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Ratlarda Olusturulan Deneysel Diz Osteoartrit Modelinde intraartikiiler
Glukozamin Sulfat Uygulamasinin Kondroprotektif Etkisi

Zekeriya Okan KARADUMAN?, istemi YUCEL?, Kazim SOLAK?

OZET

Bu calismada deneysel olarak osteoartrit olusturulan ratlarda intraartikiller glukozaminsilfat uygulamasinin
kondroprotektif etkisinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismada 2 grup olup, her grupta 15 olmak (izere toplam
30 rat kullaniimistir. Ratlarin dizlerinde 6n ¢apraz bag makroskopik olarak goriilmis ve eksize edilmistir. Cerrahi
islemden 2 hafta sonra her iki gruba da 1 hafta ara ile 3 kez intra artikiler enjeksiyon uygulanmistir. 1. gruba (glukosamin
stilfat grubu) 12mg/0.06cc glukosamin stlfat intraartikiler olarak uygulanmistir. 2. gruba (kontrol grubu) intraartikiler
50ul/0.05¢cc %0.9 luk NaCL(Sodyum klorid) uygulanmistir. Cerrahi sonrasi 8. hafta ratlar sakrifiye edilmistir ve elde
edilen preparatlar histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak osteoartritli ratlarda Glukozamin stilfat
uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla rejenerasyon dokusundaki histopatolojik etkilerinin istatiksel agidan anlamli
oldugu ortaya konmustur. Glukozamin siilfatin intraartikiler uygulamasi osteoartritli dizlerde uygulanabilecek alternatif
bir tedavi yontemi olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Glukozamin sulfat; rat; osteoartrit.

Condroprotective Effect of Intraarticular Glucosamine Sulfate Application on The Model of
Experimental Knee Osteoarthritis Created on Rats

ABSTRACT

The aim of this study is to examine the condroprotective efficacies of intraarticular glucosamine-sulfate administrations
in an experimental osteoarthritis model in rats. There are 2 groups in this study. 15 rats for each group (total 30) were
used in this study. The knee joints of the rats were seen macroscopically and the anterior cruciate ligaments (acl) were
resected. Two weeks after the surgery, three injections were administered intra-articularly once two weeks. 12mg/0.06
cc glucosamine-sulfate was injected to the intraarticular cavity to the rats in group 1 (glucosamine-sulphate group). 50
ul/0.05 cc 0.9% NaCl solution was injected to the intraarticular cavity to the rats in group 2 (control group). The rats
were sacrificed eight weeks later and the preparations were evaluated histopatologically. In the osteoarthritic rat knee
joints, the histopathological effects of tissue regeneration of glucosamine sulfate and HA applications compared to the
control group were shown to be statistically significant. Glucosamine sulphate administration can be accepted as an
alternative treatment protocol in the treatment of osteoartritis in the knee joint.

Keywords: Glucosamine sulphate; rats; osteoarthritis.

GIRIS

Osteoartrit (OA) en sik gorilen artrit formu olup prevalansi yasla birlikte artis géstermektedir. Vicutta bircok eklemi
etkileyebilmesine ragmen yik tasiyan eklemlerin OA’sI daha fazla 6zirliilugiine neden olmaktadir. Ozellikle de OA’ya
bagh diz agrisinin, yashlardaki en sik gortlen fiziksel yetersizlik nedeni oldugu belirlenmistir (1,2).

Osteoartrit igin giinimiizde uygulanan bir ¢ok tedavi secenegi mevcuttur. OA’in ideal tedavisi altinda mekanizmay
anlayip eklem yikimini ve hastahgin ilerlemesini 6nlemektir (3). Ancak uygulanan tedavi yéntemlerinden hicbiri hastaligi
tamamen ortadan kaldirmak icin yeterli olmamaktadir. Tedavide kullanilan baslica yontemler arasinda basit analjezikler
ve non-steroid antienflamatuar ilaclardan olusan medikal tedaviler, egzersizler, fizik tedavi yontemleri, steroid ve
hyalironik asit gibi intraartiktler ajanlar, yardimci cihazlar, hasta egitimi, glukozamin-kondroitin silfat preparatlari ve
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topikal kapsaisin gibi destekleyici yontemler ve cerrahi
tedavi yontemleri sayilabilir (4). Eklemin tamaminin
etkilenmesiyle birlikte esas etkilenen yapi eklem
kikirdagidir (5). Osteoartritli hastalarda, ana semptom olan
diz agrisinin giderilmesinin yaninda, osteoartrit gelisiminin
durdurulmasi veya yavaslatilmasi da biylk ©6nem
kazanmistir (6).

