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TURKCE OZET

Bu caligmada, cranial cruciate ligament transeksiyonu ile olusturulan diz
osteoartritis modelinde, tibbi ozon, hiyaluronik asit ve ozon-hiyaluronik asit
kombinasyonunun intraartikiiler uygulamalar1 ile sistemik ozon tedavisinin
karsilastirmali etkileri arastirildi. Calismada, 60 disi Sprague Dawley irki ratin sag
dizine cranial cruciate ligament transeksiyonu uygulandi. Alt1 gruba ayrilan deneklere
cerrahi islem sonras1 2. haftadan baslayarak haftada bir kez, toplam bes hafta siiren
tedavi protokolii uygulandi. Radyolojik degerlendirme amaciyla 2. ve 8. haftalarda
bilgisayarli tomografi goriintiileri alindi. Histopatolojik olarak Modifiye Mankin
skoru, kikirdak matriks kaybi ve kikirdak dejenerasyon skoru, ayrica
immiinohistokimyasal olarak kollajen tip 1l ve matriks metalloproteinaz-13
ekspresyonu incelendi. Serolojik degerlendirmede TNF-a diizeyleri ELISA ile
olgiildii.

Sekizinci haftada, intraartikiiler ozon ve ozon-hiyaluronik asit kombinasyonu
gruplarinda Mankin skorlarmin anlamli sekilde disiik oldugu belirlendi (p< 0,05).
Kikirdak matriks kaybi1 ve kikirdak dejenerasyon skorlart da ozon uygulanan gruplarda
daha diisiik bulundu. intraartikiiler ozon uygulamasinin, sistemik uygulamaya kiyasla
daha etkili sonuglar verdigi belirlendi. Kollajen tip Il diizeyleri de intraperitoneal
kontrol grubuna kiyasla intraartikiiler ozon ve ozon- hiyaluronik asit kombinasyonu
gruplarinda anlamli sekilde artt1 (p= 0,010).

Elde edilen bulgular, 6zellikle hiyaluronik asit ile kombine edilen ozon tedavisinin
osteoartritis’te belirgin iyilestirici etkiler sagladigini gostermektedir. Bu kombine
tedavi sekli, CrCL transeksiyonu ile indiiklenen OA modelinde kapsamli olarak
degerlendirilen ilk caligmalardan biri olup, ozon temelli yaklagimlarin terapdtik
potansiyelini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Hiyaluronik asit, osteoartritis, ozon, kikirdak, rat

VIl



INGILIiZCE OZET

CLINICAL, COMPUTED TOMOGRAPHIC, HISTOPATHOLOGICAL,
IMMUNOHISTOCHEMICAL, AND SEROLOGICAL INVESTIGATION OF
THE EFFICACY OF OZONE, HYALURONIC ACID, AND OZONE-
HYALURONIC ACID COMBINATION IN AN EXPERIMENTALLY
INDUCED OSTEOARTHRITIS MODEL IN RATS

In this study, the comparative effects of intra-articular administration of medical
ozone, hyaluronic acid, and ozon-hyaluronic acid combination, as well as systemic
ozone treatment, were investigated in a rat model of knee osteoarthritis induced by
cranial cruciate ligament transection. Cranial cruciate ligament transection was
performed on the right knee of 60 female Sprague Dawley rats. The animals were
divided into six groups and received weekly treatments for five weeks, starting from
the second week after surgery. Computed tomography images were obtained at Weeks
2 and 8 for radiological evaluation. Histopathological analyses included Modified
Mankin scoring, cartilage matrix loss, and cartilage degeneration scoring.
Immunohistochemical assessments were conducted for type Il collagen and matrix
metalloproteinase-13 expression. Serum TNF-a levels were measured by ELISA for
serological evaluation.

At week 8, significantly lower Mankin scores were observed in the intra-articular
ozone and ozone-hyaluronic acid combination groups (p< 0.05). Cartilage matrix loss
and zonal degeneration scores were found to be lower in the ozone-treated groups.
Intra-articular ozone therapy yielded more effective outcomes compared to systemic
administration. Type Il collagen expression was also significantly increased in the
intra-articular ozone and ozone-HA combination groups compared to the
intraperitoneal control group (p= 0.010).

The findings indicate that ozone therapy, particularly when combined with
hyaluronic acid, provides significant therapeutic benefits in osteoarthritis. This
combined treatment approach represents one of the first comprehensive evaluations in
a CrCL transection-induced OA model, highlighting the therapeutic potential of
ozone-based strategies.

Keywords: Cartilage, hyaluronic acid, osteoarthritis, ozone, rat
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1. GIRIS

Osteoartritis (OA); eklem kikirdaginin dejenerasyonu, subkondral kemik sklerozu
ve osteofit olusumu ile karakterize, kronik, ilerleyici ve geri doniisiimsiiz bir eklem
hastaligidir (Davatchi, Abdollahi, Mohyeddin, Shahram, & Nikbin, 2011). Hem
insanlarda hem de hayvanlarda sik goriilen bu dejeneratif hastalik, kronik agriya neden
olarak yasam kalitesini diisiirmekte ve Onemli oOlgiide saglik harcamasma yol
acmaktadir (Knazovicky ve ark., 2016).

Diz eklemi, hem insanlarda hem de hayvanlarda viicut yiikiinii tasiyan bir yap1
olmasi nedeniyle OA’dan en sik etkilenen eklemlerden biridir (Pereira ve ark., 2011).
Klinik ve deneysel arastirmalarda OA’nin patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasi
amaciyla gesitli hayvan modelleri gelistirilmistir. Bu modeller arasinda, ratlarda n
capraz bag transeksiyonu (CrCLT) yontemi, eklemde kalici instabilite olusturarak
OA’y1 simiille eden en yaygin cerrahi model olarak kabul edilmektedir
(Lampropoulou-Adamidou ve ark., 2014; Marijnissen, Van Roermund, TeKoppele,
Bijlsma, & Lafeber, 2002).

Osteoartritis tedavisinde en yaygin bagvurulan farmakolojik yaklagimlar arasinda
non-steroidal antiinflamatuvar ilaglar (NSAID’ler) yer almaktadir. Ancak bu ajanlar,
ozellikle eslik eden sistemik hastaliklar1 bulunan bireylerde gastrointestinal,
kardiyovaskiiler ve renal yan etkiler nedeniyle uzun siireli kullanim i¢in uygun degildir
(Cooper ve ark., 2019). Giiniimiizde osteoartritis tedavisinde kullanilan konvansiyonel
yontemlerin (analjezikler vb.) hastaligin progresyonunu durdurmada yetersiz kalmasi,
alternatif biyolojik tedavi arayiglarini giindeme getirmistir (Hellio Le Graverand-
Gastineau, 2010). Bu nedenle, dogrudan hedef dokulara etki eden ve sistemik
toksisiteyi azaltan eklem i¢i enjeksiyonlara olan ilgi giderek artmaktadir (Nelson,
Allen, Golightly, Goode, & Jordan, 2014).

Intraartikiiler uygulamalarda en sik tercih edilen ajanlar arasinda hiyaluronik asit
(HA) ve kortikosteroidler yer almaktadir. Bununla birlikte, daha yeni kesfedilmeleri
nedeniyle trombosit agisindan zengin plazma (TZP), mezenkimal kok hiicreler

(MKH), polintikleotidler gibi biyolojik ajanlar ve ozon tedavisine yonelik arastirmalar



da devam etmektedir (Lim, Park, Kim, Kang, Lee, & Moon, 2018). Bu kapsamda,
intraartikiiler olarak uygulanan HA, sinoviyal sivinin viskoelastik ozelliklerini
tyilestirerek agriy1r azaltmakta ve eklem hareket agikligini artirmaktadir (Jevsevar,
2013). Son zamanlarda, kikirdak dokusundaki dejeneratif siireci yavaslatmayi, hatta
miimkiinse tersine ¢evirmeyi ve agriy1r azaltmayi hedefleyen yeni biyolojik tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine yonelik c¢alismalarin sayisinda belirgin bir artig
gozlenmektedir (Lee ve ark., 2013).

Son yillarda alternatif tedavi ajanlarindan biri olarak tibbi ozon (Os) dikkat
¢ekmektedir. Ozon’un diisiik dozlarda kontrollii olarak uygulanmasi sonucu olusan
gecici oksidatif stresin, antioksidan savunma sistemlerini uyararak inflamasyonu
azalttig1, fibroblast ve kondrosit proliferasyonunu artirarak kikirdak rejenerasyonunu
destekledigi gosterilmistir (Bocci, Zanardi, & Travagli, 2011; Borrelli, Alexandre,
lliakis, Alexandre, & Bocci, 2015). Bununla birlikte, ozon tedavisinde doz,
konsantrasyon ve uygulama siiresi agisindan standart bir protokoliin bulunmamast,
klinik uygulamalar1 sinirlayan baslica etkenlerden biridir (Borrelli ve ark., 2015).
Tibbi ozon’un HA ile kombine kullanimi, hem viskoelastik hem de biyomodiilator
etkilerin sinerjik sekilde hedeflenmesine olanak tanimaktadir. Bununla birlikte,
intraperitoneal olarak uygulanan ozon ve ozon-HA kombinasyonunun osteoartritis
tizerindeki etkilerine dair literatiirde sinirli sayida deneysel ¢alisma bulunmaktadir
(Y1lmaz, Bilge, Erken, & Kuru, 2021). Ayrica, ozon’un lokal ve sistemik etkinliginin
karsilastirilmasi hususu da literatiirde heniiz yeterince agikliga kavusmamustir.

Bu tez ¢alismasinin amaci; ratlarda cranial cruciate ligament transeksiyonu ile
olusturulan deneysel osteoartritis modelinde, ozon, hiyaluronik asit ve ozon-
hiyaluronik asit kombinasyonunun intraartikiiler ve intraperitoneal yollarla
uygulanarak, tedavi etkinliklerinin klinik, bilgisayarli tomografik, histopatolojik,
immiinohistokimyasal ~ ve  serolojik  yonlerden  karsilastirmali olarak
degerlendirilmesidir. Bu ¢alismadan elde edilecek bulgularin, hem veteriner hem de
beseri tipta OA tedavisinde yeni ve etkili protokollerin gelistirilmesine bilimsel katk1

saglamas1 hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diz Eklemi Hastaliklar1 Tarihcesi

Diz ekleminde bulunan capraz baglarin anatomisi ilk kez Eski Misir’da Smith
Papiriis’iinde (M.O. 3000) tanimlanmustir. Hipokrat (M.O. 460-370), diz ekleminde
karsilagilan ligament hastaliklar ile birlikte subluksasyon’dan bahsetmistir. Roma
Imparatorlugu déneminde ¢apraz baglarin (cranial ve caudal cruciate ligament) sinir
sisteminin bir pargasi olduguna inanilirken, 6n ¢apraz bag’in eklemi destekleyen ve
anormal diz hareketini 6nleyen bir yap1 oldugunu ilk tanimlayan kisi Galen (M.S. 129-
216) olmustur (Davarinos, O'Neill, & Curtin, 2014; Tellioglu, Sener, & Undey, 2022).

Weber & Weber, 1836 senesinde Almanya Goettingen’de yaptig1 calismada, 6n
capraz bag’in yapisini ve kesilmesinden sonra tibia’nin anterio-posterior yondeki
hareketini tanimlayarak, bu bagin diz eklemi stabilitesindeki Onemini ortaya
koymustur (aktaran Tandogan, 2002). Erken donem tip literatiiriinde ¢apraz baglar,
capraz dizilislerinden dolay1 bu sekilde adlandirilmistir (Palmer, 1938).

2.2. Diz Ekleminin Anatomisi

Viicudun en biiylik eklemi olan diz eklemi (Articulatio genu), meniskiisler ve
capraz baglar gibi dize 6zgii birgok dnemli yapiy1 icermektedir. Diz eklemi temel
olarak femur- tibia arasinda bulunan femorotibial eklem, femur- patella arasinda
bulunan patellofemoral eklem ve tibia- fibula arasindaki tibiofibular eklemden olusan
kompleks bir yapidir (Standring, 2016). Onceden modifiye mentese eklem olarak
bilinmesine karsin, diz eklemi hareketleri agisindan ginglymus grubuna benzer.
Ginglymus grubu eklemler sadece transversal eksende fleksiyon- ekstensiyon hareketi
yapabilirken, diz eklemi 30° fleksiyon sonrasi bir miktar rotasyon yapabilmesi ile
onlardan ayrilir. Bunun yani sira eklem yiiziinde iki adet kondilus (condylus medialis
ve condylus lateralis) bulunmasindan dolayi, sekil bakimindan Articulatio
bicondylaris grubuna da dahil edilmektedir (Arinct, & Elhan, 2014).

Dizin eklem yiizeyleri femur’un distal kismi, tibia’nin proksimal kismi ve

patella’nin arka yiizii tarafindan olusturulur. Distalden bakilacak olursa fossa



intercondylaris ile ikiye ayrilmig olan condylus medialis ve condylus lateralis 6n
tarafta birlesip, patella ile eklem yapacak olan facies patellaris’i olusturur (Oliveira, &

Reis, 2017) (Sekil 1).

Femurun patellar

yiizeyi .
R Caudal Cruciate

Ligament (CrCL)

Condylus lateralis

E Condylus medialis
femoris H
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Ligamentum collaterale
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Cranial Cruciate
Ligament (CrCL)

Lateral meniskis Lateral meniskis

Fibula bas1

Ligamentum collaterale
mediale

Tuberositas
tibia

Fibula

Sekil 1. Diz eklemi anatomisi (https://jpabs.org/misc/knee-pain-on-lateral-side.html).

Tibial platonun i¢ tarafi, disa gore daha konkav, uzun ve dardir. Femur’a ait
kondilus yiizeylerinin konveks ve tibial kondilus’larin konkav yapilart uyumsuz olup,
her iki kemigin eklem yiizleri birbirine tam olarak temas etmez (Arinci, & Elhan, 2001;
Rouviere, & Delmas, 2002). Hafif ¢ukur olan her iki eklem yiizii birbirine komsu olan
alanlarda biraz yiikselerek, tuberculum intercondylare mediale ve laterale’yi olusturur
(Arnct, & Elhan, 2001). Kikirdak ile kaplanmanin en kalin oldugu yer olan tibial
platodaki eklem yiizeyi, tibia’nin iizerinde tuberculum intercondylare’nin tepesine
kadar uzanmaktadir. Kalinlik merkezde 3-4 mm olup, perifere dogru azalmaktadir
(Arinct, & Elhan, 2001; Rouviere, & Delmas, 2002) (Sekil 2).

Femoral kondilus’lar ile tibial plato arasinda bulunan ve fibro-kartilajindz bir
doku olan meniskiis, diz ekleminin hayati bir bilesenidir. Her dizde lateral ve medial
olmak tizere iki adet meniskiis bulunur. Medialde bulunan meniskiis daha ¢ok hilal
seklindeyken, lateral meniskiis “C” seklindedir (Sanchez-Adams, & Athanasiou, 2009;

Verdonk ve ark., 2005). Kesitsel olarak meniskiis’lerin periferi daha kalindir.



