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Sicanlarda papainle olusturulan osteoartritin
Mankin skoru ile zamana bagh derecelendirilmesi

Quantification of papain-induced rat osteoarthritis in relation to time with the Mankin score
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Amag: Papainle deneysel olarak olusturulan si¢an osteoart-
rit modelinde kikirdak yapisindaki degisiklikler Mankin
skorlama sistemiyle zamana bagl olarak derecelendirildi.

Calisma plani: Calismada 21 adet erkek Wistar sicanda os-
teoartrit olusturmak i¢in %4 liik papain soliisyonu (10 pl) ve
aktivatorii 0.03M sistein (10 pl) sag diz eklemine 1, 4 ve 7.
giinlerde enjekte edildi. Kontrol olarak ise aym: miktarda
steril serum fizyolojik soliisyonu sol dizlere enjekte edildi.
Sicanlardan rastgele secimle yediserli iic grup olusturuldu.
Her bir gruptaki sicanlarin yasami son enjeksiyondan sira-
styla 1, 2 ve 4 hafta sonra yiiksek doz eter anestezisi ile son-
landirild1 ve sag ve sol diz eklemleri ¢ikarildi. Eklem kikir-
dag1 yapisinda olusan degisikliklerin histolojik derecelen-
dirmesi modifiye Mankin skoru kullanilarak yapildi.

Sonuglar: Kikirdak yapisi degerlendirildiginde, her ii¢
grupta da yiizeysel tabakada diizensizlik ve fibrilasyonlar;
gecis ve radial alanlardaki hiicre sayilarinda azalma ve ta-
bakalanma gozlenirken, pannus olusmadig izlendi. Her
tic grupta da modifiye Mankin skoru papain uygulanan
dizlerde kontrollere gore anlamli derecede yiiksek idi
(p<0.05). Birinci, ikinci ve dordiincii hafta Mankin skor-
lar1 papain grubunda sirasiyla 4.3+£0.9, 6.9+1.3 ve
10.4%1.9; kontrol dizlerde ise 2.7+0.5, 4.0+0.8 ve 4.4£1.0
bulundu. Papain enjeksiyonundan sonra bir hafta ve dort
hafta beklenen gruplar arasinda Mankin skoru anlamli
farklilik gosterdi (p=0.0471).

Cikarimlar: Enjeksiyondan dort hafta sonra elde ettigi-
miz bulgular osteoartritin erken evre bulgulari ile uyumlu
goriinmektedir. Bu arastirmanin sonuglar1 erken evre os-
teoartrit tedavisine yonelik calismalara 1s1k tutabilir.
Anahtar sozciikler: Kikirdak, eklem/ilag etkisi/patoloji; hastalik
modeli, hayvan; diz eklemi/patoloji; osteoartrit/kimyasal yolla olu-
san; papain; sican.

Objectives: The aim of this study was to evaluate structur-
al changes in relation to time with the use of the Mankin
scoring system in papain-induced rat osteoarthritis.

Methods: Osteoarthritis was induced in 21 male Wistar rats
by injecting an admixture of 4% papain (10 pl) and its acti-
vator 0.03 M cycteine (10 pl) into the right knee joints on the
first, fourth, and seventh days. The same volume of sterile
saline solution was injected into the left knees as controls.
The rats were assigned to three groups equal in number and
were sacrificed under high-dose ether anesthesia after one,
two, and four weeks of the last papain injection, respective-
ly. The study and control knee joints were removed and his-
tologic changes in cartilage structure were assessed and
quantified with the modified Mankin scoring system.

Results: Histologically, all papain injected knees exhibit-
ed irregularity and fibrillation in the superficial layer,
decreased cell count and multilayering in transitional and
radial zones, and no pannus formation. The modified
Mankin scores were significantly higher compared to the
control knees in all the groups (p<0.05), being 4.3+0.9,
6.9+1.3, and 10.4£1.9 in diseased knees, and 2.7+0.5,
4.0£0.8, and 4.4%1.0 in the control knees after after one,
two, and four weeks of the last papain injection, respective-
ly. There was a significant difference between the Mankin
scores of the rats sacrificed after one and four weeks of
the last papain injection (p=0.0471).

Conclusion: Findings observed after four weeks of
papain injection seem to be consistent with early
osteoarthritic changes. Our results may provide insight
into therapeutic strategies for early osteoarthritis.