Glukozamin tirevleri OA’in semptomlarinin tedavisinde
yaygin olarak kullaniimaktadir. Kullanimi oral veya
intramuskler yoldandir. Oral glukozamin siilfat barsaktan
yaklasik %70 emilir ve bobrek yoluyla vicuttan atilir (7,8).
Glukozamin  (2-amino  2-deoksialfa  D-glukoz)
mukopolisakkarit (9) ve kitinin gerekli bir bilesini olan bir
aminosakkarid  olup,  kondrositlerin  sentezledigi
proteoglikanlarin ve glukozaminoglikanlarin yapiminda
kullanilir (10-12). Kitin diinya tzerinde en bol bulunan
ikinci polimerdir ve yengec, istakoz, karides, istiridye
kabuklarindan elde edilmektedir. Ayni zamanda sentetik
yollardan da elde edilebilir (13).

Glukozamin sifat kollojenaz ve fosfolipaz A2 gibi
kikirdagi hasara ugratan enzimlerin etkinligini, lizozomal
enzimlerin aktivitesini ve slperoksit radikallerinin
olusumunu da azaltmaktadir. Diger taraftan, glukozamin
siilfat nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglardan (NSAIi)
farkh olarak prostaglandin sentezini baskilamadigi icin
daha guvenli  bir profile sahiptir (11,12,14).
CALISMANIN AMACI IiLE ILGIiLi BIRKAC
CUMLE EKLENMELI

GEREC VE YONTEM

Bu calismada 220-275 gram agirlikta ve 5-7 aylik olacak
sekilde 30 adet eriskin erkek Wistar Albino cinsi rat
kullaniimistir. Deney siiresince ratlar her kafeste 3-4 rat
olacak sekilde barindirilmis, standart laboratuvar besinleri
ile beslenmis, sivi ve besin kisitlamasi yapilmamistir. Ratlar
15%erli 2 gruba ayrilmistir. 1. grup glukozamin stlfat grubu,

Resim 1. On ¢apraz baglari kesilmis rat diz eklemi

2. grup kontrol grubu olarak belirlenmistir.

Ratlarin dizlerine patella Gst poltinden baslayip tiiberositas
tibiaya kadar longitudinal insizyon yapilmis, daha sonra
medial parapatellar ile artrotomi yapilmis, patella laterale
devrilerek, 6n capraz bag makroskopik olarak goérilmis ve
deneysel osteoartrit modeli olusturmak amaci ile eksize
edilmistir (Resim 1). Eksizyon sonrasi 6n ¢ekmece testi
yapilarak islem dogrulanmistir. islemler sonrasi eklem
steril izotonik sollsyon ile yikanmis ve insizyonlari
usultine uygun olarak kapatiimistir. Cerrahi tedavi
sonrasinda ratlarin dizlerine herhangi bir tespit
uygulanmamistir ve serbest dolasimlarina izin verilmistir.
Cerrahi islemden 2 hafta sonra baslanarak her gruba 1 hafta
ara ile 3 kez intraartikiler enjeksiyon uygulanmistir: 1.
gruba (glukozamin siilfat grubu) 12mg/0.06cc glukozamin
siilfat (Dona ampul®, Abdi ibrahim) insiilin enjektéri ile
intraartikiler uygulanmistir. 2. gruba (kontrol grubu) ise
50ul/0.05cc %0.9 luk NaCL (sodyum klorid)
uygulanmustir.

Cerrahi islemden sonra 8 hafta, enjeksiyon isleminden 4
hafta sonra ratlar yiuksek doz ketamin (Ketalar®, Pfizer)
verilerek sakrifiye edilmis ve histopatolojk olarak
degerlendirilmistir. Ratlarin sad alt ekstremitelerine
artrotomi yapilmistir. Femur distali ve tlberositas tibia
kismindan itibaren osteotomi yapilarak alinmistir (Resim

2).