Meniskiis’iin i¢ kismi avaskiiler olup difiizyon ile beslenir. Meniskiis’lerin sinirl
sayidaki mekanoreseptorleri, propriyosepsiyon agisindan énemlidir (Chen, Fu, Wu, &
Pei, 2017). Meniskiis, dizin normal sekilde calisabilmesi i¢in diz biyomekaniginde
belirli amaglara hizmet eder (Brindle, Nyland, & Johnson, 2001; Greis, Bardana,
Holmstrom, & Burks, 2002). Meniskiis’iin ana gorevi femur ile tibia arasindaki uyumu
saglamak ve kompressif giicleri iletmektir. Sok emici olarak da gorev yapan
meniskiis’lerin gorevlerinin arasinda eklem stabilizasyonu ve rotasyonu da yer
almaktadir. Meniskiis’lerin diz eklemine binen yiikiin %50-70’1ni ilettigi bilinmektedir

(Chen ve ark., 2017) (Sekil 2).

A: Medial meniskiis’tin 6n boynuz tiiberkiilii
| B:Anterolateral fossa

C: Lateral meniskiis’iin 6n boynuz tiiberkiilii

D-E: CrCL tiiberkiilii

F: Eminentia tibialis lateralis

G: Eminentia tibialis medialis

H: Retro- eminentia

Sekil 2. Diz ekleminin iistten goriiniimiinde interkondiler alanda bulunan yapilarin baglanti noktalari
(https://www.orthobullets.com/knee-and-sports/3001/ligaments-of-knee).

2.2.1. Ratlarn diz eklemlerinin anatomik ve morfolojik 6zellikleri

Total yasam siireleri 2-3 yil olan ratlar, 3-10 aylikken iskelet olgunluguna
ulastiklarinda ortalama agirligt 200-400 gram arasindadir (Poole ve ark., 2010).
Ratlarda yiiriiylis ve hareket 6zellikleri, insandan 6nemli 6l¢iide farklidir ve bu durum
kikirdak yiiklenme modellerinde farkliliklara yol agar (Cook ve ark., 2014; McCoy,
2015). Ratlarda diz ekleminin maksimal pasif fleksiyonu 19-54° civarinda iken,
ylirime sirasindaki normal fleksiyonu 140° ve ekstensiyonu ise 80°’dir (Ol4h,
Michaelis, Cai, Cucchiarini, & Madry, 2021).

Diz ekleminin yapisi ratlarda ve insanlarda benzerdir, ancak bazi farkliliklar

vardir. Insan dizinden farkli olarak, lateral condylus femoralis ve condylus tibialis,
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medial olanlardan daha biiyliktiir. Tibia ve fibula kismen kaynasmistir. Condylus
femoralis’lerin egriligi belirgin olarak posterior yone dogru artar ve belirgin bir
interkondiler fossa mevcuttur. Ratlarda lateral meniskiis medialde bulunandan daha

biiyiiktiir (Sekil 3).

11: Medial epicondyle
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18: Condylus medialis tibialis
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20: Tuberculum intercondylare laterale tibiale
21: Tuberculum intercondylare mediale tibiale
22: Crista tibia
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24: Corpus fibula

25: Caput fibula

26: Patella

Sekil 3.Bir ratin sag arka ekstremitesine ait kemik yapisinin anatomisi (Popesko ve ark., 1992, s. 301).

Fare ve diger kemirgenlere benzer sekilde, rat meniskiis’leri de kemiklesmistir ve
boynuz kisimlarinda piramit seklinde kemikgikler igerir (Hildebrand, Oqvist, Brax, &
Tuisku, 1991) (Sekil 4).
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Sekil 4. Bir ratin sag diz ekleminin medial yonden goriiniimii (Popesko, 1992, s. 307)

Ratlarin kikirdak kalinligi 140-1.100 pm arasinda degismekte olup, kalsifiye
kikirdak kalinligit 50-70 pm’dir. Diger kiiciik kemirgenlere benzer sekilde, rat
kikirdag1 daha yiiksek hiicresel yogunluga ve yiiksek DNA igerigine sahiptir, bu da
daha iyi rejeneratif kapasite ile sonuglanir (Olah ve ark., 2021). Farelere benzer



sekilde, ratlar da yaslilikta biiylime plaginin a¢ikligini korurlar (Roach, Mehta, Oreffo,
Clarke, & Cooper, 2003).

2.3. Kikirdak Tipleri

Memelilerde bulunan kikirdak doku histolojik olarak; ekstraselliiler matriks’in
(ESM) igerdigi kollajen tipine ve dagilimina gore ii¢ alt gruba ayrilir (Ross, & Pawlina,
2010).

a- Hiyalin kikirdak: Viicutta en sik bulunan kikirdak tipidir. Bu tip kikirdagin
doku matriksinde, yogun olarak glikozaminoglikan (GAG) ve kollajen tip Il
lifleri bulunmaktadir. Eklem yiizeylerinde bulunan hiyalin kikirdak,
endokondral kemiklerin embriyonik donemindeki kikirdak dokusunu
olusturur.

b- Elastik kikirdak: Dig kulak, dstaki borusu ve epiglottis’te bulunan bu kikirdak
tipi, ekstraselliiler matriks’te Kkollajen tip II’ye ek olarak elastik lifler
icermektedir.

c- Fibroz kikirdak: Intervertebral disk, meniskiis ve temporomandibular
eklemlerde bulunan bu tip kikirdaklar ise, ekstraselliiler matriks’te kollajen tip
I birikimi ile birlikte organize olmus fibréz doku igerir (Ross, & Pawlina,
2010).

2.3.1. Eklem kikirdag:

Eklem kikirdagi, ekstraselliiler matriks (ESM) icerisindeki kondrositlerden olusur
(Sharma, & Berenbaum, 2007). Eklem kikirdaginin tiim hacminin %2’sini olusturan
kondrositler, 1slak agirliginin ise sadece %35’ini kapsamaktadir (Buckwalter, &
Mankin, 1997). Hiyalin kikirdak yapisinda olan eklem kikirdag: diartrodiyal yapidaki
eklemlerde bulunan ve subkondral kemigi kaplayan bir bag dokusudur (Poole ve ark.,
2001; Sophia Fox, Bedi, & Rodeo, 2009). Sinovyal siv1 ile birlikte diartrodiyal
eklemlerde siirtiinmeyi azaltarak diiz, kaygan ve neredeyse siirtlinmesiz bir eklem

ylizeyi saglayan kikirdak yapi, ekleme binen agirlig1 absorbe eden ve eklemi mekanik



stresten koruyan oldukc¢a dayanikli bir dokudur (Korkusuz, 2013; Sharma, &
Berenbaum, 2007). Eklem kikirdaginin kalinligi, hiicre yogunlugu, ag yapisi ve
mekanik ozellikleri tiirler arasinda, ayni tiirtin farkli eklemlerinde ve ayni eklemin
degisik bolgeleri arasinda bile farklilik gosterir. En kalin oldugu insan diz ekleminde
bile kalinlig1 1 cm’nin altinda olup, ince yapisina ragmen kompresyona direnclidir
(Korkusuz, 2013). Yiiklenme aninda eklemde olusan basinca karst direng gosteren
kikirdak yapi, iizerine binen yiikleri eklem yiizeyine esit olarak dagitir ve subkondral
kemige aktarilan yiikii 6nemli Ol¢lide azaltir. Boylece eklem ylizeyindeki stresi
azaltarak, eklem hareketlerini stabilize eder (Buckwalter, Mankin, & Grodzinsky,
2005; Korkusuz, 2013; Sophia Fox ve ark., 2009). Vaskiiler aga sahip olmayan eklem
kikirdagi kan damarlari, lenfatikler ve sinirlerden yoksundur. lyilesme ve onarim igin
sinirl bir kapasiteye sahiptir (Buckwalter ve ark., 2005; Poole ve ark., 2001). Eklem
kikirdaginin avaskiiler olmasindan dolay1 kondrositler, oksijen ve besin ihtiyacini
sinovyal sividan basit diflizyon araciligiyla saglar (Tatari, 2007; Tyyni, & Karlsson,
2000).

2.3.1.1. Eklem kikirdaginin tabakalari

Eklem yiizeyinden subkondral kemige kadar devam eden eklem kikirdag:
ylizeysel, orta (gecis-transisyonel), derin ve kalsifiye tabaka olmak {izere dort farkli
tabakaya ayrilir (Buckwalter, & Mankin, 1997; Sharma, & Berenbaum, 2007; Tyyni,
& Karlsson, 2000) (Sekil 5).
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Sekil 5. Eklem kikirdag1 yapisina ait sematik gosterim (Oliveira ve ark., 2017, s. 22).



1 Yiizeysel tabaka: Sikica paketlenmis kollajen liflerinden ve diizlesmis elipsoid
seklindeki kondrositlerden olusur. En ince tabakadir ve eklem yiizeyine paraleldir.
Eklem kikirdaginin yaklasik %10-20’1lik boliimiinii olusturur (Bhosale, & Richardson,
2008; Sharma, & Berenbaum, 2007; Sophia Fox ve ark., 2009). Derin bolgelerin
korunmasi i¢in 6nem arz eden bir tabakadir (Sharma, & Berenbaum, 2007). Eklem
ylzeyinde bulunan 6zellesmis kondrositler, lubrisin olarak bilinen bir molekiilii
sentezler (Warman, 2000). Lubrisin, eklem ylizeyini sararak, eklemin kayganliginin
saglanmasinda 6nemli rol oynar (Bhosale, & Richardson, 2008; Warman, 2000). Bu
ylizeysel tabakadaki kondrositler digerlerine oranla daha fazla kollajen (6zellikle tip II
ve tip IX) ve daha az proteoglikan igermesi nedeniyle, eklemin en yiiksek su oranina
sahip tabakasidir (Alford, & Cole, 2005; Sharma, & Berenbaum, 2007).

7 Orta (Gegis-Transisyonel) tabaka: Bu tabaka, eklem kikirdagimnin toplam
hacminin yaklasik %40-60’1n1 olusturur. Yiizeysel tabakaya gore daha diisiik hiicre
yogunluguna sahiptir. Orta tabakadaki hiicreler kompresyon kuvvetlerine kars1 koyar.
Ayn1 zamanda yiizeydeki makaslama kuvvetleri ile daha derin katmanlardaki basing
kuvvetleri arasinda bir gecis gorevi goriir, bu sayede kikirdak dokunun dayanikliligini

artirir (Dar, & Aspden, 2003; Sharma, & Berenbaum, 2007).

{1 Derin tabaka: Orta ile kalsifiye tabakalar arasinda yer alan ve kompresif
kuvvetlere kars1 en yliksek direnci olusturan tabakadir. Eklem kikirdaginin yaklasik

olarak %30-40’1n1 olusturur (Alford, & Cole, 2005; Sophia Fox ve ark., 2009).

1 Kalsifiye tabaka: Bu tabaka, derin tabakadan tidemark olarak adlandirilan ince
bir kalsifiye kikirdak bolgesi ile ayrilir (Bhosale, & Richardson, 2008; Poole ve ark.,
2001; Tyyni, & Karlsson, 2000). Tidemark denilen yap1, kikirdak ve subkondral kemik
arasinda ara mekanik 6zelliklere sahip olup, tampon goérevi goriir (Poole ve ark., 2001).
Kalsifiye tabaka, kikirdagin kemige sabitlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Sophia Fox

ve ark., 2009).



2.3.1.2. Kondrositler

Kondrositler, mezenkimal kok hiicrelerden koken alir. Kikirdak dokuda lakun adi
verilen alanlara yerlesen, son derece 6zellesmis metabolik olarak aktif hiicrelerdir.
Yiizeysel bolgedeki kondrositler daha yassi ve daha kiiciik olup, genellikle matriksin
daha derinlerindeki hiicrelerden daha fazla yogunluga sahiptir (Alford, & Cole, 2005;
Bhosale, & Richardson, 2008). Kondrositler; tiim matriks bilesenlerinin sentezinden,
matriks metobolizmasinin diizenlenmesinden ve remodelingden sorumludur (Bhosale,
& Richardson, 2008; Tyyni, & Karlsson, 2000). Kondrositler, bir taraftan matriks
sentezleyip, diger taraftan matriksi yikan enzimleri salgilayarak kikirdak dokunun

dengesini saglar (Tyyni, & Karlsson, 2000).

2.3.1.3. Ekstraselliiler matriks

Eklem kikirdagi, tiim yasam boyunca muazzam miktarda yiike dayanacak sekilde
tasarlanmis karmagik ve son derece organize bir yapiya sahiptir. Su, kikirdagin en bol
bulunan bilesenidir ve 1slak agirligin yaklasik %65-80’ini olusturarak dokuda hareketli
bir interstisyel sivi fazi yaratir. Dokuya esneklik, dayaniklilik ve tersine ¢evrilebilir
deformasyon kabiliyeti saglar. Su, ayrica kikirdagin uygun sekilde beslenmesini saglar
ve kayganlagtirma sistemine yardimci olur. Toplam su hacminin yalnizca kii¢iik bir
kismu kikirdakta hiicre i¢i olarak bulunur, geri kalant makromolekiiler ag ile iliskilidir.
Bu nedenle, doku mekanik yiike maruz kaldiginda, su hareket etmekte serbesttir.
Patoloji sirasinda, 6rnegin osteoartritis durumunda, doku biitiinliiglinii kaybettiginde
su seviyesi artabilir (Mow, Holmes, & Michael Lai, 1984). Kuru agirlik ise kollajenler,
proteoglikanlar, lipidler, fosfolipidler, kollajen olmayan proteinler ve glikoproteinler

tarafindan olusturulur (Sophia Fox ve ark., 2009).
2.3.1.4. Kollajen
Kikirdagin kuru agirhiginin yaklasik %60’1n1 olusturmaktadir. Eklem kikirdag:

ozellikle kollajen tip II, VI, IX, X ve XI olmak iizere ¢ok sayida kollajen tipleri
igcermektedir (Buckwalter, & Mankin, 1997; Mow, Ratcliffe, & Poole, 1992). Kollajen
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tip 1, mevcut kollajen’in %90-95’ini olusturur ve ESM’nin ana kollajenidir (Sophia
Fox ve ark., 2009).

2.3.1.5. Proteoglikanlar ve glikozamioglikanlar

Proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar (GAG’lar) eklem kikirdagi matriksinin
ana bilesenleridir (Hardingham, & Fosang, 1992). Eklem kikirdaginda hiyaluronik asit
(HA), keratin siilfat ve kondroitin siilfat olmak iizere ti¢ tip glikozaminoglikan
bulunmaktadir. Hiyalin kikirdagin 1slak agirliginin yaklasik %10-20’si, kikirdaga
esneklik ve elastikiyet Ozelligi kazandiran proteoglikanlardan olusur (Kempson,
1972). Proteoglikanlar kendi agirliklarinin 50 katina kadar su baglayabilirler. Eklem
kikirdaginin  biliylikk miktarda su tutma kabiliyeti ¢ogunlukla proteoglikan
molekiillerinin, 6zellikle de agregan’in hidrofilik 6zelliklerine atfedilir (Rizkalla,
Reiner, Bogoch, & Poole, 1992).

