar parafine gomiildii. Her
bir bloktan 4 mikrometrelik kesitler hazirlandi. De-
parafinizasyon igleminden sonra kesitler hematoksi-
lin-eozin ve safranin O FCF ile boyandi.

Hematoksilin-eozin ile boyali kesitlerde, kikirdak
yapist, hiicresel anormallik, matriks boyanmasi ve ti-
demark devamliligi Mankin skalasma"” (Tablo 1) go-
re degerlendirilerek puanlama yapildi. Safranin O ile
boyali kesitlerde kikirdak ara maddenin boyanmasi
degerlendirildi. Bu kesitlerde, 6zellikle ara maddenin
boyandig1 alanlar temel alinarak kikirdak alani 6l¢iil-
dii. Olciimlerde her medial femoral kondilden hazirla-
nan dort adet frontal kesit preparati kullanildi. Prepa-
rattaki kikirdak bolgesinin alani, kareli okiiler mikro-
metrede kaplanan birim sayisiyla dl¢iildii. Dort kesit-
te elde edilen tiim degerlerin ortalamasi hesaplandi.
Olgiimler x40’lik objektifte gerceklestirilerek alan de-
geri milimetre kare cinsinden kabul edildi.

Tiim histolojik ve histomorfometrik degerlendir-
meler, deney hayvanlarimin hangi gruba ait oldugu-
nu bilmeyen iki patoloji uzmani tarafindan birbirin-
den bagimsiz olarak yapildi.

Istatistiksel degerlendirmede, kikirdak alanlari
icin Mann-Whitney U-testi ve Mankin skorlamasi
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Tablo 1. Mankin skalasi
1. Kikirdak yapis1

Normal 0
Yiizey diizensizlikleri, radial tabakaya kadar
fissiir gelisimi 1
Pannus 2
Yiizeyel kartilaj tabakas1 kayb1 3
Hafif organizasyon kaybi, hiicre kolonlarinin
yoklugu, seyrek hiicre kiimeleri 4

Kalsifiye kartilaj tabakasina kadar fissiir olusumu 5
Tam organizasyon kaybi, hiicre kiimeleri,

osteoklast aktivitesi 6
2. Hiicresel anormallik
Normal 0
Hiperselliilarite, kiiciik yiizeyel hiicre
kiimeleri dahil 1
Hiicre kiimeleri 2
Hiposelliilarite 3

3. Matriks boyanmasi (Safranin O)

Normal/hafif azalma 0
Radial tabakada boyanma azalmasi 1
Interterritorial matrikste boyanma azalmasi 2
Sadece periselliiler matrikste boyanma 3
Boyanma yok 4
4. Tidemark devamlilig1
Intakt 0
Destriiksiyon 1

icin two-sample Kolmogorov-Smirnov testi kulla-
nilds; p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Sonuglar

Deney sirasinda hicbir hayvanda enjeksiyonlara
bagh yan etki gozlenmedi ve cerrahi miidahaleden
sonra enfeksiyon gelismedi. Hiyaliironik asit ve SF
uygulanan dizler arasinda kikirdak alani ortalamasi
acisindan anlaml farklilik bulundu (sirasiyla 1.097
mm’ve 0.477 mm?, p<0.05). Mankin skalasi toplam
puan ortalamasi1 HA uygulanan grupta SF grubuna
gore anlamli farklilik gosterdi (sirasiyla 3.57 ve
11.14; p<0.05). Skalanin hiicresel anormallik (1.29
ve 2.57), matriks boyanmasi (1.43 ve 3.57) ve tide-
mark devamlilig1 (0.0 ve 0.57) kriterlerinde gruplar
arasinda farklilik anlamlh degilken (p>0.05), kikir-
dak yapist agisindan fark anlamli idi (sirasiyla 0.86
ve 4.43; p<0.05). Tidemark devamlilig1 kriterine go-
re HA uygulanan dizlerin higbirinde bozukluk goriil-
mezken, SF uygulanan dizlerin dordiinde bozulma
saptand (Sekil 1).

Sekil 1. (a) HiyallUronik asit grubundaki bir tavsanin dizi-
nin histolojik gérunimu. Yuzeyel kondrositlerde
kayip ve proteoglikan iceriginde azalma (safranin
O, x20). (b) Serum fizyolojik uygulanan bir tavsa-
nin dizinin histolojik gériinimu. Tidemark’a kadar
uzanan fissir olusumlari; proteoglikan igeriginde

belirgin azalma (safranin O, x20).

Tartisma

Bir polisakkarit zinciri olan HA, N-asetilgliiko-
zamin ve gliikuronik asitlerin disakkarit birimlerinin
tekrarlanmasi ile olugur;" tip B sinovisitler ve si-
novyal fibroblastlar tarafindan sentezlenerek eklem
icine salgilanir.” Kartilaj tizerinde yaklasik 0.6-2
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pm’lik amorf bir tabaka olarak bulunan HA, kartila-
jtlitik enzimler ve enflamatuvar hiicrelerin penetras-
yonuna karsi kismi koruma saglar.""”' Hiyaliironik
asidin ana fonksiyonu diz ekleminin elastisite ve vis-
kozitesini saglamaktir.”! Bu etkiler dize uygulanan
stresin miktariyla belirlenir. Dize gelen yiiksek stres
kuvvetine karst HA nin elastisitesi artarken, viskozi-
tesi azalir. Yavag hareketlerde ise tersi s6z konusu-
dur."” Osteoartritli dizlerde HA nin miktar1 yariya,
hatta 1/3’e kadar diigserken, yariomrii de azalmakta-
dir."” Bunun sonucunda, sinovyal sivinin fiziksel ve
bariyer ozellikleri bozulmakta ve kartilajin biitiinlii-
giinii saglayan kollajen liflerde ayrilmalar ve dolayi-
styla kartilajda kayip ortaya ¢ikmaktadir."”