Histopatolojik Degerlendirme

Ornekler randomize numaralandirilarak patolojiye
gonderildi. Materyaller 1 hafta slreyle %210’luk

formaldehitte fiske edildi. Fiksasyonu takiben 5 giin siire
ile (Shanden TBD-2) dekalsifiye edildi. Dekalsifiksyon
islemi sonrasinda patolojiye gonderilen doku medial
kondilin yapisma yerinden eklem aralhigina dik olacak
sekilde ikiye bolindii ve kasetlendi. Ornekler hangi gruba
ait oldugu bilinmeden laboratuvara génderilen numaraya

Tablo 1. Mankin skoru (15)

1. Kikirdak yapisi

Normal

Yiizev diizensizlikleri, radial tabakava kadar fissiir gelisimi
Pannus

Yiizevel kartilaj tabakasi kavbi

Hafif organizasyon kavb, hiicre kolonlarmm voklugu, sevrek
hiicre kiimeleni
Kalsifive kartilaj tabakasma kadar fissiir olugumu

Tam organizasvon kaybs, hiicre kiimeleri, osteoklast aktivitesi
2 Hiicresel anormallik

Normal

Hiperselliilarite, kiigiik viizevel hiicre kiimeleri dahil

Hiicre kiimeleri

Hiposelliilarite

3. Matriks boyanmasi (Safranin O)

Normalhafif azalma

Radial tabakada bovanma azalmas1

Interterritorial matrikste boyanma azalmasi

| b (WS

[P T )

Sadece periselliller matrikste boyvanma

RIS IR ]

Boyanma yok

4. Tidemark devambh
Intakt

Destriiksiyon 1

=
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Resim 2. Cerrahiden sekiz hafta sonra glukozamin sulfat
grubundan elde edilen piyesin makroskobik gorintisu

Resim 3. Normal hyalin kikirdak, saglam diz (H&E,
x100 buyitme)

Resim 4. Glukozamin silfat grubunda tidemark intakt
(H&E, x200 blyutme)

Resim 5. Glukozamin silfat grubunda normal hyalin kikirdak

(H&E, x100 blyitme)

gore etiketlendi. Bu ornekler asitten arindiriimak Uzere
akarsuda 3 saat yikandi. Daha sonra otomatik doku takip
cihazinda (Shanden exelsior ES) 13 saat siire ile takip islemi
yapildi. Bu islemde dokulara sirasiyla (2 kez 30'ar dakika
formaldehit, 6 kez 60'ar dakika alkol, 3 kez 60 dakika xylen,
bir kez 60 dakika ve iki kez 80 dakika parafin) uygulandi.
Takip isleminden sonra parafine gémilen dokulardan 2
mikron kalinlikta kesitler alinarak Hematoksilen&Eosin
(H&E) ve safranin-O ile boyama yapildi. Her &rnek
patolojiye numaralandirilarak génderildigi ve 6rnegdin hangi
gruba dahil oldugunu bilinmedigi icin patologun kor
degerlendirme yapmasi saglandi. Kesitler 1sik mikroskopu
altinda degerlendirildi (Olympus Bx-50, Olympus Optical).
Gorantller bilgisayar ortamina aktarildi. Doku 6rnekleri
temel olarak tamir dokusunun kikirdak yapisi, hiicresel
yapilanmasli, matriksin safranin-o ile boyanmasi ve eklem
yiizeyinin dlizgiinligu acisindan incelendi. Bulgular Mankin
Skalasina gore degerlendirildi (Tablo 1) (15). TUm kesitler,
birbirinden bagimsiz en az iki arastirmaci tarafindan
degerlendirilerek bunlardan elde edilen skorlarin ortalamalari
esas alind1.

istatistiksel Analiz

Gruplarin histolojik degerlendirme verileri kaydedilip,
istatistiksel analizler SPSS 11.0 (SPSS, Chicago, Illinois)
kullanilarak yapilmistir. Strekli nitelikteki degiskenlerin
dagihmi, One-sample Kolmogorov—-Smirnov testi ile
degerlendirilmistir. ilgili degiskenlerin dagilimi normal
olmadi@i icin gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal-Wallis
testi ve Mann-Whitney-U testi kullaniimistir. 0.05°ten kii¢lik
P degeri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismada 2 grup olmak uzere, her grupta 15 rat olacak
sekilde toplam 30 rat kullanildi. Glukozamin siilfat
grubundan 1 rat ve kontrol grubundan 4 rat deney asamasinda
oldagu icin, kontrol grubundan 3 rat ise bariz enfeksiyon
bulgulari géruldigu icin calismadan ¢ikarilmistir. Toplam 22
preparat (Glukozamin silfat grubundan 14 rat, kontrol
grubundan 8 rat) histopatolojik inceleme icin hazirlandi.
Histopatolojik inceleme Mankin Skalasina gére yapildi.
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Hazirlanan preparatlar  kikirdak yapisi, hicresel
anormallik, matriks boyanmasi ve tidemark devamliligi
acisindan incelendi (Tablo 1) (15). Histopatolojik
incelemeler sirasinda preparatlarin fotograflari ¢ekildi
(Resim 3-7).