2.3.2. Kikirdak dokunun biyomekanigi

Kompresyona ugrayan kikirdak doku, sadece yiikiin uygulandig1 yonde komprese
olmaz. Ayn1 zamanda “poisson ratio” etkisi olarak bilinen yatay yonde genisler ve ek
olarak makaslama stresine de maruz kalir (Tatari, 2007; Tyyni, & Karlsson, 2000).
Kikirdagin biyomekanik 6zellikleri, yapisindaki suyun doku iginden kolayca akmasina
1zin vermeyen bir slinger gibi davranmasina bagli olarak aciklanir. Herhangi bir basing
altinda kikirdagin sivi igerigi azalarak, proteoglikan igerigi artar ve bu durum
gecirgenliginin de azalmasina yol agar. Bunun sonucunda ortaya ¢ikan hizli ve asir
stvi kaybinin 6niine gecilerek, deformasyon 6nlenir (Mansour, 2004; Tatari, 2007).

Ozmotik basincin artmasiyla beraber sivinin tekrar matriks i¢ine alinmasi
sayesinde kikirdak iizerine binen yiik hafifleyerek deformasyonun azaltilmasi saglanir.
Eger kikirdak siirekli olarak basinca maruz kalirsa, bu yiikii karsilamak i¢in kademeli
olarak siv1 fazdan kat1 faza geger ve bu iizerindeki yiik kalkana kadar devam eder.
Fakat kikirdak heniiz eski haline gelmeden ikinci bir yiiklenme olursa, proteoglikan
igerigi artar, osmotik basing yiikselir, artan siv1 basinci ile kollajen liflerde stres olusur

ve kikirdak hasar1 meydana gelir (Mansour, 2004; Tatari, 2007).
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2.4. Sinovyal Membran ve Sinovya

Diartrodiyal eklemi, bursa ve tendo bosluklarin1 kaplayan O6zellesmis bir
mezenkimal doku olan sinovyal membran yani sinovyum iki farkli tabakadan olusur:
Subintima adi1 verilen dis tabaka ve intima adi verilen i¢ tabaka. Subintima daha kalin
(5 mm’ye kadar), daha yogun nitelikte olup, daha az hiicre icerir. Intima kat ise, eklem
boslugunu kaplar ve bir ila dort hiicre arasinda kalinliga sahip sinoviyositlerden olugur
(Mathiessen, & Conaghan, 2017). Normal sinovyum’un islevi; eklem i¢i ortamda
homeostazi korumak olup, bunu sinovyal yiizeyin bakimi ve eklem yiizeyinin
kayganlagtirllmas1 yoluyla gerceklestirir. Eklem yiizeyinin kayganlastirilmast,
sinovyal intima’ya yerlesmis olan sinoviyositler tarafindan hiyaluronat ve lubrisin gibi
glikoproteinlerin sentezlenmesi yoluyla saglanir. Hiyaluronat iiretimi sinovyal sivinin
viskozitesini artirarak, eklem ylizeyleri arasinda ek destek saglar (Smith, 2011).
Normal kosullarda sinovyum, elektrolitler ve sitokinler gibi daha kii¢lik molekiillerin
sinovyal s1vi1 ile diflizyonuna segici sekilde izin verirken, hiyaluronat gibi daha biiytik
glikoproteinlerin taginmasini engeller (Scanzello, & Goldring, 2012; Smith, 2011).

Sinovyal sivi kemiklerin uglarim1 kayganlastirarak hareket etmelerini saglar ve
eklem kikirdaginin beslenmesinde 6nemli bir role sahiptir (Bobick, & Balaban, 2008;
Korochina, Polyakova, & Korochina, 2016). Sinovyal sivi kalitesindeki azalma,
insanlarda osteoartritis’in ilerlemesiyle iliskilendirilmistir. Osteoartritis ilerledikce,
hiyaluronik asit konsantrasyonu daha diisiik molekiiler agirlikli esdegerine dogru
kayar ve sinovyal siv1 tarafindan saglanan mekanik korumay1 azaltir (Temple-Wong

ve ark., 2016).

2.5. Diz Ekleminin Dis ve I¢ Baglar

Giglii, kalin fibroz bantlar seklindeki diz eklemine ait baglar kemigi kemige
baglayip stabilite saglayan, hareketi kontrol eden ve yaralanmay1 onleyen halatlar
gibidir. Dizde iki ana bag cifti vardir, dizin ortasindaki cranial cruciate ligament
(CrCL) ve caudal cruciate ligament (CaCL) ile dizin yanlarindaki kollateral baglar
[ligamentum (lig.) collaterale laterale ve lig. collaterale mediale] (Woo, Debski,
Withrow, & Janaushek, 1999).
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2.5.1. Capraz baglarin genel 6zellikleri

Morfolojik ve fonksiyonel olarak en karmasik eklemlerden biri olan diz eklemi,
femur’u tibia’ya gii¢lii bir sekilde baglayan ve antero-posterior eklem stabilitesi igin
onem arz eden g¢apraz baglar1 yapisinda barindirir. Capraz baglar, merkezi olarak
interkondiler fossa igerisinde bulunur. Cranial cruciate ligament, condylus femoralis
lateralis’in kaudomedialinden c¢ikar ve interkondiler c¢entik boyunca ilerleyerek
tibia’nin kraniyal interkondiler bolgesine yerlesir. Bu ligament, antero-medial ve
postero-lateral olmak tizere iki demetten olusur (De Rooster, De Bruin, & Van Bree,
2006) (Sekil 6). Antero-medial demet fleksiyonda gerginken, postero-lateral demet
ekstensiyonda sikidir (Feagin, & Curl, 1990; Fu ve ark., 1994; Slocum, & Slocum,
1993).

Sekil 6. Sag diz ekleminde cranial cruciate ligament’in gérinisii. PL: Postero-lateral demeti, AM:
Antero-medial demeti (Hassebrock, Gulbrandsen, Asprey, Makovicka, & Chhabra, 2020, s. 81).

Caudal cruciate ligament, CrCL’den biraz daha kalin ve uzundur (Evans, & de
Lahunta, 2013). Bu ligament, condylus femoralis medialis’in lateralinden ¢ikar ve
kaudo-distal olarak tibia’nin popliteal ¢entiginin lateral kenarina kadar uzanir. Tibial
baglant1 yeri, eklem yilizeyinin 1 cm distalinde tibial platolar arasindaki posterior
interkondiler fossa’da yer alir. Cranial cruciate ligament gibi, CaCL’de antero-lateral
ve postero-medial olmak iizere 2 demetten olusur (Tajima ve ark., 2009). Kendi
sinoviyal zar1 olan CrCL, eklem igi olarak kabul edilmektedir (Arnoczky, 1983;
Kraeutler, Wolsky, Vidal, & Bravman, 2017). Caudal cruciate ligament, CrCL gibi

eklem i¢i ve ekstra sinoviyaldir, ancak CaCL’nin ¢ok daha biiylik bir kismi1 ekstra
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sinovyal olarak bulunur. (Fanelli, Beck, & Edson, 2010; Harner ve ark., 1995;
LaPrade, Moulton, Nitri, Mueller, & Engebretsen, 2015).

Cranial cruciate ligament kraniyal ¢ekmece hareketini kontrol ederken, CaCL
kaudal ¢ekmece hareketine kars1 ana dengeleyici gorevi goriir ve translasyonu onler
(Arnoczk, & Marshall 1981; LaPrade ve ark., 2015).

Anatomi, fizyoloji ve biyomekanik yonlerden cranial cruciate ligament i¢in tiirler
arasinda farkliliklar vardir (Radford, Amis, & Stead, 1996). Kopeklerde CrCL’nin en
dar kismui, orta bolgesidir. Proksimalden distale dogru genisler (Heffron, & Campbell,
1978) (Sekil 7). Sekli, diz ekleminin normal hareket araligt boyunca degisir
(Arnoczky, & Marshall 1977; Heffron, & Campbell, 1978). Kopek CaCL’si,
CrCL’den biraz daha uzun ve genistir (Evans, & Christensen, 1979; Harari, 1993).
Caudal cruciate ligament’in kopek diz eklemi stabilitesindeki 6nemi, CrCL’den daha
az olup spesifik mekanik etkisinin tam olarak tanimlanmasi halen devam eden bir

arastirma konusudur (Brown, Bertocci, & Marcellin-Little, 2017).

g

Sekil 7. Kopekte diz ekleminin 6nden gériniimii. ACL; cranial cruciate ligament, PCL; caudal cruciate
ligament, IFP; infrapatellar yag, MFC; condylus femoralis medialis (Binversie ve ark., 2022, s. 4).

2.5.2. Capraz baglar’in innervasyonu

Diz ekleminde periartikiiler dokularin inervasyonundan Nervus (N.) saphenous,
N. tibialis ve N. peronealis sorumludur (O’Connor, & Woodbury, 1982). Capraz bag
icindeki mekanoreseptorler, bag1 yirtilmaya karsi korumak ve olasi eklem hasarina
kars1 uyarmak i¢in lokal refleks modellerini etkinlestirir (Biedert, Stauffer, &
Friederich, 1992). Capraz baglarin kendilerinin agriya nispeten duyarsiz oldugu kabul

14



edilir, ancak bir miktar agr1 hissi iletilebilir (Schutte, Dabezies, Zimny, & Happel,
1987). Caudal cruciate ligament’in sinir iglevi oncelikle propriyoseptiftir, hem N.
tibialis, hem de N. obturatorius tarafindan innerve edilir (Kennedy, Alexander, &
Hayes, 1982) (Sekil 8A ve 8B).

2.5.3. Capraz baglarin vaskiilarizasyonu

Diz eklemi ve capraz baglarin vaskiilarizasyonundan popliteal arter’den ¢ikan,
fossa intercondylaris’e kraniodistal olarak gegen orta genikiiler arterin dallari
sorumludur (De Vos, & Simoens, 1992). Cranial cruciate ligament’in proksimal
kismindaki vaskiiler yapilar, tibial taraftakilere kiyasla daha fazla sayida olup, daha
biiyiik bir ¢apa sahiptir. Cranial cruciate ligament’in orta kismi, ligamentin geri
kalaniyla karsilastirildiginda daha az vaskiilarizedir (Vasseur, Pool, Arnoczky, & Lau,
1985). Capraz baglar ayrica sinovyal sividan pasif diflizyon ile beslenir (Skyhar,
Danzig, Hargens, & Akeson, 1985). Her iki ¢apraz baga kan temini agirlikli olarak
yumusak doku kaynakli olup, kemik yapilarin katkis1 6nemsizdir (Kobayashi ve ark.,

2006) (Sekil 8C).

Sekil 8. Kopekte diz ekleminin innervasyonu. A. Medial goriiniim, B. Lateral goriiniim, (1) N.
saphenous, (2) medial artikiiler sinir, (3) posterior artikiiler sinir (4) N. peronalis, (5) N. tibialis, (6)
lateral artikiiler sinir. C. Kopekte diz ekleminin vaskiilarizasyonundan sorumlu damarlarin gériiniimii.
(1) Femoral arter, (2) popliteal arter, (3) inen genikiiler arter, (4) proksimal medial genikiiler arter, (5)
orta genikiiler arter, (6) kraniyal tibial arter, (7) kaudal tibial arter (De Rooster, De Bruin, & Van Bree,
2006, s. 774, 776).
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2.5.4. Capraz baglarin fonksiyonel biyomekanigi

Capraz baglar, diz ekleminin 6ne ve arkaya asir1 hareketini sinirlamaktan
sorumludur. Capraz baglardan birinin yirtilmast durumunda diz ekleminin
biyomekanigi degisebilir. Diz esnedik¢e ¢apraz baglar sadece birbirlerine sarilmakla
kalmaz, ayni zamanda kendi iizerlerine spirallenir. Asimetrik baglanma yerleri
nedeniyle CrCL ile CaCL’nin uzunlugu ve gerilimi, fleksiyon/ekstensiyon
derecelerinin degismesinden etkilenir. Bir kisi dizleri tam ekstensiyonda durdugunda,
CaCL gevsekken CrCL gergindir ve eklem minimum kas destegi ile pasif olarak
sabittir. Fleksiyon ile, CrCL’nin postero-lateral demeti gevser ve CaCL’nin antero-
medial demeti sikilasir (Hulse, & Shires, 1985).

Diz ekleminin 20-50° fleksiyonunda, her iki ¢apraz bag da oldukca gevsek
oldugundan diz ekleminde daha az stabilite vardir. Fleksiyon arttik¢a, CrCL eklem
hattina gore daha yatay hale gelirken, CaCL daha dikey hale gelir. Bu yonelimdeki
degisiklik, sagital diizlemde diz dinamik stabilitesini saglar. Artan fleksiyonla, CaCL
giderek daha fazla devreye girer ve bu da tibia’nin eklemden posterior distraksiyonunu
onler (Fu ve ark., 1994).

Capraz baglar, fleksiyon ve ekstensiyon sirasinda diz cevresindeki kaslarin
dinamik hareketlerini kisitlar. Ekstensiyon sirasinda, CrCL, tibia’nin femur’a gore
anterior translasyonunu sinirlar. Bu, quadriceps kasinin anterior tibia’daki insersiyon
yerini ¢ekmesi sonucu olusur. Cranial cruciate ligament’te bir problem mevcutsa,
sagital diizlemde hareket sirasinda anterior translasyon meydana gelebilir. Bu
gerceklestiginde, donme merkezi degisir ve dizin diger destekleyici yapilar1 boyunca
artan strese yol agar. Ayrica, bu durum diz ekstensor aparatinin momentinde bir
azalmaya yol acar ve bu da dengeyi korumak i¢in kas kuvvetlerine olan ihtiyacin
artmasina neden olur. Artan kas kuvvetleri, destekleyici yapilara uygulanan artan
eklem reaktif kuvvetlerine ve strese daha fazla katkida bulunur. Ozellikle, meniskiisler
ve yumusak doku kapsiilii, anterior translasyonu kisitlamak ve CrCL defekti
oldugunda artan stresi karsilamak icin ikincil destek saglar. Ikincil yapilara uygulanan
ekstra stres, genellikle CrCL yirtilmasindan sonra olusan quadriceps atrofisi ile
diizeltilir, ¢linkii kas kuvvetinin azalmasi tibia lizerindeki ekstensor ¢ekisin azalmasina

neden olur. Dinamik kasin diz hareketindeki 6nemi, vida yuvasi mekanizmasiyla
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gosterilir. Fleksiyon sirasinda, lateral femoral kondilus arkaya dogru yuvarlandikea,
dizin ekstensor aparatinin momenti artar. Artmis moment, eklemin asirt hareketi
sirasinda diz i¢in mekanik bir avantaj saglar (Hassebrock ve ark., 2020).