Key words: Cartilage, articular/drug effects/pathology; disease
models, animal; knee joint/pathology; osteoarthritis/chemically
induced; papain; rats.
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Osteoartrit, eklem kikirdagi ve subkondral kemik-
te yikim ve tamir olaylar1 arasindaki normal dengenin
bozulmasi sonucu gelisen, sadece kikirdak dokunun
degil, eklemi olusturan ve destek saglayan kemik, si-
novya, kapsiil, ligaman, kas ve tendonlarin biitiin ola-
rak yer aldig1 dinamik bir hastalik siirecidir."”

Insanlarda yapilan calismalarda patolojik degi-
sikliklerin standardizasyonu ve derecelendirilmesi
icin eklem doku 6rnegi almak giigtiir.”’ Hastaligin
daha iyi anlasilmasi icin insanlardakine benzer de-
neysel osteoartrit modelleri kullanilmaktadir. Ek-
lemi olusturan dokulardaki yapisal degisiklikleri
ve bu degisiklikleri etkileyen risk faktorlerini be-
lirlemede ve tedavi yaklasimlarinin etkinligini de-
gerlendirmede deneysel modeller yarar saglamak-
tadir.

Osteoartrit caligmalar: i¢in farkli hayvanlarda
bircok deneysel model olusturulmustur.” Genel
olarak hayvanlardaki osteoartrit modelleri trav-
mayla, ameliyatla, enzimatik olarak, eklem insta-
bilitesi ve ekstraselliiler matriks dejenerasyonu ya-
ratarak, kondrosit metabolizmasin1 bozan c¢esitli
ajanlar ile olusturulmaktadir. Proteolitik enzimler-
den biri olan papain de deneysel osteoartrit mode-
li olusturmada kullanilmaktadir. Bu enzimin kolla-
jen integrasyonu iizerine etki etmesi ve kondrosit
tizerinde dogrudan etkisinin olmamas1 ve diisiik
dozlarda etkisinin geri doniisiimlii olmasi, diger
kimyasal modellere iistiinliigiinii olusturmakta-
dir.” Eklem i¢ine papain enjeksiyonunun insan os-
teoartritine benzer bir model olusturdugu cesitli
histopatolojik calismalarda gosterilmistir.”'" Bu
caligmalarda sonuclar histopatolojik olarak ortaya
konmus; ancak, karsilastirmali calismaya olanak
verecek bir skorlama ile degerlendirme yapilma-
migtir.

Bu calismada, papainle deneysel olarak olusturu-
lan osteoartrit modelinde kikirdak yapisindaki degi-
sikliklerin bir skorlama ile zamana bagh evrelendi-
rilmesi amagland.

Gerec ve yontem

Calismada 200-300 gr agirliginda, 21 adet er-
kek Wistar cinsi sican kullanildi. Calisma Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvan
Etik Kurulu’nca degerlendirilip onaylandi. Sican-
lar, tiim deney siiresince sabit sicaklikta (24 °C)
tutulan odalarda barindirildi, standart bir yemle

beslendi ve su i¢meleri kisitlanmadi. Caligmanin
her evresinde, uygulama agsamasindan 6nce sican-
lara eter anestezisi uygulandi. Osteoartrit olugmasi
patolojik olarak degerlendirildi.

Deneysel osteoartrit olusturulmasi

Osteoartrit, %4’liilk papain soliisyonu ve onun
aktivatorii 0.03M sisteinle olusturuldu.”” Her iki
maddenin stok soliisyonundan 10’ar pl ayni enjekto-
re cekilip toplam 20 pl sag diz eklemine enjekte edil-
di. Sol diz eklemine ise, kontrol amacli, ayn1 hacim-
de steril distile su enjekte edildi. Enjeksiyonlar 1, 4
ve 7. giinlerde yapildi.” Son enjeksiyondan sonra si-
canlardan rastgele secimle yediserli ii¢ grup olustu-
ruldu. Bu gruplardaki siganlarin yasami enjeksiyon-
dan sirasiyla bir, iki ve dort hafta sonra yiiksek doz
eter anestezisi ile sonlandirildiktan sonra sag ve sol
diz eklemleri cikarildi.