Tablo 2’de gruplarin histolojik incelemelerinin Mankin
Siniflamasina gore ortalama sonuglari verilmistir.
Gruplarin histolojik incelemelerinin Mankin Siniflamasina
gére minimum ve maksimum degerleri Tablo 3‘te
gosterilmistir.

TARTISMA

Bu calismada deneysel osteoartrit modelinde glukozamin
stlfat uygulamasinin intraartikiiler uygulamasinin
kondroprotektif etkinligi arastiriimistir. Sonuglar cerrahi
sonrasi 8.hafta sonunda degerlendirilmistir. Glukozamin
stlfat grubunun sonuglarinin kontrol grubuna gére daha

Resim 6. Kontrol grubunda organizasyon kaybi (H&E, iyi oldugu gosterilmistir. Glukozamin siilfatin kontrol
x100 buyttme) grubuna goére rakamsal olarak daha etkili oldugu
belirlenmistir.

Glukozamin silfat grubu ile kontrol grubu arasinda
kikirdak yapisi ve tidemark devamlili§i acisindan
istatistiksel acidan anlamli farklihk oldugu, hicresel
anormallik ve matriks boyanmasi agisindan ise ileri
derecede anlamli farklilik oldugu belirlenmistir.
Eklemi etkileyen travmalar kondral hasar olusturabilir.
Olusan bu kondral hasar eklemde osteoartrit ile sonuclanan
dejeneratif sureci baslatir (3). Osteoartrit surecini
engellemeye veya yavaslatmaya ya da olusmus
osteoartritik eklemi tedavi etmeye yonelik bircok
konservatif ~ ve  cerrahi  yaklasim  ginimizde
uygulanmaktadir (16). En ideal prosedr i¢in arastirmalar
halen devam etmektedir. Son zamanlarda hastaligi
: modifiye edici ajanlar (zerinde durulmaktadir. Son
_— = yillarda glukozaminsilfat’in intraartikiler uygulamasinin

etkinligini arastiran calismalarin yapildigi literatiirde

gorulmektedir (3,15,17).

Literatlirde Glukozamin sulfatin intraartikiler etkilerinin
ao P . karsilastirildigi ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (3,17).
a— o Total Mankin Skalasi agisindan glukozamin stlfat grubu

Resim 7. Kontrol grubunda tidemark destriksiyonu (H&E, jie kontrol grubu arasinda istatistiksel acidan ileri derecede
x100 buyitme)

Tablo 2. Gruplarin histolojik incelemelerinin Mankin Siniflamasina gore ortalama sonugclari

Kikardak | Hiicresel Matriks Tidemark | Total Mankin
Yapisi Anormallik | Boyanmasi | Devamlihg | Skalasi
Glukozamin | 511 44 | 036050 | 0,360,63 | 0212043 | 2,6442,56
sﬂ“ﬂt Il'll hu (] (] (] (] ] ) (] L] ] (]
Kontrol -
uciees 355160 | 188+0,64 | 1.88+064 | 0,88£035 | 8.12+2.80

Tablo 3. Gruplarin histolojik incelemelerinin Mankin Siniflamasina gére minimum ve maksimum degerleri

Kilardak Hiicresel Matriks Tidemark
Yapist Anormallik Boyanmasi Devamhihgi |
Glukozamin
grubu 0-5 0-1 0-2 0-1
Konirol
srubu 2-6 1-3 1-3 0-1
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anlamh farkhlik oldugu belirlenmistir.