Stabil bir diz ekleminde, kollateral baglar, diz eklemi hareketi kisitlandiginda
laterale dogru kisitlama saglayan birincil bag yapilar1 olarak kabul edilir. Her iki
capraz bag birlikte, varus ve valgus acgilanmasina karst Onem tasiyan ikincil
koruyuculardir. insanlarda ve kdpeklerde, kollateral bag desteginin kaybi varsa, ¢apraz

baglar birincil kisitlayici haline gelir (Vasseur, & Arnoczky, 1981).

2.6. Cruciate Ligament (Capraz Bag) Rupturu

Cranial cruciate ligament rupturu, beseri ve veteriner hekimlikte en sik goriilen
ortopedik hastaliklardan biridir (Spinella, Arcamone, & Valentini, 2021). Yayinlanan
raporlar, goriiniise gore diz ekleminin en savunmasiz ve en dnemli bagi oldugu i¢in
oncelikle CrCL’ye odaklanmistir. Klinik diizeyde bulguya neden olmamasi ve seyrek
goriilmesi nedeniyle, CaCL rupturu iizerinde CrCL rupturu kadar durulmamistir
(Fanelli ve ark., 2010). Cranial cruciate ligament rupturu’nun etiyopatogenezi tam
olarak aydinlatilamamistir. Gegmiste, CrCL rupturu’nun tamamen travmatik kaynakli
oldugu diisiiniiliirken, yillar gectikce bu hastaligin diz eklemindeki dejeneratif
degisiklikler nedeniyle fizyolojik yiiklenme sirasinda kendiliginden de ortaya
cikabilecegi kanitlanmistir. Meydana gelen dejeneratif degisiklikler, bagin elastikiyeti
ve mekanik direncini giderek azaltir. Bu durum ¢apraz bagi, minimum travmaya veya
nihayetinde eklem tizerindeki fizyolojik giinliik yilikten kaynaklanan streslere karsi
daha duyarli hale getirir (DeCamp, Johnston, Déjardin, & Schaefer, 2016; Vasseur,
2003).

Cranial cruciate ligament rupturu, diz instabilitesine neden olur. Ayrica, normal
glinliik aktiviteleri sinirlayabilen ciddi dejeneratif degisikliklerin baglamasina ve
ilerlemesine neden olmaktadir. Bu durum, hastalarin yasam kalitesi {izerinde 6nemli
derecede olumsuz sonuclara yol agabilir (Spinella ve ark., 2021). Spor amagh
yarigmalara katilan ve CrCL rupturu tedavisi i¢in tibial plato ylikseltme osteotomisi
(TPLO) ameliyat1 gegiren kopeklerden sadece %60’ min performans yarismalarina geri

donebildigi belirlenmistir (Heidorn, Canapp, Zink, Leasure, & Jean Carr, 2018).
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Capraz baginda hasar olan insanlarin %80’1 spora geri donebilse bile, bunlardan sadece
yaklasik %60’1 onceki performans seviyelerine ulasabilmektedir (Ardern, Taylor,
Feller, & Webster, 2014). Bu nedenle spor yapanlar i¢in, bu yaralanma, kariyerlerinin

ilerlemesi igin engel teskil edebilmektedir (Spinella ve ark., 2021).

2.6.1. Cruciate ligament rupturunda etiyoloji
2.6.1.1. Hazirlayici faktorler

Cranial cruciate ligament rupturu i¢in temel predispoze nedenler; biyolojik ve
biyomekanik faktorler olarak ikiye ayrilir. Biyolojik faktorler arasinda irk, cinsiyet,
yas, genetik, viicut agirhigi yer alirken, biyomekanik faktorler olarak diz eklemi
konformasyonu, kemik segmentlerinin hizalanmasi ve kas giicli sdylenebilir
(Comerford ve ark., 2005; Lotsikas ve ark., 2018). Tiim bu unsurlar eklemde ve ¢apraz
bagda meydana gelen dejeneratif degisikliklerin hizlanmasina katkida bulunur
(Sanders ve ark., 2016).

Kopeklerde cranial cruciate ligament hasar1 i¢in en yiiksek prevalansin 7-10 yas
arasinda oldugu, disi ve agirlig1 genellikle >22 kg olanlarda daha yaygin goriildigi
bildirilmistir. Kiigiik irk kopeklerde daha ileri yaslarda CrCL yirtilma egilimi dikkati
cekerken, Labrador Retriever ve Rottweiler gibi baz1 kopek 1rklar1 CrCL yirtilmasina

daha yatkin bulunmustur (Whitehair, Vasseur, & Willits, 1993).

2.6.1.2. Yapici faktorler

Capraz bagin travmatik nedenli rupturu, sportif kopeklerde ¢cok yaygindir. Ani yon
degisiklikleri yapilirken veya yliksekten diisme sirasinda ruptur gelisebilir (Boden,
Dean, Feagin, & Garrett, 2000). Genellikle dizin hiperekstensiyonu, agir1 intra/ ekstra
tibial rotasyon veya asir1 kraniyal tibial itme gibi konformasyonel bozukluklar, ¢apraz
bagin ilerleyici dejenerasyonuna neden olarak, ruptura yol agabilmektedir (Canapp,

2018; DeCamp ve ark., 2016).

2.6.2. Cruciate ligament rupturu’nun patogenezi

Diz ekleminin kritik bir dengeleyicisi olan CrCL’nin rupturu, kopeklerde diz
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eklemi topalliginin en yaygin nedenidir. Genellikle travmadan kaynaklanabilen CrCL
rupturu, dik tibial plato agilar1 gibi konformasyonel bozukluk ya da 6nceden var olan
progresif yorgunluk nedeniyle normal kosullar altinda da meydana gelebilir (Wilke,
Conzemiu, Besancon, Evans, & Ritter, 2002). Progresif mekanik asir1 yiiklenme,
bozulmamig CrCL’deki kollajen fibrillerin tipik kivrimli yapisini azaltir ve fasikiillerin
bozulmasina neden olur. Artan kollajen remodeling, CrCL’yi progresif osteoartritis’e
yol acan artan laksiteye yatkin hale getirir. Ayrica vaskiiler mekanizmalarin da
patofizyolojide 6nemli oldugu one siiriilmiistiir (Hayashi ve ark., 2003). Cruciate
ligament hasar1, klinik muayene bulgular1 ve matriksin etkilenme derecesine gore ii¢

ayr1 derecede siniflandirilir (Muir, 2018):

1 1._derecede; ligamentte kopma yoktur, ancak klinik olarak eklemde laksite
mevcuttur ve ligament hafif gerilmistir.

7 11. derecede, liflerin bazilar1 yirtilmistir ve eklemde belirgin bir instabilite
vardir.

T 1. derecede ise; liflerde kopma ve belirgin eklem laksitesi mevcuttur
(Muir, 2018).

Cranial cruciate ligament rupturu olan kopeklerin %40-80’inde ayn1 zamanda
medial meniskiis hasar1 meydana geldigi belirtilmektedir (Bennett, & May, 1991,
Vasseur, 2003). Bu meniskiis, lateral olandan daha az hareketlidir. Normal kopek
dizinde CrCL’nin yirtilmasiyla ortaya ¢ikan femorotibial instabilite artisi, normal
aktivite sirasinda condylus femoralis medialis ile tibial plato arasindaki medial
meniskiis’in  kaudal boynuzunun ezilmesiyle sonucglanir (Vasseur, 2003).
Meniskiis’lin yer degistirmis kismi, eklemin manipiilasyonu sirasinda siklikla
condylus femoralis altinda ileri geri hareket ederek bir klik sesine neden olur (Moses,
2002). Hasar goren CrCL’nin cerrahi tedavisini takip eden baglangigtan itibaren 1 yil
icinde, kopeklerin %37 sinde diger diz ekleminde yer alan CrCL’de ruptur meydana
geldigi raporlanmistir. Bu durum, patojenik siire¢lerin her iki diz ekleminde de siklikla
mevcut oldugunu gostermektedir (Doverspike, Vasseur, Harb, & Walls, 1993).

Cranial cruciate ligament hasariin tiim kdpeklerde tek bir durum olmaktan ziyade

asagida belirtildigi gibi dort farkli kdpek grubunda meydana geldigi yaygin olarak
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kabul edilmektedir:

1 Kiicuk Minvatiir va da Toy poodle cinsi, orta yasli, ayni zamanda genu varum’a

sahip kopekler: Bu kopeklerde hafif ya da orta siddette egzersiz sonrasinda medial

patellar luksasyona bagli olarak CrCL hasar1 ortaya c¢ikabilir. Mediale patella
luksasyonunda quadriseps kaslar1 kasildiginda ve diz eklemi ekstensiyonu sirasinda
tibia’nin asir1 ige rotasyonu meydana gelir. Eklemin kraniyal stabilitesi azalarak, CrCL
tizerindeki kuvvetlerin daha da artmasina neden olur (Moore, & Read, 1996).

1 Yorucu egzersiz veya calisma sirasinda CrCL’de akut travmatik yaralanmaya

maruz kalan, orta-biiyiik boy, aktif, atletik kopekler: Saglikli bir CrCL, kdpegin viicut

agirhiginin yaklasik dort kati kadar bir yiikii kaldirabilir (Johnson, Hulse, Hogan,
Nelson, & Boothe, 1990). Diz ekleminin hiperekstensiyonu, CrCL’yi interkondiler
centigin kraniyal yoniine dogru zorlayarak, capraz bagin ezilmesine ve deforme
olmasina neden olur. Asiri i¢e rotasyon da CrCL’ye aniden asir1 yiiklenmeye neden
olarak tam kopmaya yol agabilir (Slocum, & Slocum, 1993).

9 Hafif veva orta dereceli aktivite sonrasinda akut topallik gelisen

konformasyonel anormalliklere sahip, gen¢ biiyiik irk kopekler: Bu kdpeklerde,

normal ayakta durma pozisyonunda diz ekleminde belirgin hiperekstensiyon
mevcuttur. Bu durumun CrCL’nin interkondiler ¢entige sikismasina ve tibial plato’nun
kaudodistal egiminin iglevsel olarak artmasina neden oldugu teorisi ortaya atilmistir
(Moore, & Read, 1996). Bu hasar, CrCL’nin orta kismindaki zayif vaskiilarite ve bag
tizerinde devam eden zorlanma nedeniyle yeterince iyilesemez. Bu durum kopegin
aktivitesini kisitlama zorlugu ile birlestiginde, CrCL’de hizla tam yirtilma meydana
gelir. Interkondiler centigin dar olmasmin, CrCL hasarma katkida bulundugu
kanitlanmistir (Aiken, Kass, & Toombs, 1995).

9 Orta vash., kronik arka ekstremite topallig1 Ovykiisi olan, orta-buyik irk

kopekler: Bu grupta CrCL hasarinin nedenine iliskin 6nemli tartigmalar devam
etmektedir. Bir¢ok arastirmaci, bagisiklik sistemi aracili dejenerasyon veya genetik
faktorlerden kaynaklanan diz osteoartritis’nin CrCL’deki hasarin tetikleyici nedeni
olduguna inanmaktadir (Moore, & Read, 1996; Vasseur, 2003). Bu grupta yer alan
kopekler, tipik olarak 25-30°’lik bir tibial plato egimine sahiptir ve biraz aktif

olmalarina ragmen asir1 kilolu olabilirler (Morris, & Lipowitz, 2001). Diz ekleminin
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konformasyonel bozuklugu klinik olarak diz ekleminde efiizyon, dejeneratif eklem
hastalig1 ve topallik ile kendini gdsterir, ancak belirgin bir instabilite goriilmez. Pozitif
bir kraniyal ¢ekmece gozii hareketi, bazen ekstremite fleksiyonda iken belirlenebilir.
Klinik seyrin bu asamasinda, siklikla kismi CrCL rupturu tanis1 konulabilir (Scavelli,
Schrader, Matthiesen, & Skorup, 1990). Dejeneratif slire¢ devam ederek inflamatuvar
sitokinlerin  (interloykin-1, Interloykin-6 ve Tiimér Nekrozis Faktdr) ve
metalloproteinazlarin  (Stromelysin) salinmasmna neden olur. Bu da kikirdak
matriksinin ve zaten hasarli olan CrCL’nin bozulmasini baslatir. Diz osteoartritis’i
hizla gelisir ve sonunda CrCL’nin tamamen yirtilmasi meydana gelir (Hay, Chu,

Budsberg, Clayton, & Johnson, 1997).

2.6.3. Cruciate ligament rupturunda tan
2.6.3.1. Klinik muayene bulgulari

Klasik olarak CrCL kismi ve tam rupturunun tanisi, etkilenen ekstremitenin
palpasyonuyla konulur. Ortopedik muayene genellikle kontralateral ekstremite ile
karsilastirmaya olanak saglamak i¢in hasta ayakta dururken baslar. Her iki arka
ekstremitenin palpasyonu, 6zellikle kronik diz eklemi topallik vakalarinda, etkilenen
tarafin gluteal ve quadriseps kaslarindaki kas atrofisini ortaya c¢ikarabilir. Diz
ekleminin palpasyonu, ligamentum rectopatellare’nin kaudalinde hemen tespit
edilebilen eklem eflizyonunu ve eklem kapsiiliiniin medial yoniinde gelisen
kalinlasmay1 gosterebilir. Daha sonra hasta lateral olarak yatirilir ve diz eklemi
krepitasyon, meniskal “klik” bulgusu, tablonun kronik olmasina bagl olarak azalmis
veya artmig hareket agiklig1 yoniinden palpe edilir (Johnson, & Hulse, 2002; Vasseur,
2003).

Cranial cruciate ligament’in tamamen yirtilmasinin hemen ardindan, tipik olarak
yiik vermeme seklinde bir topallik olarak ortaya ¢ikar. Akut bir yangi ve hemartroz
meydana gelir. Iki-ii¢ hafta gectikten sonra yangi azalsa da, eklem instabilitesi
nedeniyle aralikli olarak topallik goriilebilir. Zamanla meniskiis hasar1 ve eklemde
dejeneratif degisiklikler meydana geldikge, topalligin siddeti kademeli olarak artar
(Johnson, & Hulse, 2002; Vasseur, 2003).