Histopatolojik inceleme

Diz eklem ornekleri %10’luk notral tamponlu
formalin soliisyonu icinde saklanip, daha sonra
%10’luk formik asit soliisyonu i¢inde dekalsifiye
edildi. Parafin bloklamay: takiben 6rnekler hema-
toksilen-eozin ve toluidin mavisi ile boyandi. Bu se-
kilde hazirlanan preparatlarin histolojik degerlendir-
mesi 151k mikroskobunda yapilip, eklem kikirdagi
yapisinda olugan degisiklikler modifiye Mankin sko-
ru kullanilarak degerlendirildi.""

Modifiye Mankin skorlama sisteminde, eklem
kikirdagi yapilari, hiicre sayilari, toluidin mavisi
veya safranin-O ile boyanabilme o6zelligi, gecis
bolgesinin (tidemark zone) 6zelligi ve kikirdak yii-
zeyde pannus formasyonu olup olmamasi deger-
lendirilerek her 6rnege bes ayri kategoride puan
verilir. Osteoartrit calismalarinda kullanilan ve hi-
yalin eklem kikirdaginin dejeneratif degisiklikleri-
nin histolojik olarak incelenmesine olanak veren
bu skorlama sisteminde puanlama 0-32 arasinda
degismekte; diisiik skorlar kikirdak dokudaki hafif
degisiklikleri, biiyiik skorlar ise ileri derecede de-
jenerasyonu belirtmektedir.""

Istatistiksel analiz

Veriler ortalamaztstandart hata seklinde gosteril-
di. Gruplarda kontrollerle yapilan karsilastirmalar
icin Mann-Whitney U-testi, iic grubun karsilagtiril-
mast i¢in ise Kruskal-Wallis varyans analizi uygu-
landi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli ka-
bul edildi.
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Kontrol
M Papain

Osteoartrit skoru

1 hafta 2 hafta 4 hafta

Sekil 1. Enjeksiyonu takiben bir, iki ve dért hafta beklenen
gruplarin modifiye Mankin skorlari.

Sonuclar

Son enjeksiyonu takiben bir hafta beklenen grup:
Modifiye Mankin skorlamasiyla yapilan degerlen-
dirmeye gore, papain uygulanan dizlerde yiizeysel
bolgedeki hiicrelerde sisme, boya tutma 6zelliginde
hafif oranda azalma goézlendi. Gegis bolgesi de ¢cok
tabakal1 hal almisti. Modifiye Mankin skoru papain
ve steril distile su enjekte edilen dizler arasinda an-
lamli farklhilik gosterdi (kontrol 2.7+0.5, papain
4.3+0.9; p<0.05) (Sekil 1).

Son enjeksiyonu takiben iki hafta beklenen grup:
Papain uygulanan dizlerde yiizeysel diizensizlik, yii-
zeysel bolgedeki hiicrelerde sisme, orta ve derin bol-
gede az oranda hiperselliilerite, boya tutma 6zelligin-
de azalma ve gecis bolgesinde tabakalanma gozlendi
(Sekil 2). Kontrol dizlerle karsilastirildiginda modifi-
ye Mankin skoru anlamli derecede yiiksek bulundu
(kontrol 4.0£0.8, papain 6.9£1.3; p<0.05) (Sekil 1).

Son enjeksiyonu takiben dort hafta beklenen
grup: Papain uygulanan dizlerden elde edilen 6rnek-
lerde yiizeysel diizensizlikler, yilizeysel bolgede hiic-
re kaybi, orta bolgede hiperselliilerite, derin bolgede
hiposelliilerite, gecis bolgesine uzanan yariklar, bo-
ya tutma 06zelliginde azalma ve gecis bolgesinde ta-
bakalanma gozlendi (Sekil 3). Kontrol grubu ile kar-
stlastirildiginda modifiye Mankin skoru anlaml de-
recede yiiksek bulundu (kontrol 4.4+1.0, papain
10.4£1.9; p<0.05) (Sekil 1).

Gruplararasi karsilastirmalarda kontrol gruplar ara-
sinda anlamli farklilik bulunmazken, papain enjeksiyo-
nundan sonra bir hafta ve dort hafta beklenen gruplar
arasinda anlamli farklilik vardi (p=0.0471) (Sekil 1).

