
Eklem içine uygulanan hiyalüronik asidin erken evreli

osteoartritte k›k›rdak koruyucu etkisi: Tavflanda deneysel çal›flma

The chondroprotective effect of intra-articular hyaluronic acid at early stages of

osteoarthritis: An experimental study in rabbits

Cengiz fiEN, 1 Taner GÜNEfi, 1 Baransel SAYGI, 2 Mehmet ERDEM, 1 Reflit Do¤an KÖSEO⁄LU, 3 Nurten KILIÇ 4

Gaziosmanpafla Üniversitesi T›p Fakültesi, 1Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dal›, 3Patoloji Anabilim Dal›; 
2PTT E¤itim ve Araflt›rma Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji Klini¤i;

4‹stanbul Üniversitesi Cerrahpafla T›p Fakültesi Deneysel Araflt›rma Merkezi (Vet. Hek.)

O b j e c t i v e s : 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.

Meth o d s : 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-

t i v e l y, 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.

Resu l t s : The mean cartilage areas calculated in HA- and

saline-injected knees differed significantly (1.097 mm2 a n d

0.477 mm2, 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

a b n o r m a l i t y, 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.

C o n c l u s i o n : Our results suggest that HA delays the develop-

ment of osteoarthritis at early stages through exerting a chon-

droprotective eff e c t .
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Amaç: Hiyalüronik asit (HA), osteoartritli eklemlerde özel-

likle a¤r›y› gidermek için kullan›lmaktad›r. Bu deneysel ça-

l›flmada, eklem içine uygulanan HA’n›n erken evredeki os-

teoartrit üzerine etkileri araflt›r›ld›.

Çal›flma plan›: On adet tavflan›n her iki dizinin ön çapraz

ba¤›, ketamin ve ksilazin ile intramusküler anestezi alt›nda

kesilerek osteoartrit oluflturuldu. Sa¤ dizlere, haftada bir

olmak üzere toplam üç kez 0.6 ml (15 mg/ml) HA, sol di-

zlere ayn› flekilde 0.6 ml serum fizyolojik (SF) uyguland›.

Çal›flman›n de¤iflik zamanlar›nda ölmeleri nedeniyle üç

tavflan de¤erlendirmeden ç›kar›ld›. On ikinci haftada yük-

sek doz anestezi alt›nda yaflamlar› sonland›r›lan hayvanla-

r›n dizlerinde k›k›rdak alan› ölçümleri ve Mankin skalas›-

na göre histopatolojik de¤erlendirmeler yap›ld›.

Sonuçlar: Hiyalüronik asit ve SF uygulanan dizler aras›n-

da k›k›rdak alan› ortalamas› aç›s›ndan anlaml› farkl›l›k bu-

lundu (s›ras›yla 1.097 mm2 ve 0.477 mm2, p<0.05). Mankin

skalas› toplam puan ortalamas› HA grubunda SF grubuna

göre anlaml› farkl›l›k gösterdi (s›ras›yla 3.57 ve 11.14;

p<0.05). Skalan›n hücresel anormallik, matriks boyanmas›

ve tidemark devaml›l›¤› kriterlerinde gruplar aras›nda fark-

l›l›k anlaml› de¤ilken (p>0.05), k›k›rdak yap›s› aç›s›ndan

fark anlaml› idi (s›ras›yla 0.86 ve 4.43; p<0.05). Tidemark

devaml›l›¤› aç›s›ndan HA uygulanan dizlerin hiçbirinde bo-

zukluk görülmezken, SF uygulanan dizlerin dördünde bo-

zulma saptand›.