Diz ekleminde kraniokaudal instabilitenin palpasyonu CrCL rupturu ig¢in
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patognomoniktir. Ancak kronik periartikiiler fibrozis, kismi CrCL rupturu ve kaslarin
gerginligi dizdeki instabilite degerlendirilmesini zorlastirabilir. Diz topalligindan
siipheleniliyorsa, dizdeki instabiliteyi dogrulamak i¢in derin sedasyon veya genel
anestezi gerekebilir. Kraniyal gekmece gozii testi i¢in iistteki elin parmaklar1 lateral
fabella, patella ve distal femur’u sikica kavrar, alt elin parmaklar1 caput fibula ve crista
tibia’y1 tutmak igin kullanilir. Ust el sabitken, eger alt el tibia’y1 kraniyale dogru
itebiliyorsa, kraniyal ¢ekmece gozii testi pozitif anlamina gelir. Kismi CrCL rupturu
olan kopeklerde, CrCL’nin yalnizca kraniyomedial bandinin bozulmasi nedeniyle
ekstremite fleksiyondayken kraniyal ¢ekmece gozii testi pozitif olur (Scavelli ve ark.,
1990). Normal immatiir kopeklerde, eklemler daha gevsek yapida oldugundan, siklikla
az miktarda kraniyal ¢ekmece gozii hareketi goriiliir; bunu CrCL rupturundan ayirt
etmek gerekir. Ayni zamanda CrCL rupturunu teshis etmek i¢in ayak tabanindan
yukar1 dogru itme ile uygulanan tibial kompresyon testi de tarif edilmistir. Bu test, diz
kaslarmin hareketlerini taklit ederek kraniyal tibial itme kuvvetinin subjektif bir

Olglimiinii saglar (Moore, & Read, 1996).

2.6.3.2. Radyolojik muayene bulgulari

Diz eklemi radyografileri CrCL rupturu tanist koymak i¢in her zaman gerekli
degildir, ancak 6zellikle dizdeki instabilitenin minimal oldugu vakalarda osteoartiritis
varliginin degerlendirilmesinde yardimci olabilir. Cranial cruciate ligament rupturu
vakalarinda belirgin olan radyografik degisiklikler; kas atrofisi, eklem efiizyonu,
periartikiiler siskinlik, infrapatellar yag dokunun golge kayb1 ve periartikiiler osteofit
olusumunu icerebilir (Johnson, & Hulse, 2002; Vasseur, 2003). Osteofitler baslangicta
distal patella ve femoral trochlear sahada olusur. Daha sonra fabella, interkondiler
centik, fibula basi, tibial ve femoral kondilus’lara yayilir. Diger diz eklemine ait ¢ift
pozisyon ¢ekilen radyografiler ile karsilastirma yararli olabilir (Hay ve ark., 1997).
Diz eklemi yaklasik 90° fleksiyona getirilir ve kaset iizerine yerlestirilir. Bu
pozisyonda alinan grafide, tibia’nin normale gore daha 6nde, femur kondilus’larinin
ise tibia’nin proksimal yiizeyinin daha gerisinde yer aldig1 gozlenir (Yanik, 2011).

Ultrasonografi yumusak dokudaki patolojik degisiklikleri gostermek igin
kullanilabilir, ancak CrCL yirtigin1 dogrulamak i¢in nispeten daha az faydalidir
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(Gnudi, & Bertoni, 2001). Bilgisayarli tomografi (BT), diz ekleminin i¢ yapilarinin
siiperpozisyona neden olmadan incelenmesinde, tam veya kismi CrCL rupturunun
tespit edilmesinde yardimci olur (Gielen, & van Bree, 2018).

Artroskopi, eklem i¢i patolojiyi dogru bir sekilde tanimlamak i¢in 6zel ekipman ve
egitim gerektirmektedir (Johnson, & Hulse, 2002). Minimal invaziv bir girisim olan
artroskopi ile CrCL hasar1 dogrulanabilir. Tam rupturun disinda, CrCL ve CaCL’nin
belirli lif demetlerinde lif kopmasi, sinovitis, ilerleyen lif kopmasiyla iliskili sinoviyal
membran hipertrofisi, vaskiilarizasyon ve inflamatuvar degisiklikleri, ayrica kopmus
lif demetlerindeki iyilesme yanit1 artroskopik olarak belirlenebilir (Binversie ve ark.,
2022).

2.6.4. Cruciate ligament rupturu’nun tedavisi

Cranial cruciate ligament rupturu’nun tedavi se¢enekleri; konservatif ve cerrahi
olarak iki kategoriye ayrilabilir. Cerrahi tedavi; instabiliteyi diizeltmede, eklem
fonksiyonunu geri kazandirmada ve osteoartritis baslangicini geciktirmede daha etkili
oldugu icin tedavide altin standardi temsil eder (Canapp, Leasure, Cox, Ibrahim, &
Jean Carr, 2016). Ruptur bulunan bir vakada konservatif veya cerrahi tedavi se¢imi
hastanin aktivite seviyesi, yasi, eslik eden sistemik hastaliklar, ekonomik ve finansal
nedenler, hastanin agirligi, eklemin stabilitesi ve klinik belirtilerin ciddiyetine baglidir
(Canapp, 2018; Taylor, 2020).

Vasseur (2003) cranial cruciate ligament rupturu’nda aktivitenin kisitlanmasi, kilo
verilmesi ve analjezik ilaglardan olusan konservatif tedavinin 15 kg’a kadar olan
kopeklerin yaklasik %80’inde klinik belirtilerin giderilmesinde bagarili oldugunu
bildirmistir. Belirgin klinik iyilesmeye ragmen dejeneratif eklem hastaliginin
radyografik belirtileri, bu grup kopeklerde ilerlemektedir. Ruptur mevcut olan 15 kg
tizeri kopeklerin, %20’sinden az1 medikal tedaviye olumlu yanit verdiginden, daha ¢cok
cerrahi tedavi tavsiye edilir.

Cerrahi tedavi genel olarak ii¢ gruba ayrilir: Intrakapsiiler, ekstrakapsiiler ve tibial
osteotomi teknikleri. Kullanilan cerrahi teknik ne olursa olsun, kopeklerin yaklasik
%85 1nin klinik iyilesme gosterdigi, ancak bunlarin ¢ogunda aralikli diz agris1 veya

topallik goriildiigi bildirilmistir (Johnson, & Hulse, 2002; Vasseur, 2003).
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2.7. Osteoartritis

Osteoartritis (OA), eklem kikirdaginin biitiinliigliniin bozulmasinin yani sira, altta
yatan subkondral kemikte skleroz, osteofit olusumu ve sinovyal degisikliklerle birlikte
seyreden, kronik, ilerleyici ve multifaktoriyel bir eklem hastaligidir (Hunter, &
Bierma-Zeinstra, 2019). Osteoartritis klinik olarak agri, eklem sertligi, hareket
kisitliligr ve fonksiyon kaybi ile karakterize yaygin bir saglik sorunudur. Hem
insanlarda hem de hayvanlarda yasam kalitesini ciddi sekilde etkilemektedir (Glyn-
Jones ve ark., 2015). Genellikle yaslanmaya bagli “asinma ve yipranma” hastaligi
olarak tanimlansa da, giincel yaklasimlar hastaligin yalnizca mekanik bir bozukluk
olmadigini, ayni zamanda biyokimyasal, hiicresel, genetik ve immiinolojik faktorlerin
karmasik etkilesimiyle ortaya ¢iktigin1 gostermektedir (Loeser, Goldring, Scanzello,
& Goldring, 2012).

Amerika Birlesik Devletleri’nde OA, insanlarda en sik goriilen dejeneratif eklem
hastaligi olup, halk sagligi lizerinde 6nemli bir ekonomik yiik olusturmaktadir.
Yalnizca ABD’de 2007 yili itibartyla OA’nin toplam saglik harcamalarina etkisinin
yillik 185,5 milyar dolara ulastig1 bildirilmistir (Kotlarz, Gunnarsson, Fang, & Rizzo,
Dec 2009; Pereira ve ark., 2011). Mevcut demografik egilimler géz 6niine alindiginda,
yasglanan niifus ve artan obezite oranlart nedeniyle 2030 yilina kadar ABD’deki
yetigkin niifusun yaklasik %25’inin OA’dan etkilenecegi ongoriilmektedir (Sharma,
Kapoor, & Issa, 2006; Heidari, 2011).

2.7.1. Osteoartritis’in etiyolojisi

Osteoartritis; genellikle primer (idiyopatik) ve sekonder olarak alt kategorilere
ayrilabilir (Menkes, 1991). Primer OA’nin etiyolojisinde tam olarak tanimlanmamis
olmasina ragmen, genetik faktorler, yasa bagl fizyolojik degisiklikler, irk ve
biyomekaniksel faktorler 6nemli rol oynamaktadir (Johnson, & Hunter, 2014).
Sekonder OA ise; travma, konjenital ve gelisimsel anomaliler (kalga displazisi),
enfeksiyon, immun sistem hastaliklari, noropati (diabetus mellitus) ve beslenme
problemleri sonucu gelisir. Kopeklerde osteoartritis genellikle sekonder olarak gelisir.

Capraz bag rupturu veya patellar luksasyon gibi birincil eklem probleminin daha sonra
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osteoartritis gelisimini tetikledigi diistiniilmektedir (Anderson ve ark., 2018).

Diz eklemi osteoartritis’i ayrica cinsiyet, obezite, genu valgum ve genu varum gibi
faktorlerden de etkilenmektedir (Meeson, Todhunter, Blunn, Nuki, & Pitsillides, 2019;
Varady, & Grodzinsky, 2016). Obezite (viicut kitle indeksi) ile diz OA prevalansi ve
insidensi arasinda tutarl bir iliski oldugu, bir¢ok ¢aligmada ortaya konulmustur (Frye,
Shmalberg, & Wakshlag, 2016; Kulkarni, Karssiens, Kumar, & Pandit, 2016). Alinan
her Kilo kisinin dizlerine 0,9-1,8 kg ekstra baski ekler. Asir1 kilo eklem yiikiini
artirarak agirlik tagiyan eklemler tizerinde zararlh etkilere neden olur ve inflamasyona
katkida bulunur (Wluka, Lombard, & Cicuttini, 2013).

Erkek kopeklerin disilerden daha fazla osteoartritis’e yatkin olmasi, cinsiyet
hormonu veya aktivite farkliliklarinin yani sira, erkekler ve disiler arasindaki viicut
agirhigindaki farkliliklardan da kaynaklanabilir (Hays ve ark., 2007). Kisirlastirilmis
kopeklerde eklem hastaliklar1 goriilme olasiliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Bu durumun, osteoartritis’e karst koruyucu olarak hareket eden gonadal
hormonlardaki azalmadan veya kisirlastirmanin kilo alimi ile pozitif iliskisinden
kaynaklandig1, buna gore daha yiiksek viicut agirliginin osteoartritis gelisimine neden

oldugu one siiriilmektedir (Hart, Hart, Tigpen, & Willits, 2014).

2.7.2. Osteoartritis prevelansi

Osteoartritis (OA), kopeklerde sik karsilasilan dejeneratif eklem hastaliklarindan
biridir ve literatiirde prevalanst %20 ile %40 arasinda bildirilmektedir (Anderson ve
ark., 2018). Ozellikle biiyiik ve dev 1rk kdpeklerde goriilme orani daha yiiksek olup,
OA gelisimi agisindan genetik yatkinlik 6nemli bir rol oynamaktadir. Mele (2007),
biliylik 1rk kopeklerde OA prevalansint %45, kiigiikk 1rklarda ise %27 olarak
bildirmistir. Golden Retriever, Labrador Retriever, Rottweiler ve German Shepherd
gibi wrklarin OA’ya yatkin oldugu, ayrica Rottweiler gibi bazi irklarda semptomlarin
daha erken yaslarda ortaya cikabilecegi belirtilmektedir (Anderson ve ark., 2018;
Mele, 2007).

Kedilerde osteoartritis prevalansinin yasla birlikte artis gosterdigi bildirilmekte
olup, 12 yas ve tzerindeki kedilerin %90’ indan fazlasinda dejeneratif eklem

hastaligima dair radyografik bulgular gozlenmektedir (Epstein, 2019). Irksal
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yatkinligin da OA gelisiminde rol oynadigi; Scottish Fold, Maine Coon, Ragdoll,
Persian, British Shorthair, Bengal, Abyssinian, American Curl ve Cornish Rex gibi
baz1 kedi irklarmin dejeneratif eklem hastaliklarina daha duyarli oldugu ifade
edilmistir (Bonecka, Skibniewski, Zep, & Domino, 2023).

Osteoartritis’in  tutulum bolgeleri tlirler arasinda farklilik gostermektedir.
Kopeklerde en sik dirsek, kalga ve diz eklemleri etkilenirken (Anderson, Zulch,
O'Neill, Meeson, & Collins, 2020), kedilerde daha sik olarak omuz, dirsek, karpal ve
kalga eklemlerinde OA sekillenmektedir (Gao, Lee, Malladi, Melendez, Lascelles, &
Al-Murrani,  2013).  Yaris  amagh  kullanilan  atlarda  karpal/tarsal,
metakarpal/metatarsal ve metakarpofalangeal/metatarsofalangeal eklemler, yaris

amaciyla kullanilmayan atlarda ise dirsek, kalca ve diz eklemleri daha yaygin olarak

etkilenmektedir (Kidd, Fuller, & Barr, 2001; Mcllwraith, 2010).

2.7.3. Osteoartritis’in patofizyolojisi

Osteoartritis’in patogenezinde rol oynayan temel faktor; kikirdak yapimi ve
yikimi arasindaki dengenin bozulmasi sonucu kikirdagin matriks yapisinin zarar
gormesidir. Kikirdakta proteoglikan igerigi azalirken, su icerigi artar. Kikirdaktaki ilk
bozukluklar; proteoglikan kaybi, kikirdagin yiizeye yakin bolgesinde 6dem ve
yumusama seklinde baslar. Bu olaylar1 sinoviyal s1vidaki hiyaluronik asit miktarindaki
azalma takip eder (Rychel, 2010). Tablonun ilerlemesiyle birlikte, eklem igindeki
ESM molekiillerinin hem yikiminda hem de sentezindeki artis sonucunda
anabolizmadan katabolizmaya dogru bir kayma goriiliir. Kondrosit metabolizmasi,
anabolik sinyalin asag1 regiilasyonu ile birlikte inflamatuvar sitokinlerin ve matriks
parcalayict enzimlerin asir1 iiretimi nedeniyle dengesizlesir. Sonucta ekstraselliiler
matriksin yikimlanmasina ve ardindan kikirdak degradasyonuna yol agar. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS) tarafindan ortaya ¢ikarilan oksidatif stres, kikirdak homeostazini
daha da bozar (Bauer ve ark., 2006; Goldring, & Berenbaum, 2004; Lane ve ark., 2011)
(Sekil 9).
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A
‘ y<— Kas: atrofi, yag infiltrasyonu

Entesofit

Osteofit

Kikirdak: proteoglikan kaybi,
erozyon, vaskiiler invazyon

«— Sinovyum, eklem kapsiilii:
yang ve fibrozis

Sinovyal sivi: HA kaybi, ROS,
yang hiicreleri, sitokinler
Meniskiis, ligament:
dejenerasyon, yurtiklar
Subkondral kemik: kalinlagsma, skleroz,
artmus turnover, hipomineralizasyon,
neovaskularizasyon

Sekil 9. Diz ekleminin kesit diyagrami. Normal bir eklem (sol taraf) ile osteoartritis bulunan eklemde
(sag taraf) karsilagilan yapisal degisiklikler (HA: hiyaluronik asit; ROS: reaktif oksijen tiirleri) (Zaki,
Blaker, & Little, 2022, 5.358).