Scotto ve ark. (18), glukozamin’in insan kondrosit hticreleri
Uzerine etkilerini invitro olarak kondrosit hiicre
kiltarlerinde incelemislerdir. Kondrosit hiicre kiiltlirlerinde
IL-1B uygulamasi ile glukozamin uygulamasi sonrasinda
IL-1B nin uygulanmasi arasindaki farklihklar arastiritimistir.
IL-18  uygulamasi  sonrasinda  MMP’larin  gen
ekspresyonunda belirgin artma oldugu, ancak IL-1B
uygulamasi éncesinde glukozamin uygulanan grupta MMP
(Matriks metallo proteinaz) gen ekspresyonunun inhibe
oldugu gosterilmistir.

Rezende ve ark. (19), 20 rat lizerinde yaptiklari calismada
oral glukozamin ile oral dianserin uygulamasini
karsilastirmislardir. Arastirmacilar ratlari iki gruba ayirip
her bir ratin sa§ dizine menisektomi uygulamislardir.
Ratlara oral olarak 1. grupta 240 mg/kg/gun glukozamin,
2. grupta 50 mg/kg/giin dianserin verilmistir. Ug ay sonra
ratlar sakrifiye edilmistir. Elde edilen piyesler histolojik
olarak ve eklem hareket acikhgi  acisindan
degerlendirilmistir. Her iki grup arasinda histopatolojik
acidan benzer sonuclar elde edildigi ancak eklem hareket
acikhiginin dianserin grubunda daha az oldugu yazarlar
tarafindan bildirilmistir.

Glukozamin silfat’in farkl tibbi calismalarda kullaniimis
ve bu ¢alismalarin cogunda etkili oldugu yonunde sonuglar
bildirilmistir. Oral glukozaminsulfat uygulamasi ile ilgili
literatlirde pek c¢ok calisma yer almasina ragmen
intraartikiller uygulamasi ile ilgili sinirh sayida calisma
bulunmaktadir (3,17). Calismamizda glukozaminstlfat’in
ratlarda deneysel osteoartrit modelinde histopatolojik
olarak kontrol grubuna gére kondroprotektif agidan olumlu
etkilere sahip oldugu ortaya konulmustur. Benzer
calismalarla desteklenmek kaydiyla glukozaminsilfat’in
intraartikiler uygulamasinin osteoartritli hastalarda klinik
kullanima gecebilecedi kanaatindeyiz.

SONUC
Sonug olarak deneysel olarak olusturulmus osteoartritli
ratlarda Glukozamin silfat uygulamasinin kontrol grubuna

kiyasla kondroprotektif etkinliginin  histopatolojik
etkilerinin istatiksel acidan anlamli oldugu ortaya
konmustur.

Eklemi ilgilendiren travmalar biitiin eklem ici ve eklem disi
yapilari etkilemektedir. Eklem ici yapilarin, ozellikle
kikirdak dokunun hasar gérmesi eklemde patolojik bir
slire¢ baslatir ve agrih disfonksiyonel bir eklem olusmasina
sebep olur. Kikirdak hastaliklari tim dinya da is kaybina
sebep olan ve hasta konforunu olumsuz etkileyen 6nemli
bir sosyoekonomik problemdir.

Osteoartritli hastalarda glinuimiizde artroskopik debridman,
artroplasti gibi cerrahi yaklasim ve HA, glikozaminoglikan,
kondroitin gibi kondroprotektif ajanlar kullaniimaktadir.
Butlin uygulamalarin ortak amaci, kikirdak dokuyu travma
sonrasinda dejeneratif artrite gotiiren patolojik sireci
engellemek, eklemi artrozdan kurtarmak ve hasar goren
kondral alanlarda hyalin kikirdaga benzer ve hyalin
kikirdagin fonksiyonlarini yerine getirebilme kabiliyetine
sahip rejenerasyon dokusunu olusturmaktir. Bu arayis
travmaya maruz kalmis kikirdak doku onariminda olumlu
etkinligi olan ya da olabilecegi dustnilen molekillerle

ilgili arastirmalarin yogunlasmasina neden olmustur.

Bu calismada ratlar Gizerinde deneysel olarak osteoartrit
olusturularak intraartikiiler Glukozaminsulfatin etkinligi
arastirilmistir. Kontrol grubuna goére anlamli 6l¢ide
kikirdak iyilesmesini olumlu etkiledigi belirlenmistir.
Glukozamin silfatin intraartrikiler kullaniminnn diz eklem
yaralanmalarinda ve osteoartritte uygulanan etkili bir tedavi
metodu haline gelebilecedi kanaatindeyiz.
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