Ç›kar›mlar: Bulgular›m›z, HA uygulanan dizlerde erken

evrede osteoartrit gelifliminin yavafllad›¤›n›, dolay›s›yla k›-

k›rda¤›n korundu¤unu ortaya koymaktad›r.
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Sinovyal eklem osteoartritinin tedavisinde, cerra-

hi ve konservatif birçok yöntem kullan›lm›flsa da,

eklemdeki patolojik süreci tersine çeviren ve oste-

oartriti tamamen tedavi edebilen bir uygulama henüz

bulunamam›flt›r. Osteoartritli hastalarda, ana semp-

tom olan diz a¤r›s›n›n giderilmesinin yan›nda, oste-

oartrit gelifliminin durdurulmas› veya yavafllat›lmas›

da büyük önem tafl›maktad›r. Bunun için k›k›rda¤›n

korunmas› gerekir. Günümüzde osteoartritli eklem-

lerde, özellikle a¤r›n›n giderilmesi ve fonksiyonlar›n

iyilefltirilmesi için hiyalüronik asit (HA) kullan›l-

maktad›r.[1,2] Yap›lan çal›flmalarda, HA’n›n analjezik,

antienflamatuvar, anabolik ve k›k›rdak koruyucu et-

kilere sahip oldu¤u bildirilmifltir.[3-5] Ancak, k›k›rdak

koruyucu özelli¤ini gösterici çal›flmalar[6,7] bulunma-

s›na ra¤men, bunun yeterince kan›tlanmad›¤›na dik-

kat çekilmifltir.[3-5]

Bu çal›flmada, osteoartritin k›k›rdak yüzeyinden

subkondral kemi¤e do¤ru ilerledi¤i[8] göz önüne al›-

narak, tavflanda erken evreli bir osteoartrit modeli

üzerinde HA’n›n k›k›rdak üzerine koruyucu etkisi

araflt›r›ld›. Osteoartrit, ön çapraz ba¤›n kesilmesiyle

oluflturuldu. Ön çapraz ba¤›n kesilmesinden sonra

oluflan instabilite, eklem k›k›rda¤›nda bozulmay› ve

onunla birlikte osteoartrit geliflimini da bafllatmakta-

d›r. Tavflanlarda, ön çapraz ba¤›n kesilmesiyle yara-

t›lan instabiliteye ba¤l› olarak osteoartrit geliflti¤i

gösterilmifltir.[6,7,9-11]

Gereç ve yöntem

Çal›flma grubu

Çal›flmada, ortalama 3.2 kg (da¤›l›m 2.7-4.5 kg)

a¤›rl›¤›nda, 10 adet Yeni Zelanda türü yetiflkin erkek

tavflan kullan›ld›. Çal›flma için etik kurul onay› al›n-

d›. Her bir tavflan›n her iki dizinde ön çapraz ba¤ ke-

silerek osteoartrit modeli oluflturuldu. Ameliyat son-

ras› birinci haftadan itibaren tavflanlar›n sa¤ dizleri-

ne (çal›flma grubu), haftada bir kez olmak üzere üç

kez 0.6 ml (15 mg/ml) hiyalüronik asit (Orthovisc,

Biomeks; Woburn, MA, ABD); kontrol grubunu

oluflturan sol dizlere ayn› flekilde 0.6 ml serum fiz-

yolojik (SF) uyguland›. Tüm enjeksiyonlar ayn› kifli

taraf›ndan uyguland›. Beflinci, sekizinci ve 10. hafta-

larda ölen üç tavflan çal›flma d›fl› b›rak›ld›. 

Cerrahi teknik

Tavflanlara 100 mg/kg ketamin ve 8 mg/kg ksila-

zin ile intramusküler anestezi uyguland›. Ameliyat

öncesinde 50 mg/kg sefazolin Na ile profilaksi uy-

guland›. Tavflanlar›n dizlerinde trafllama, saha temiz-

li¤i ve steril örtüm ifllemleri yap›ld›ktan sonra, her

bir dize uzunlamas›na anterior orta hat kesisiyle gi-

rildi. Cilt alt› dokular geçildi ve medial parapatellar

artrotomiyle diz eklemine girildi. Patella laterale çe-

kildi. Ön çapraz ba¤ 11 no’lu bistüriyle kesildi. Ek-

lemin içi serum fizyolojikle y›kand›; medial retina-

kulum 4/0 krome katgüt, cilt ise 4/0 ipek kullan›la-

rak devaml› dikifllerle kapat›ld›. Ameliyattan sonra

her bir tavflan 60x60x40 cm’lik bir kafese yerlefltiril-

di. Ameliyat sonras› dönemde analjezi sa¤lamak için

tavflanlara verilen içme suyu içine 1-2 mg/kg/100 ml

asetaminofen kondu. Tavflanlara herhangi bir immo-

bilizasyon uygulanmad›. Ameliyattan sonra 12. haf-

tada tavflanlar, intravenöz uygulanan yüksek doz

(200 mg/kg) pentotal ile öldürüldü.