2.7.4. Osteoartritis’te yangi mediatorleri ve proteolitik enzimler

Osteoartritis’in patogenezinde, eklemdeki dejeneratif siireci baslatan ve siirdiiren
cesitli inflamatuvar mediatorler ile proteolitik enzimler énemli rol oynamaktadir.
Baglica yang1 mediatorleri arasinda tiimor nekrozis faktor-o (TNF-a), interloykin-1p,
(IL-1B), interloykin-6 (IL-6), interldykin-8 (IL-8), interloykin-15 (IL-15), interloykin-
17 (IL-17), interloykin-21 (IL-21), prostoglandin Ez (PGE>), substans P, sinir biiyiime
faktorii (NGF), epidermal biiylime faktorii (EGF), vaskiiler endoteliyal biiylime
faktoric (VEGF) ve fibroblast biiylime faktorii-2 (FGF-2) yer almaktadir. Bu
mediatorler, sinovyal hiicreler ve kondrositlerden salinarak hem kikirdak yikimina
neden olan proteazlarin {iretimini artirmakta, hem de OA ile iliskili agr1 yolaklarinin
aktivasyonuna katkida bulunmaktadir. Bu aracilar, primer afferent sinir liflerinin
mekanik uyaranlara karst duyarliligini artirarak hiperaljeziye neden olabilir.
Osteoartritis ile iligkili temel proteolitik enzimler arasinda matriks metalloproteinaz-1
(MMP-1), matriks metalloproteinaz-3 (MMP-3), matriks metalloproteinaz-9 (MMP-
9), matriks metalloproteinaz-13 (MMP-13), trombospondin motifli bir disintegrin ve
metaloproteinaz olan ADAMTS-4 ve ADAMTS-5, TNF-a yer alir. Bu enzimler, basta
kollajen tip II ve aggregan olmak {izere ekstraselliller matriks bilesenlerini
parcalayarak kikirdak biitiinliigiiniin bozulmasma yol acar (Lee ve ark., 2013).

Osteoartritis’e bagli nosiseptif duyarliligin periferik mekanizmalar1 tam olarak
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aydinlatilamamis olsa da, mevcut literatiirde bu faktorlerin inhibisyonu igin
kullanilabilecek yeni biyolojik tedavilerin arastirilmasi hedeflenmektedir (Dieppe, &
Lohmander, 2005; Lee, Nassikas, & Clauw, 2011).

2.7.4.1. Interldykin-1

Osteoartritis ile ilgili en iyi ¢alisilmis sitokinlerden birisi olan IL-1’in hem
kikirdak yikiminda hem de nosiseptif yolaklarin uyarilmasinda énemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (Benito, Veale, FitzGerald, Van Den Berg, & Bresnihan, 2005).
Ekstraselliiler matriks sentezini inhibe etmede ve kikirdak yikimini desteklemede
giiclii biyoaktiviteler gosterir. Kondrositlerde temel ESM bilesenlerinin (6rn.,
aggregan ve kollajen tip II) ekspresyonunu baskilar (Richardson, & Dodge, 2000).
Ayrica IL-1 hem kondrositlerde hem de sinovyal fibroblastlarda, kollajenazlar (MMP-
1 ve MMP-13) ve ADAMTS-4 gibi proteolitik enzimleri indiikler (Sommer, & Kress,
2004).

2.7.4.2. Interldykin-6

Kikirdak yikiminda rol oynadigi bilinen bir diger pro-inflamatuvar sitokin olan
IL-6, eklem dokularinda gelisen hiperaljezi ve asir1 duyarlilik ile iliskilendirilmistir
(Brenn, Richter, & Schaible, 2007). Interloykin-6, romatoid artritis patogenezinde
onemli bir rol oynamaktadir. Artritis bulunan hastalarin serum ve sinovyal sivisinda

konsantrasyonu yiikselir (Arvidson ve ark., 1994; Silacci ve ark., 1998).

2.7.4.3. Tumor nekrozis faktor- o

Osteoartritis’in patofizyolojisinde giiclii katabolik etkileriyle bilinen TNF-a, ayni
zamanda TNF-R1 ve TNF-R2 reseptorleri araciligiyla duyusal noéronlar1 dogrudan
aktive ederek agr1 mekanizmalarina da katkida bulunur. Tiimoér nekrozis faktor-a, IL-
1, IL-6 ve IL-8 iiretimini uyararak, bir dizi inflamatuvar yanit1 baslatir (Sommer, &
Kress, 2004). Osteoartritis patogenezinde TNF-o, hem agri mekanizmalarnin

aktivasyonunda hem de kikirdak yikimimin hizlandirilmasinda énemli rol oynar. Bu
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etkileri goz Oniinde bulundurularak, ozellikle inflamatuvar komponentin belirgin
oldugu OA formlarinda, anti-TNF ajanlarin kullanimi arastirmalarda yer almaya

baslamistir (Kapoor, Martel-Pelletier, Lajeunesse, Pelletier, & Fahmi, 2011).

2.7.5. Diz ekleminde osteoartritis tanisi
2.7.5.1. Klinik muayene

Diz ekleminde OA tanisi, anamnez ile fiziksel muayene bulgularina dayanir ve
genellikle radyografik goriintiileme ile desteklenir. Gerekli durumlarda laboratuvar
testleri ile ayirici tantya gidilir. Diz ekleminde siirekli, aralikli, donuk ya da keskin
karakterde agri, osteoartritis’in en yaygin klinik semptomudur. Agri baslangicta
aktiviteyle smirli olup zamanla istirahatte de ortaya cikabilir ve hareket acikliginda
azalmaya neden olabilir (Lespasio ve ark., 2017).

Fiziki muayenede; eklemde sislik, asimetri, krepitasyon, osteofit olusumu, kas
atrofisi, sinovitis ve hareket kisitlilig1 gibi bulgular saptanabilir (Enomoto, de Castro,
& Hash, 2024). Ayrica, topallik osteoartritis’in 6énemli klinik belirtilerinden biridir.
Ozellikle kopeklerde, hastaliga genellikle ge¢ donemde tan1 konulmakta ve vakalarin

%50’sinden fazlas1 8-13 yas araliginda teshis edilmektedir (Mele, 2007).

2.7.5.2. Radyografik muayene

Diz ekleminin c¢ekilen direkt radyografisi, teshisi dogrulamada ve diger
patolojileri ekarte etmede Onemli bir klinik tani1 aracidir (Goodman, 2005).
Osteoartritis’in karakteristik direkt radyografik bulgulari; siklikla eklem araliginda
daralma, osteofit olusumu, subkondral skleroz ve kistler seklindedir. Eklem araligi
daralmasi veya osteofit olusumunun degerlendirilmesinde kullanilan birden fazla
derecelendirme sistemi vardir. Bunlarin igerisinde en yaygin kullanilan1 Kellgren-
Lawrence derecelendirme sistemidir. (Kellgren, & Lawrence, 1957). Eklem
kikirdaginin dejenerasyonu OA’nin ilerlemesinin bir isaretidir. Ancak radyografiler
erken kondral hasari tespit edemez (Oo, Linklater, & Hunter, 2017).

Bilgisayarli tomografi (BT); subkondral osteoskleroz, kist, osteofit olusumu ve

kortikal kemigin kalitesi gibi kriterlerin degerlendirilmesinde 6nem arz eden bir tam
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yontemidir. Periartikiiler kalsifikasyonlar agisindan da Manyetik rezonans
goriintiileme’ye (MRG) gore daha hassas sonuclar verir. Baglica dezavantaji ise;
yumusak doku i¢in elde edilen diisiik kontrasttir. Bundan dolay1 periartikiiler baglarda,
insersiyonlarda, eklem kapsiiliinde ve meniskiislerde meydana gelen degisiklikleri
goriintiilemede tomografi yetersiz kalir. Bir diger dezavantaji ise; hastanin aldig
nispeten yiiksek radyasyon dozudur. Kontrastl bilgisayarli tomografi (BT artrografi),
kontrast madde kullanarak kikirdak ve diger eklem yapilariin detayli olarak
goriintiilenmesi icin kullanilan bir yontemdir. En yaygin kullanilan BT artrografi
teknigi, iodine i¢eren kontrast maddenin serum fizyolojik ya da lokal anestezikle
seyreltilerek eklem icine enjekte edilmesi ve ardindan helikal bir tarayict ile
goriintiileme yapilmasini kapsamaktadir. Kontrast madde kikirdak ylizeyinin daha
derin katmanlarina niifuz ederek eklem ylizeyinde bulunan kusurlar1 daha iyi gosterir.
Tomografi kullanarak 1 mm’den daha diisiik yogunluklu kesitler elde edilebilir ve tim
dizin taranmasi ¢ok kisa siirede (<30 saniye) gerceklestirilir. Yontem, ekipmana erigim
olmadiginda veya MRG kontraendike oldugunda giivenilir bir alternatiftir (Vande
Berg ve ark., 2002). Sinirlamalar arasinda, kikirdak ylizeyine bagli olmayan alt
katmanlarda bulunan lezyonlara kars1 daha diisiik duyarliligi, invaziv olmasi ve yliksek
radyasyon dozu yer alir (Guermazi, Hayashi, Eckstein, Hunter, Duryea, Roemer,
2013).

Manyetik rezonans goriintiileme; direkt radyografilerde goriilmeyen sinovyal
hipertrofi, eflizyon, meniskiis yirtig1 ve kondral kayip gibi diger yumusak doku iliskili
bulgularin yani sira interkondiler g¢entik gibi erisilmesi zor bolgelerdeki osteofit
olusumunu da tanimlayabilir (Oo ve ark., 2017). Kikirdagin boyutu ve yapisal
biitiinliigli hakkinda bilgi saglamasi neticesinde, OA’da eklem kikirdaginin tam veya
kismi kalinliktaki degisikliklerini belirlemede son derece yararli olabilir (Potter,
Linklater, & Allen, 1998). Meniskiis ve 6n ¢apraz bag yaralanmalari gibi OA igin
predispozan faktorleri belirlemek i¢in de kullanilabilir (Lohmander, Englund, & Dahl,
2007; Song, Greve, Carter, & Giori, 2008).

Ultrasonografinin OA’nin dinamik bir sekilde hizlica teshis edilmesine yardimci
oldugu 6ne siiriilmiistiir, ancak ne yazik ki bu durum daha ¢ok ultrasonografi yapan
kisinin uzmanligina baglidir ve kemik yapilar1 gerekli ¢oziiniirliikte degerlendirilemez

(Oo ve ark., 2017). Ultrasonografi ile sinovyum’daki hipertrofi ve inflamasyon
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degerlendirebilir (Wakefield ve ark., 2005). Diisiik maliyet, iyonlastirict radyasyonun
bulunmamasi, yapiy1 dinamik olarak goriintiileme yetenegi gibi bir¢ok avantaj sunan

ultrasonografi, girisimsel islemler i¢in de kullanilabilir (Abramoff, & Caldera, 2020).

2.7.5.3. Kellgren-Lawrence smiflandirmasi

Osteoartritis i¢in bir radyografik siniflandirma semas: olusturmaya yonelik ilk
girisimler, 1957°de Kellgren ve Lawrence tarafindan tarif edilmistir (Kellgren, &
Lawrence ,1957). Osteoartritis’in 6zellikle de diz OA’sinin radyografik tanisinda yarar
saglayan Kellgren ve Lawrence siniflandirmasi, en yaygin kullanilan radyodiyagnostik
yontemdir (Braun, & Gold, 2012).

Kellgren-Lawrence siniflandirmasinda hastalara kraniokaudal diz grafileri ¢ekilir.
Her radyografi 0°dan 4’e kadar derecelendirilir (Sekil 10) ve bu derece OA’nin artan
siddetiyle iliskilendirilmistir (Kellgren, & Lawrence, 1957) (Tablo 1).

Tablo 1. Kellgren ve Lawrence smiflandirmasina gére diz eklemi osteoartritis derecelendirilmesi
(Kellgren, 1963)

Derece Kellgren & Lawrence tanimi

0. Derece Normal

1. Derece-Siipheli Eklem araliginda siipheli daralma, olas1 osteofit olusumu

2. Derece-Minimal Kesin osteofit, bozulmamis eklem alani, eklem araliginda siipheli daralma

3. Derece-Orta Cok sayida osteofit, eklem araliginda kesin daralma, bir miktar skleroz ve
kemik uglarinda olasi deformite

4. Derece-Siddetli Biiyiik osteofitler, eklem araliginda belirgin daralma, belirgin skleroz ve kemik

uglarinda kesin deformite

Grade 4

Sekil 10. Diz ekleminde gelisen osteoartritis’in siddetinin Kellgren ve Lawrence ile radyografik olarak
derecelendirmesi (Kohn, Sassoon, & Fernando, 2016, s. 1888).
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2.7.6. Diz eklemi osteoartritis’inin tedavisi

Osteoartritis hem insanlarda hem de hayvanlarda kronik agriya yol agarak yasam
kalitesini olumsuz etkileyen ve saglik harcamalarinda 6nemli bir yiik olusturan yaygin
bir eklem hastaligidir (Knazovicky ve ark., 2016). Son yillarda, kikirdak dokusundaki
dejeneratif siireci yavaslatmayi, hatta miimkiinse tersine ¢cevirmeyi ve agriy1 azaltmay1
hedefleyen yeni biyolojik tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yonelik arastirmalar
artis gostermektedir (Lee ve ark., 2013).

Osteoartritis tedavisinin amaci, durumun ciddiyeti cerrahi miidahaleyi
gerektirinceye kadar semptomlart kontrol etmektir. Bu durum ancak eklem agrisini
azaltmak, eklem mobilitesini korumak ve iyilestirmek, fiziksel kisithiliklar1 ve
engelliligi azaltmak, yasam kalitesini arttirmak, eklem hasarinin ilerlemesini 6nlemek,
hastaligin seyri ile sonuglari konusunda hasta sahibini egitmekle basarilabilir
(Knazovicky ve ark., 2016; Nguyen, Lefévre-Colau, Poiraudeau, & Rannou, 2016).
Egzersiz terapisi, planlanmis ve yapilandirilmis bir fiziksel aktivite bi¢imini ifade eder
ve gogunlukla fizyoterapistler tarafindan uygulanmasi gerekir (Rannou, & Poiraudeau,
2010). Klinik ¢alismalar, aerobik fiziksel aktivite ve kas giliglendirme egzersizinin OA
semptomlarini azaltmaya ve eklem fonksiyonunu iyilestirmeye yardime1 olabilecegini
gostermis olsa da (Latham, & Liu, 2010), mevcut kanitlar, kalga veya diz OA igin
egzersiz yapmamaya kiyasla egzersizin kiiciik ila orta diizeyde bir etkisi oldugunu
gostermektedir (Bennell, Buchbinder, & Hinman, 2015). Bununla birlikte,
osteoartritis’in giiniimiizde kesin bir tedavisi bulunmamaktadir (Anderson ve ark.,
2018).