Osteoartritli dizlere, HA verilmesi viskosuple-
mentasyon olarak adlandirilmakta ve HA’nin ana et-
kisinin bu mekanizmayla gerceklestigi diisliniilmek-
tedir.” Hiyaliironik asidin, fiziksel etkiler yani sira
antienflamatuvar, anabolik, analjezik ve kikirdak
koruyucu etkilere de sahip oldugu bildirilmigtir.”
Bu etkilerini, nitrik oksit iiretimini baskilayarak or-
taya koydugu ve terapétik etkisini de bu yolla gos-
terdigi diigiiniilmektedir."" Hiyaliironik asidin kikir-
dak koruyucu etkisinin yeterince kanitlanmadigin
one siiren gorigler de vardi.” Disaridan verilen
HA’nin, sinovyal eklemlerde lubrikasyonu artirdi-
&1 ve deneysel olarak osteoartrit olusturulan diz-
lerde artmis olan siirtlinmeyi azalttigr gosterilmis-
tir.'” Ayrica, osteoartrit gelisimi sirasinda artan fib-
rinolitik faktorleri azalttigi"” ve kikirdak matriksinin
icerigini olusturan glikozaminoglikanlart artirdig"*
bildirilmistir. Hasarli meniskiis dokusunda kollajen
remodelasyonunu artirarak ve 6demi onleyerek me-
niskiis rejenerasyonunu artirdigi da belirtilmistir."**"

Osteoartritli hastalarda eklem ici HA uygulama-
sindan beklenen faydalarin elde edilemedigini be-
lirten ¢alismalar varsa da, bir¢ok calismada, bu uy-
gulamanin hasta sikayetlerinde ve antienflamatu-
var/analjezik ila¢ kullaniminda azalma, degerlen-
dirme skalalarinda diizelme sagladigi bildirilmis-
tir.**"*! Osteoartritli dizlerde artroskopik debrid-
mandan sonra uygulanan HA tedavisinin, agr1 ve
fonksiyon agisindan yalniz alt ay etkili oldugu sap-
tanmigtir.””

Osteoartrit kikirdak dokusunun yiizeyinden bas-
layarak derine, subkondral kemige dogru ilerler."
Hiyaliironik asidin uzun donemde osteoartritten ko-
ruma etkisine sahip oldugu' ve bu etkinin tekrarla-

nan enjeksiyonlarla daha fazla oldugu bildirilmis-
tir.” Calismamizdaki bulgular, 6zellikle de HA uy-
gulanan dizlerde tidemark’in etkilenmemis olmasi
osteoartrit gelisiminin yavasladigini, dolayisiyla
kartilajin korundugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizda, HA tedavisinin yalnizca yeni ge-
lismekte olan osteoartrit {izerine etkileri arastirilmig-
tir. Kondrositin osteoartrit degisikliklerine ilk yaniti
proliferasyon ve programlanmis hiicre liimiidiir; bu
nedenle, erken evrede kondrosit sayisinda azalma
meydana gelir.” Calismamizda, Mankin skalasinin
hiicresel anormallik kriteri agisindan iki grup arasin-
daki farkin belirgin olmamasinin nedeni, bu model-
de osteoartritin erken evreli olmasi olabilir. Tide-
mark devamlilig kriteri agisindan farklilik anlamli
olmamasina karsin, HA grubunda hi¢bir dizde tide-
mark devamliliginda bozulma olmamasi, 6te yandan
SF grubunda dort dizde bozulma saptanmasit HA ’nin
osteoartritin yiizeyden baglayarak subkondral kemi-
ge dogru olan ilerlemesini yavaslattigini diisiindiir-
mektedir. Farkliligin anlamli olmamasinin nedeni,
gruplardaki denek sayisinin yetersizligi olabilir.

Osteoartritli dizlerde HA nin kondrosit yogunlu-
gunda ve matriks goriiniimiinde diizelme sagladigi
gosterilmigtir.” Buna karsin, HA uygulamasinin geg
evre osteoartritte, 6zellikle radyolojik olarak iyiles-
me saglayamadig1® ve olumlu etkilerinin yasin ar-
tmasiyla birlikte azaldigi belirtilmistir.””” Bununla
birlikte, HAnin erken evre osteoartriti 6nleyici veya
gelisimini yavaglatici bir etkiye sahip oldugu agiktir.
Bu bulgunun, ileri evre osteoartritte yapilan deney-
sel ve klinik caligmalarla desteklenmesi, HA prepa-
ratlarinin klinik 6nemini ortaya koyacaktir.
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