Histoloji ve histomorfometri

On ikinci haftada öldürülen hayvanlarda femur

distal k›sm› kondilleriyle birlikte ç›kar›ld› ve tam-

ponlu %10 formalin solüsyonu içine kondu. Daha

sonra, dekalsifikasyon solüsyonunda bir gece bekle-

tildi. Dehidratasyon, fleffaflaflt›rma ve infiltrasyon

ifllemlerinin ard›ndan, femur medial kondilinden sa-

gittal planda kesilen parçalar parafine gömüldü. Her

bir bloktan 4 mikrometrelik kesitler haz›rland›. De-

parafinizasyon iflleminden sonra kesitler hematoksi-

lin-eozin ve safranin O FCF ile boyand›.

Hematoksilin-eozin ile boyal› kesitlerde, k›k›rdak

yap›s›, hücresel anormallik, matriks boyanmas› ve ti-

demark devaml›l›¤› Mankin skalas›na[ 1 2 ] ( Tablo 1) gö-

re de¤erlendirilerek puanlama yap›ld›. Safranin O ile

boyal› kesitlerde k›k›rdak ara maddenin boyanmas›

de¤erlendirildi. Bu kesitlerde, özellikle ara maddenin

boyand›¤› alanlar temel al›narak k›k›rdak alan› ölçül-

dü. Ölçümlerde her medial femoral kondilden haz›rla-

nan dört adet frontal kesit preparat› kullan›ld›. Prepa-

rattaki k›k›rdak bölgesinin alan›, kareli oküler mikro-

metrede kaplanan birim say›s›yla ölçüldü. Dört kesit-

te elde edilen tüm de¤erlerin ortalamas› hesapland›.

Ölçümler x40’l›k objektifte gerçeklefltirilerek alan de-

¤eri milimetre kare cinsinden kabul edildi.

Tüm histolojik ve histomorfometrik de¤erlendir-

meler, deney hayvanlar›n›n hangi gruba ait oldu¤u-

nu bilmeyen iki patoloji uzman› taraf›ndan birbirin-

den ba¤›ms›z olarak yap›ld›.

‹statistiksel de¤erlendirmede, k›k›rdak alanlar›

için Mann-Whitney U-testi ve Mankin skorlamas›
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için two-sample Kolmogorov-Smirnov testi kulla-

n›ld›; p<0.05 de¤erleri anlaml› olarak kabul edildi.

Sonuçlar

Deney s›ras›nda hiçbir hayvanda enjeksiyonlara

ba¤l› yan etki gözlenmedi ve cerrahi müdahaleden

sonra enfeksiyon geliflmedi. Hiyalüronik asit ve SF

uygulanan dizler aras›nda k›k›rdak alan› ortalamas›

aç›s›ndan anlaml› farkl›l›k bulundu (s›ras›yla 1.097

mm2 ve 0.477 mm 2, p<0.05). Mankin skalas› toplam

puan ortalamas› HA uygulanan grupta SF grubuna

göre anlaml› farkl›l›k gösterdi (s›ras›yla 3.57 ve

11.14; p<0.05). Skalan›n hücresel anormallik (1.29

ve 2.57), matriks boyanmas› (1.43 ve 3.57) ve tide-

mark devaml›l›¤› (0.0 ve 0.57) kriterlerinde gruplar

aras›nda farkl›l›k anlaml› de¤ilken (p>0.05), k›k›r-

dak yap›s› aç›s›ndan fark anlaml› idi (s›ras›yla 0.86

ve 4.43; p<0.05). Tidemark devaml›l›¤› kriterine gö-

re HA uygulanan dizlerin hiçbirinde bozukluk görül-

mezken, SF uygulanan dizlerin dördünde bozulma

saptand› (fiekil 1). 