Erken tan1 sonrasi baslanan uygun bir tedavi, hastaligin son evresine ilerlemeyi
geciktirmek i¢in hayati bir adim olabilir (de Girolamo ve ark., 2016). Yasam tarzi
degisiklikleri, egzersiz terapisi, farmakolojik tedaviler ve ¢esitli maddelerin
enjeksiyonu gibi farkli terapotik stratejiler yoluyla semptomatik kontrol saglanabilir
(Mora, Przkora, & Cruz-Almeida, 2018). Ornegin steroidal olmayan antiinflamatuvar
ilaglar (NSAID’ler) OA’da agrinin kontrol edilmesinde etkilidir (Nelson ve ark.,
2014). Ancak oral veya parenteral NSAID uygulamalari, 6zellikle eslik eden sistemik
hastaliklar1 bulunan bireylerde gastrointestinal, kardiyovaskiiler ve renal yan etkilere

yol agabilir (Cooper ve ark., 2019). Bu nedenle eklem igi enjeksiyonlar, hedef dokular
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tizerindeki dogrudan etkileri ve eklem ici uygulanmaya bagli yan etkileri azaltmasi
nedeniyle giderek daha fazla ilgi gormektedir. Bu amagla sik olarak kullanilan tiriinler
arasinda kortikosteroidler ve hiyaluronik asit, eklem igerisine enjekte edilen maddeler
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Daha yeni kesfedilmeleri nedeniyle trombosit
acisindan zengin plazma (TZP), mezenkimal kok hiicreler (MKH), poliniikleotidler ve
ozon’un tedavide kullanimi iizerine arastirmalar devam etmektedir (Lim ve ark.,
2018).

2.7.6.1. Kortikosteroidler

Diz OA tedavisinde yaygin kullanilan eklem i¢i kortikosteroid enjeksiyonu,
eklemdeki inflamatuvar kaskadin farkli seviyelerinde etki eden immunsupresif
aktivitesi nedeniyle yarar saglamaktadir. Ozellikle interloykin 1 (IL-1), Idkotrienler,
prostaglandinler ve metalloproteinazlar gibi proinflamatuvar sinyal molekiillerinin
sentezini bloke ederek etki gosterir (Mora ve ark., 2018). Aslinda, en son yayinlanan
Uluslararas1 Osteoartritis Arastirma Dernegi (OARSI) 2019 kilavuzu, eklem igi
kortikosteroid enjeksiyonlarini, HA ile ayni seviye olan 1b (yliksek fikir birligi)
seviyesine atamustir. Ozellikle hizli ve kisa siireli analjezik etki hedeflendiginde,
kortikosteroidlerin kullaniminin, hiyaluronik aside kiyasla daha uygun oldugu
belirtilmektedir. Ote yandan, hiyaluronik asit’in analjezik etkilerinin ortaya ¢ikmasi
icin genellikle 2—4 haftalik bir siireye ihtiya¢ duyuldugu ve bu nedenle uzun vadeli
agr1 kontroliinde daha faydali olabilecegi bildirilmektedir (Bannuru, Osani, &
Vaysbrot, 2019).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan intraartikiiler kullamim icin
onaylanmis olan steroid preparatlar;; metilprednizolon asetat (Depomedrol®),
betametazone sodyum fosfat (Diprospan®), betametazon asetat (Celeston®),
deksametazon (Dekort®) ve triamsinolon heksasetonid’dir (Artropan®) (Jordan ve ark.,
2003). Kortikosteroid enjeksiyonu sinovitis tedavisinde oldukc¢a etkilidir (Heidari,
Heidari, & Babaei, 2020). Intraartikiiler kortikosteroid enjeksiyonlar1 uzun bir siireden
beri kullanilmakla birlikte, yararlar1 ve olast zararli etkileri halen tartismalidir.
Kondrosit fonksiyonunun bozulmasina katki saglamasi, proteoglikan ve kollajen

sentezini inhibe etmesi nedeniyle intraartikiiler metilprednizolon’un uzun siireli
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kullanilmas: tavsiye edilmez (Pelletier, & Martel-Pelletier, 2002). Ayrica
kortikosteroidlerin septik artritis, deri atrofisi, depigmentasyon, hiperpigmentasyon
gibi yan etkileri oldugu da bilinmektedir (Y1ldirim, Ones, & Goksenoglu, 2022)

2.7.6.2. Trombosit agisindan zengin plazma

Trombositten zengin plazma (TZP), periferik kandan elde edilen ve yiiksek
trombosit konsantrasyonu iceren otolog bir kan tiirevidir. Trombositlerin doku
iyilesmesini destekleyen biyoaktif proteinler ve biiylime faktorlerini (IGF, TGF, EGF,
PDGF, VEGF, FGF) olusturma yetenegi, 6zellikle diisiik iyilesme potansiyeline sahip
kikirdak dokusu i¢in 6nemlidir (Anitua, Sanchez, & Orive, 2010; Sun, Feng, Zhang,
Chen, & Cheng, 2010). Osteoartritis gelisiminde rol oynayan Wnt/p-katenin yolu
tizerinde TZP’nin diizenleyici olumlu etkisi de mevcuttur (Wu ve ark., 2018).
Literatiirde, 6zellikle diigiik dereceli eklem dejenerasyonlarinda TZP’nin, hiyaluronik
asit’ten (HA) daha etkili oldugu, ancak ileri osteoartritis’de daha sinirli fayda sagladigi
da belirtilmistir (Filardo ve ark., 2012). Ayrica, diisiik trombosit sayisi, hematolojik
hastaliklar, koagiilopatiler veya uzun siireli anti-agregan ve steroid kullanimi1 TZP’nin

etkinligini olumsuz etkileyebilir (Filardo ve ark., 2015).

2.7.6.3. Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicre (MKH) tedavisi, bagisiklik diizenleyici ve
antiinflamatuvar 6zelliklere sahip kok hiicrelerin eklem i¢i enjeksiyonuyla uygulanir.
Kemik iligi ve yag dokusu gibi kaynaklardan elde edilen MKH’ler osteoblast,
kondrosit, adiposit gibi hiicrelere farklilagabilme yetenekleri sayesinde
antiinflamatuvar, pro-anjiyogenetik ve rejeneratif etkiler gosterebilir (Caplan, 2007;
Di Matteo ve ark., 2019). Klinik uygulamada yaygin olarak kullanilan iki MKH iiriinii
vardir: Kemik iligi aspirat konsantresi (BMAC) ve Stromal vaskiiler fraksiyon (SVF).
Genellikle BMAC crista iliaca’dan aspirasyonla elde edilip santrifiijle konsantre
edilirken, preadipositler, endotel hiicreleri ve perisitler gibi ¢esitli hiicrelerden olusan

SVF daha yiiksek sayida MKH igermektedir (Shapiro ve ark., 2019).
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2.7.6.4. Hiyaluronik asit

Hiyaluronik asit (HA), ilk olarak 1934 yilinda Karl Meyer ve John Palmer
tarafindan sigir géziiniin humor vitreus’undan izole edilen bir glikozaminoglikandir
(GAG). Hiyaluronik asit hem omurgalilarda hem de bakterilerde ayni kimyasal yapiya
sahiptir. Giiniimiizde Streptococcus zooepidemicus, Escherichia coli ve Bacillus
subtilis gibi mikroorganizmalar aracilifiyla da iiretilebilmektedir (Gupta, Lall,
Srivastava, & Sinha, 2019).

Yunanca "hyalos" (cam) kelimesinden tiireyen HA, N-asetil D-glukozamin ve D-
glukuronik asit monosakkaritlerinden olusur. Yaklasik 6.500-10.900 kDa arasinda
degisen molekiiler agirliga sahiptir (Altman, Manjoo, Fierlinger, Niazi, & Nicholls,
2015). Hyaluronan (sodyum hiyaluronat), sinovyal sivi, doku ve kapsiil dahil olmak
tizere tiim eklem dokularinin hiicreler aras1 matriksinde ve kikirdak yiizey tabakasinda
(lamina splendens) yiiksek konsantrasyonda (3-20 mg/ml) bulunan bir
glikozaminoglikandir. Sinovyal dokudaki kondrositler ile tip B sinoviyositler gibi
hiicreler tarafindan iretilen hyaluronan, eklemin hareketiyle yonlendirilen sinovyal
stv1 ve hiicreler aras1 matriksten akarak lenf kilcal damarlarina bosalir (Pozo, Balazs,
& Belmonte, 1997). Ayrica humor vitreus ve umbilikal kord gibi dokularda da HA saf
halde yer alir (Neustadt, 2006).

Hiyaluronik asit artropatilerin tedavisi, yara iyilesmesi, goz cerrahisi ve doku
miihendisligi gibi bir¢ok tibbi alanda genis kullanim alanina sahiptir (Gupta ve ark.,
2019; Kobelt, & Fianu-Jonasson, 2006).

Veteriner hekimlikte 6zellikle yaris atlarinda kullanilan HA, giiniimiizde insan diz
osteoartritis tedavisinde de yaygin olarak tercih edilmektedir. Ornegin Avusturya’da
insanlarda bu amagla HA kullanimi i¢in yaklasik olarak yillik 12 milyon dolar
harcanmaktadir (Arrich ve ark., 2005). Ekonomik analizler, diz OA’sinda HA
tedavisinin konvansiyonel tedavilere gore etkili oldugunu gostermektedir (Dagenais,
2006). Ayrica, 1997°de FDA onay1 alan HA, basit analjeziklere yanit vermeyen diz
OA olgularinda Amerikan Romatoloji Birligi ve Amerikan Ortopedik Cerrahlar
Akademisi rehberlerine dahil edilmis olup, kullanimini 6nerilmektedir (Dieppe, &
Buckwalter, 1998). Avrupa Romatizma Dernekleri Birligi (EULAR) 2003 yili

raporunda yiiksek molekiil agirlikli HA frlinlerinin tercih edilmesi gerektigi
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bildirilmistir. Diz OA’sinda HA’nin agr1 ve fonksiyonel iyilesme agisindan kanit
diizeyi 1b olup, kortikosteroidlere gore ge¢ baslayan ancak daha uzun siiren etkiler

gostermektedir (Jordan ve ark., 2003).

2.7.6.4.1. Hiyaluronik asit’in biyosentezi

Hiyaluronik asit, hiicre zarinda bulunan integral membran proteinleri (HASI,
HAS2 ve HAS3) tarafindan sentezlenir. Bunlar, sitozolde bulunan UDP-glukuronik
asit ile UDP-N-asetilglukozamin gibi nciil molekiilleri kullanarak, HA zincirini uzatir
ve olusan polimeri hiicre disina aktarir. Hiyaluronik asit sentezini diizenleyen
mekanizmalar tam olarak aydinlatilmamis olsa da hormonlar, biiyiime faktorleri ve
adenilat siklaz aktivasyonu gibi faktorlerin HA {iretiminde 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir. Ayrica, eksojen HA uygulamasinin da endojen HA sentezini

etkileyebilecegi belirtilmektedir (Tsepilov, & Beloded, 2015).

2.7.6.4.2. Hiyaluronik asit’in eklemlerdeki fonksiyonu

Osteoartritis gelisen hastalarda eklem sivisinda bulunan hiyaluronik asit
diizeylerinin azaldig1 ve bunun da eklem sivisinin viskoelastik 6zelliklerini olumsuz
etkiledigi bildirilmektedir (Gupta ve ark., 2019). Oral yoldan emilimi sinirli olan HA,
intraartikiiler uygulandiginda eklem lubrikasyonunu artirmak, sinovyal membranda
koruyucu bariyer olusturmak, kikirdak esnekligini desteklemek, serbest radikalleri ve
matriks metalloproteinazlar1 inhibe etmek gibi ¢esitli mekanizmalarla etkisini gosterir
(Dougados, Nguyen, Listrat, & Amor, 1993; Gupta ve ark., 2019).

Saglikli eklemlerde HA’nin molekiiler agirligi yaklasik 4-5 milyon daltondur
(Balazs, & Denlinger, 1993). Ancak yaslanma ve OA ile birlikte hem HA miktar1 azalir
hem de molekiil agirligi diiser. Bu durum, sok absorban ve lubrikan etkilerinin kaybina
neden olur (Stern, & Jedrzejas, 2006). Hiyaluronik asit preparatlar1 500 bin dalton
molekiil agirhigmin altinda ise, endojen sentezini baskilayabilir (Moreland, 2003).
Osteoartritis ilerledik¢e sinovyal sividaki endojen HA, yiiksek molekiiler agirliktan
diisiik molekiiler agirliga dogru depolimerize olur ve viskoelastik 6zellikleri azalir.

Eksojen HA’nin intraartikiiler uygulama sonrasi yarilanma 6mrii 2-8 giin olup, sadece
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replasman degil, ayn1 zamanda biyolojik etki de gosterdigi diisiiniilmektedir (Neustadt,
2006). Tedavi etkinligini belirleyen faktorlerden biri de, sinovyal sividaki HA nin

parcalanmasindan sorumlu olan hiyaluronidaz enzim diizeyidir (Moreland, 2003).

2.7.6.4.3. Hiyaluronik asit ile osteoartritis tedavisi

Kellgren-Lawrence evre |I-IIl osteoartritis’i olan, semptomlar1 kontrol
edilemeyen, nonsteroid kullanamayan hastalarda oral yolla veya intraartikiiler
enjeksiyonla HA kullanim1 6nerilmektedir (Gupta ve ark., 2019). Klinik kullanimda;
Hyalgan® (500-730 kDa, Fidia Farmaceutici, Italy), Synvisc® (6000 kDa, Genzyme
Co., Cambridge, USA), Gel-One®, (1 milyon Da, Zimmer Biomet, ABD), OrthoVisc®
(1-2,9 milyon Da, Anika Therapeutics, ABD), Euflexxa® (2,4-3,6 milyon Da, Savient
Pharmaceuticals, ABD), Monovisc® (2,5-3 milyon Da, Anika Therapeutics, ABD) ve
Gel-Syn® (800-1,200 kDa, Institute Biochimique SA, Isvicre) gibi gesitli HA
formiilasyonlar1 mevcuttur (Hisada ve ark., 2008).

Cogu HA preparati dogal kaynaklardan elde edilirken, kimyasal
modifikasyonlarla kaliciligr artirilmis formlart da mevcuttur, ancak etkinlik ag¢isindan
aralarinda belirgin fark bulunamamistir (Neustadt, Caldwell, Bell, Wade, & Gimbel,
2005). Giiniimiizde disik maliyet ve daha az yan etki nedeniyle bakteriyel
biyofermantasyon 6n planda olup, bu yolla iiretilen yiiksek molekiil agirlikli (2,4-3,6
milyon dalton) HA preparatlar1 daha sik kullanilmaktadir (Shewale ve ark., 2017).