Tartisma

Eklemi olusturan dokulardaki yapisal degisiklik-
leri degerlendirmede, bu degisiklikleri etkileyen risk
faktorlerini belirlemede ve tedavi yaklagimlarinin et-
kinligini degerlendirmede deneysel osteoartrit mo-
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Sekil 2. Yizeysel dizensizlikler, hiicrelerde sisme, gegis
bélgesinde tabakalanma (H-E x 40).

Sekil 3. Orta ve derin bolgede hiicre kaybr, derin yariklar
ve gecis bdlgesinde tabakalanma ve yer yer ka-
yiplar (H-E x 100).
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dellerinden yararlanilmaktadir. Olusma mekanizma-
larina gore bu modeller mekanik ve yapisal olarak
iki ana gruba ayrilir.”! Mekanik osteoartrit modelle-
rinde eklemde instabilite yaratilarak veya yiik dagi-
limi1 degistirilerek osteoartrit olusturulur. On ¢apraz
bag kesilmesi, bu grubun literatiirdeki calismalarda
sik kullanilan 6rnegidir.""*" Yapisal osteoartrit mo-
dellerinde, fiziksel, kimyasal veya enzimatik bir et-
ken ile dogrudan kikirdak doku kompozisyonunda
degisiklikler meydana getirilerek osteoartrit olustu-
rulur. Osteoartrit olugma siiresi mekanik modellere
gore daha kisadir."

Papain proteolitik bir enzimdir. Ekstraselliiler
matrikste proteoglikanlar {lizerine etkiyerek kond-
roitin siilfat salinimina yol acar ve sonucta kolla-
jen integrasyonunu bozar.” Ancak, kollajen ve
kondrositler tizerine dogrudan etkisi yoktur."” Pa-
painin kikirdagin yenilenme mekanizmalarini ta-
mamen bozmadig1 ve yenilenme kapasitesinin uy-
gulanan doz ile ters orantili oldugu saptanmis-
tir.”>'®"” Bu durum, olusturulacak modelde oste-
oartritin evrelendirilmesine ve uygun tedavi sece-
&i sonuclarinin farkli evrelerde degerlendirilmesi-
ne olanak saglayacaktir. Papainin eklemici enjek-
siyonunun, histopatolojik olarak insan osteoartriti-
ne benzer bir model olusturdugu cesitli ¢calismalar-
da gosterilmistir.™'*"”" Bu c¢aligmalarda papain
farkli dozlarda ve araliklarla kullanilmigtir. Sonug-
lar histopatolojik olarak degerlendirilmis; ancak,
karsilastirmali calismaya olanak verecek bir skor-
lama ile degerlendirme yapilmamistir.

Mankin skorlama sistemi hassas bir yontemdir ve
en hafif osteoartritik degisiklikleri inceleme ve de-
gerlendirme olanagi tanimaktadir. Dejenere kikirdak
dokudaki hiicrelerin 6zellikleri, matriks yapisindaki
degisiklikler, gecis bolgesinin durumu, pannus olu-
sumu ve eklem yiizeyinin karakteristigi bu skorlama
sistemiyle degerlendirilebilir."" Osteoartritte gorii-
len morfolojik degisikliklerin biiylik bir boliimiini
kapsamast ve degerlendirmeci-ici ve arasi farklilik-
larin az olmasi nedeniyle yeterli bir sistemdir.”” Os-
teoartritin farkli evrelerinde kondrositlerin metabo-
lik durumu ile Mankin skorlama sistemi arasinda ko-
relasyon bulunmustur.”" Literatiirdeki papain calig-
malarinda da ayni iligki histopatolojik olarak ortaya
konmus; ancak, istatistiksel degerlendirmeye alin-
mamigtir.**”" Calismamizda, papainle olusturulan
osteoartrit modelinde gecen siire ile kikirdak yapi-
sindaki dejenerasyon derecesi arasindaki iliskinin

dogru orantili oldugunu saptadik ve bunu ilk kez ol-
mak iizere skorlama sistemi ile ortaya koyduk.

Enjeksiyondan dort hafta sonra elde ettigimiz
bulgularin osteoartritin erken evre bulgulari ile
uyumlu oldugu kanisindayiz. Bu arastirma sonugla-
rinin erken evre osteoartrit tedavisine yonelik, teda-
vi edici ajanin/yontemin arastirilacagi calismalara
151k tutacagini diisiiniiyoruz.
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