Tart›flma

Bir polisakkarit zinciri olan HA, N-asetilglüko-

zamin ve glükuronik asitlerin disakkarit birimlerinin

tekrarlanmas› ile oluflur;[1,3] tip B sinovisitler ve si-

novyal fibroblastlar taraf›ndan sentezlenerek eklem

içine salg›lan›r.[3] Kartilaj üzerinde yaklafl›k 0.6-2

Tablo 1. Mankin skalas›

1. K›k›rdak yap›s›

Normal 0

Yüzey düzensizlikleri, radial tabakaya kadar 
fissür geliflimi 1

Pannus 2

Yüzeyel kartilaj tabakas› kayb› 3

Hafif organizasyon kayb›, hücre kolonlar›n›n 
yoklu¤u, seyrek hücre kümeleri 4

Kalsifiye kartilaj tabakas›na kadar fissür oluflumu 5

Tam organizasyon kayb›, hücre kümeleri, 
osteoklast aktivitesi 6

2. Hücresel anormallik

Normal 0

Hipersellülarite, küçük yüzeyel hücre 
kümeleri dahil 1

Hücre kümeleri 2

Hiposellülarite 3

3. Matriks boyanmas› (Safranin O)

Normal/hafif azalma 0

Radial tabakada boyanma azalmas› 1

‹nterterritorial matrikste boyanma azalmas› 2

Sadece perisellüler matrikste boyanma 3

Boyanma yok 4

4. Tidemark devaml›l›¤›

‹ntakt 0

Destrüksiyon 1

( a )

( b )

fiekil 1. (a) Hiyalüronik asit grubundaki bir tavflan›n dizi-
nin histolojik görünümü. Yüzeyel kondrositlerde
kay›p ve proteoglikan içeri¤inde azalma (safranin
O, x20). (b) Serum fizyolojik uygulanan bir tavfla-
n›n dizinin histolojik görünümü. Tidemark’a kadar
uzanan fissür oluflumlar›; proteoglikan içeri¤inde
belirgin azalma (safranin O, x20).
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µm’lik amorf bir tabaka olarak bulunan HA, kartila-

j› litik enzimler ve enflamatuvar hücrelerin penetras-

yonuna karfl› k›smi koruma sa¤lar.[1,13] Hiyalüronik

asidin ana fonksiyonu diz ekleminin elastisite ve vis-

kozitesini sa¤lamakt›r.[3] Bu etkiler dize uygulanan

stresin miktar›yla belirlenir. Dize gelen yüksek stres

kuvvetine karfl› HA’n›n elastisitesi artarken, viskozi-

tesi azal›r. Yavafl hareketlerde ise tersi söz konusu-

dur.[1,3] Osteoartritli dizlerde HA’n›n miktar› yar›ya,

hatta 1/3’e kadar düflerken, yar›ömrü de azalmakta-

d›r.[10] Bunun sonucunda, sinovyal s›v›n›n fiziksel ve

bariyer özellikleri bozulmakta ve kartilaj›n bütünlü-

¤ünü sa¤layan kollajen liflerde ayr›lmalar ve dolay›-

s›yla kartilajda kay›p ortaya ç›kmaktad›r.[13]

Osteoartritli dizlere, HA verilmesi viskosuple-

mentasyon olarak adland›r›lmakta ve HA’n›n ana et-

kisinin bu mekanizmayla gerçekleflti¤i düflünülmek-

tedir.[3] Hiyalüronik asidin, fiziksel etkiler yan› s›ra

antienflamatuvar, anabolik, analjezik ve k›k›rdak

koruyucu etkilere de sahip oldu¤u bildirilmifltir.[3-5]

Bu etkilerini, nitrik oksit üretimini bask›layarak or-

taya koydu¤u ve terapötik etkisini de bu yolla gös-

terdi¤i düflünülmektedir.[14] Hiyalüronik asidin k›k›r-

dak koruyucu etkisinin yeterince kan›tlanmad›¤›n›

öne süren görüfller de vard›r.[3] D›flar›dan verilen

HA’n›n, sinovyal eklemlerde lubrikasyonu art›rd›-

¤›[15] ve deneysel olarak osteoartrit oluflturulan diz-

lerde artm›fl olan sürtünmeyi azaltt›¤› gösterilmifl-

tir.[16] Ayr›ca, osteoartrit geliflimi s›ras›nda artan fib-

rinolitik faktörleri azaltt›¤›[17] ve k›k›rdak matriksinin

içeri¤ini oluflturan glikozaminoglikanlar› art›rd›¤›[18]

bildirilmifltir. Hasarl› menisküs dokusunda kollajen

remodelasyonunu art›rarak ve ödemi önleyerek me-

nisküs rejenerasyonunu art›rd›¤› da belirtilmifltir.[19,20]

Osteoartritli hastalarda eklem içi HA uygulama-

s›ndan beklenen faydalar›n elde edilemedi¤ini be-

lirten çal›flmalar varsa da, birçok çal›flmada, bu uy-

gulaman›n hasta flikayetlerinde ve antienflamatu-

var/analjezik ilaç kullan›m›nda azalma, de¤erlen-

dirme skalalar›nda düzelme sa¤lad›¤› bildirilmifl-

t i r.[4,21,22] Osteoartritli dizlerde artroskopik debrid-

mandan sonra uygulanan HA tedavisinin, a¤r› ve

fonksiyon aç›s›ndan yaln›z alt› ay etkili oldu¤u sap-

t a n m › fl t › r.[ 2 3 ]

Osteoartrit k›k›rdak dokusunun yüzeyinden bafl-

layarak derine, subkondral kemi¤e do¤ru ilerler.[1]

Hiyalüronik asidin uzun dönemde osteoartritten ko-

ruma etkisine sahip oldu¤u[6] ve bu etkinin tekrarla-

nan enjeksiyonlarla daha fazla oldu¤u bildirilmifl-

tir.[7] Çal›flmam›zdaki bulgular, özellikle de HA uy-

gulanan dizlerde tidemark’›n etkilenmemifl olmas›

osteoartrit gelifliminin yavafllad›¤›n›, dolay›s›yla

kartilaj›n korundu¤unu düflündürmektedir.

Çal›flmam›zda, HA tedavisinin yaln›zca yeni ge-

liflmekte olan osteoartrit üzerine etkileri araflt›r›lm›fl-

t›r. Kondrositin osteoartrit de¤iflikliklerine ilk yan›t›

proliferasyon ve programlanm›fl hücre ölümüdür; bu

nedenle, erken evrede kondrosit say›s›nda azalma

meydana gelir.[24] Çal›flmam›zda, Mankin skalas›n›n

hücresel anormallik kriteri aç›s›ndan iki grup aras›n-

daki fark›n belirgin olmamas›n›n nedeni, bu model-

de osteoartritin erken evreli olmas› olabilir. Tide-

mark devaml›l›¤› kriteri aç›s›ndan farkl›l›k anlaml›

olmamas›na karfl›n, HA grubunda hiçbir dizde tide-

mark devaml›l›¤›nda bozulma olmamas›, öte yandan

SF grubunda dört dizde bozulma saptanmas› HA’n›n

osteoartritin yüzeyden bafllayarak subkondral kemi-

¤e do¤ru olan ilerlemesini yavafllatt›¤›n› düflündür-

mektedir. Farkl›l›¤›n anlaml› olmamas›n›n nedeni,

gruplardaki denek say›s›n›n yetersizli¤i olabilir.

Osteoartritli dizlerde HA’n›n kondrosit yo¤unlu-

¤unda ve matriks görünümünde düzelme sa¤lad›¤›

gösterilmifltir.[25] Buna karfl›n, HA uygulamas›n›n geç

evre osteoartritte, özellikle radyolojik olarak iyilefl-

me sa¤layamad›¤› [26] ve olumlu etkilerinin yafl›n ar-

tmas›yla birlikte azald›¤› belirtilmifltir.[27] Bununla

birlikte, HA’n›n erken evre osteoartriti önleyici veya

geliflimini yavafllat›c› bir etkiye sahip oldu¤u aç›kt›r.

Bu bulgunun, ileri evre osteoartritte yap›lan deney-

sel ve klinik çal›flmalarla desteklenmesi, HA prepa-

ratlar›n›n klinik önemini ortaya koyacakt›r.
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