Tedavi rejimi, kullanilan HA preparatinin molekiiler agirhigina, kaynak
materyaline (hayvansal vs. bakteriyel), capraz baglanma durumuna, formiilasyonuna,
enjeksiyon hacmi ve konsantrasyonuna gore degiskenlik gosterir (Hisada ve ark.,
2008). Genel olarak disiik molekiiler agirlikli HA tirtinleri, genellikle haftada bir kez
olmak tiizere 3-5 hafta boyunca uygulanirken, daha uzun etki siiresine sahip olmalari
nedeniyle yiiksek molekiiler agirlikli veya capraz bagh formlar, tek doz ya da ayda bir
doz seklinde uygulanabilmektedir (Gupta ve ark., 2019).

2.7.6.5. Ozon

Ozon (03), ii¢ oksijen atomundan olusan, kararsiz, depolanamayan, keskin kokulu
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ve agik mavi renkli bir gazdir (Bocci, 2006). Atmosferdeki ozon’un %90’ma yakini,
yeryliziinden yaklasik 20-50 km ytiksekte bulunan stratosfer tabakasi iginde yer alir.
Geri kalan %10’luk ozon miktar1 ise 10-15 km arasindaki troposfer tabakasi i¢inde
bulunmaktadir (Ozler, Oter, & Korkmaz, 2009). Ozon’un stratosfer’deki varhig
giinesten gelen ultraviyole B ve C iginlarini engelledigi igin hayati iken, yasadigimiz
hava katmani olan troposfer’de bulunmasi solunum yollari igin ¢ok tehlikelidir ve hava
kirliligi olarak kabul edilir (Bocci, 2006).

Ozon, 6zel jeneratorlerde saf oksijenin yliksek voltaj farkindan gecirilmesi
sonucunda elde edilir. Bu gazin sadece %3 ila %5’1 ozondan olugmaktadir, geriye
kalan kismi ise oksijenden ibarettir (Bocci, 2007). Konsantrasyon 6l¢iimii, fotometre
ile mor Otesi dalga boyuna yakin 254 nanometre bandi kullanarak yapilir. Ozon
terapilerinde “gama” birimi (1 mL ozon/oksijen karisiminda 1 pg ozon) kullanilir (Gao
ve ark., 2012). Ozon’un yarilanma omri 20°C’de yaklasik 40 dakikadir (Beck,
Wasser, & Viebahn-Hénsler, 1989).

Oksijenden 1,6 kat yogun olan ozon, suda daha fazla ¢6ziiniir ve giiclii bir oksidan
olarak bilinir (Bocci, 2006). Antioksidan kapasiteleri ¢ok diisiik oldugundan akciger
ve gozler ozon’un toksik etkisine en hassas olan organlardir. Ozon gazinin zarari
tamamen ortamdaki konsantrasyonuna [part(s) per million-ppm], ortamdaki sicakliga,
neme (0zon nemli ortamda daha aktiftir) ve maruziyet siiresine gore degisir (Uysal, &
Schapira, 2003).

2.7.6.5.1. Ozon tedavisinin tarihgesi

Ozon’un kendine 6zgii kokusu ilk olarak 1785’te Van Mauren tarafindan fark
edilmigtir. Christian Friedrich Schonbein 1840°ta keskin kokusu nedeniyle kesfettigi
bu gaza Yunanca "koku" anlamindaki kelimeden "ozon" adini vermistir (Altman,
2007; Bocci ve ark., 2011). Jacques-Louis Soret 1860’ta ozon’un ii¢ oksijen
atomundan olustugunu, Thomas Andrews ise dezenfekte edici Ozelliklerini
gostermistir. Nikola Tesla 1896’da ozon jeneratoriinlin patentini almigtir. Birinci
Diinya Savasi’nda Alman askerlerinin gangren tedavisinde ilk tibbi kullanimi
gerceklesmistir  (Bocci ve ark., 2011). Daha sonra 1856’da ameliyathane

dezenfeksiyonunda ve 1860°ta Monako’da su aritiminda kullanilmaya baslamistir
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(Altman, 2007; Bocci ve ark., 2011). Ayrica, 1970’lerde Ziirih’te Alexander Balkanyi,
tendinitis ve miyofasiyal agrilarda ozon enjeksiyonunu ilk uygulayan kisidir (Bocci,

2006).

2.7.6.5.2. Ozon tretimi

Ozon; biyolojik sivilarda bulunan antioksidanlar, proteinler, karbonhidratlar ve
¢oklu doymamis yag asitleri ile hizli reaksiyona girerek etkisini gosterir (Bocci ve ark.,
2011). Avrupa Birligi’'nde ozon jeneratdrleri, tibbi cihazlar kategorisinde sinif IIb
olarak smiflandirilmakta olup, 93/42/EEC sayili Konsey Direktifi'ne gore CE
sertifikasina sahip olmalar1 gerekmektedir (ISCO3, 2019).

Tibbi ozon jeneratdrlerinin, yalnizca O» ve Os igeren gaz karigimlar: liretmest,
ayrica 1-100 pg/mL arasinda hassas ve homojen konsantrasyonlar saglayabilmesi
gereklidir. Uretilen ozon’un dogrudan cevreye salmimi engellenerek, agir metal
oksitler igeren katalitik yikicilar araciliiyla oksijene ayristirilir. Ozon jeneratorleri,
4.000 ila 13.000 Volt arasindaki voltaj farklarini ayarlayabilen yiiksek voltaj tiipleri
ile caligmaktadir. Korona desarj prensibi ile oksijen molekiillerinin iyonize
edilmesiyle ozon sentezlenir. Ozon iiretiminde hava yerine tibbi oksijen tercih edilir,
aksi takdirde zararl nitrojen dioksit bilesiklerinin olusmasina neden olunabilir. Bu

nedenle direkt hava kullanimindan kagimilmaktadir (Bocci ve ark, 2011).

2.7.6.5.3. Ozon konsantrasyonunun 6l¢iilmesi

Ozon konsantrasyonunun hassas sekilde belirlenmesi i¢cin fotometrik 6lgiim
yontemi kullanilir. Fotometreler, ozon’un 254 nm dalga boyundaki UV
absorpsiyonuna dayanarak anlik konsantrasyon 6l¢limii yapar. Alternatif olarak 600
nm’deki Chappuis bandi kullanilabilir, ancak bu yontem daha az hassas kabul
edilmektedir. Ozon jeneratorleri ve fotometrelerin, iyodometrik titrasyon yontemiyle
diizenli olarak kalibre edilmeleri nemlidir (Bocci ve ark., 2011).

Toplam ozon dozu, gaz hacmi (mL) ile ozon konsantrasyonunun (pg/mL)
carpimiyla hesaplanir. Ornegin, 100 mL gaz hacmi ve 40 pg/mL ozon konsantrasyonu

kullanildiginda toplam ozon dozu 4.000 pg (4,0 mg) olacaktir. Giivenilir bir ozon
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terapisi i¢in jeneratorlerin diizenli bakimi ve fotometrelerin dogrulanmasi zorunludur
(Bocci ve ark., 2011).

Ozon gaz1 konsantrasyonunun Ol¢iimii, sicaklik ve basing kosullar1 dikkate
alinarak dengelenir. Standart 6l¢tim kosullar1 1 atm (760 mmHg, 1.10325 bar) basing
ve 0°C (273.15 K) sicaklik olarak belirlenmelidir. Bu kosullar, “Uluslararasi Standart
Kosullar” olarak adlandirilmakta olup, ozon konsantrasyonunun ‘“normallestirilmis
ozon konsantrasyonu” olarak ifade edilmesi Onerilmektedir. Tercih edilen birim
Uluslararas1 Ozon Komitesi (ISCO3, 2019) tarafindan 6nerilen ve Uluslararas1t Ozon
Birligi (I03A) tarafindan Madrid Deklarasyonu’nda standart olarak kabul edilen
mikrogram/ normalize edilmis mililitre ozon konsantrasyonudur (ug/NmL) (Wallner,

2005).

2.7.6.5.4. Tibbi ozon uygulama giivenligi

Tibbi ozon jeneratorleri, Inox 316 L paslanmaz celik, saf titanyum smif 2, Pyrex
cam, Teflon, Viton ve poliiiretan gibi ozona dayanikli malzemelerden {iretilir (Beck
ve ark., 1989; Bocci, 2006). Ozon ile temas eden donanimlarin cam, polietilen,
polipropilen veya Teflon malzemeden iiretilmesi onerilmektedir. Kauguk tiipler ozon
tarafindan pargalanabildiginden, silikon tiipler tercih edilmelidir. Ozon, yiiksek
oksidasyon kapasitesi nedeniyle direkt gaz olarak intravendz ve intraarteriyel
uygulamalar i¢in uygun degildir. Akciger embolisi riskini artirabileceginden, bu

uygulamalar 1984 yilindan beri yasaklanmistir (Bocci ve ark., 2011).

2.7.6.5.5. Ozon uygulamasinin endikasyonlari

Kiiclik hayvanlarda ozon tedavisi baslica agr1 kontrolii (Biazzo, Corriero, &
Confalonieri, 2018; Sumida, Matera, & Hayashi, 2019), intervertebral disk hastaligi
(Han ve ark., 2007), artropatiler (Avilés, 2013), dermatopatiler (Borges, Ortiz, Pereira,
Keita, & Carvalho, 2019), erlichiosis (Garcia-Araya, Beltran, & Aguinaco, 2010) ve
leishmaniasis (Moda, Lima, Fernandes, Zangaro, & Moreira, 2014) gibi
enfeksiyonlarin destekleyici tedavisinde kullanilmaktadir. Eklem romatizmasi,

lumbago, periartritis, osteomiyelitis gibi ortopedik rahatsizliklarin tedavisinde
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ozon’dan yararlanilmaktadir (Bocci ve ark., 2011). Ek olarak, gastrointestinal
hastaliklar, pankreatitis, kronik gastroenteritis, anemiler, immiin aracili
trombositopeniler ile akut ve kronik bobrek yetmezligi tedavisinde de kullanim alani
bulmustur (Schwartz ve ark., 2020; Sciorsci, Lillo, Occhiogrosso, & Rizzo, 2020).
Ayrica cisplatin kaynakli nefrotoksisite (Borrego ve ark., 2004), hepatik ve renal
iIskemi-reperfiizyon hasari (Yu ve ark., 2019), diyabetik nefropati (Morsy, Hassan, &
Zalat, 2010) ve serebral korteks’te norodejeneratif degisikliklerin iyilestirilmesi (EI-
Mehi, & Faried, 2020) gibi ¢alismalar, ozon’un oksidatif stres iizerindeki dengeleyici

etkisini ortaya koymaktadir.

2.7.6.5.6. Ozon tedavisi’nin kontrendikasyonlari

Belirli  klinik durumlarda kontraendike olan sistemik ozon tedavisinin
uygulanmamasi gereken durumlar asagida siralanmistir:

1. Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz eksikligi (favizm, akut hemolitik anemi)

2. Toksik hipertiroidizm (Basedow-Graves hastaligi)

3. Trombositopeni (trombosit sayisinin 50.000’in altinda olmasi) ve ciddi
pthtilasma bozukluklari
Siddetli kardiyovaskiiler dengesizlik
Akut alkol zehirlenmesi
Akut miyokard enfarktiisii
Masif ve akut kanama

Konviilsif durumlar (epilepsi ndbetleri sirasinda)

© © N o g &

Hemokromatoz

10. Intravendz yol ile bakir veya demir tedavisi goren hastalar

11. Gebelik (hamilelik siiresince)

12. ACE inhibitorii kullanimi (renin-anjiyotensin sistemi ile etkilesim riski
nedeniyle)

13. Astimli hastalar (ozona karst bronkokonstriiktif reaksiyon gelistirme riski
nedeniyle) (Schwartz, Sanchez, & Sabah, 2015).

Bu durumlar, ozon tedavisinin potansiyel advers etkilerini artirabileceginden,

klinik uygulamalarda dikkatle degerlendirilmelidir. Literatiirde ozon tedavisine bagl
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yan etkilerin goriilme siklig1 son derece diisiik olup, yaklasik 9%0,0007 olarak tahmin
edilmektedir (Schwartz ve ark., 2015). Ozon uygulanmasi sirasinda iist solunum
yollar1 ve akcigerler i¢in toksik etkiler gdsterebileceginden, dogrudan solunmamasi
gerekmektedir. Ozon tedavisiyle iliskili yan etkiler genellikle hafif ve gegicidir.
Epifora, rinitis, 0ksiirlik, bas agrisi, daha nadir olarak bulant1 ve kusma en sik bildirilen
yan etkiler arasindadir (Bocci, Aldinucci, & Bianchi, 2005; Sciorsci ve ark., 2020).
Ozon ile onemli farmakolojik etkilesimler arasinda C ve E vitaminleri gibi
antioksidanlar yer almaktadir. Bu bilesiklerin, ozon un biyokimyasal mekanizmalarina
miidahale edebilecegi goz Oniinde bulundurularak, ozon tedavisi sirasinda degil,
oncesinde veya sonrasinda uygulanmalar1 6nerilmektedir. Ayrica, ozon tedavisinin
lazer, manyetik terapi, akupunktur ve diatermi ile sinerjik etkiler gosterdigi
bildirilmektedir (Schwartz ve ark., 2015).

Genel olarak, Onerilen dozlarda, uygun tekniklerle ve sertifikali ekipman
kullanilarak uygulandiginda, ozon tedavisi giivenli kabul edilmektedir (Gazzeri,

Galarza, Neroni, Esposito, & Alfieri, 2007).

2.7.6.5.7. Doz-etki iliskisi

Ozon’un terap6tik endikasyonlari, diisiik fizyolojik dozlarinin hiicresel diizeyde
onemli biyolojik roller oynayabilecegi bilgisine dayanmaktadir (Viviana, & Gabriele,
2014; Viebahn-Hénsler, Leon Fernandez, & Fahmy, 2016). Ozon’un doz-etki iliskisi
hormetik olup, bu mekanizma deneysel ve klinik ¢alismalarla dogrulanmistir (Bocci
ve ark., 2011; Delgado-Roche ve ark., 2018). Ozon aracilarinin, 6zellikle hidrojen
peroksit (H202) ve 4-hidroksi-2,3-transnonenal’in (HNE), niikleer faktorlerle
etkilesimi sonucunda terapotik yanitin indiiklendigi bilimsel verilerle kanitlanmigtir
(Delgado-Roche ve ark., 2018; Pecorelli ve ark., 2013).

Diisiik dozlarda ozon, hiicre canliligin1 degistirmeden hiicresel koruyucu
mekanizmalar1 ve niikleer transkripsiyonu uyarirken, yiiksek dozlarda genotoksik
etkilere neden olabilmektedir. Yanlis doz araliklarinda uygulandiginda, ozon tedavisi
doku nekrozu (Bocci ve ark., 2011; Viebahn-Hénsler, Leén Fernandez, & Fahmy,
2012) veya uzun siireli yiiksek doz maruziyetine bagl kanserojenik etkiler gibi ciddi

yan etkilere yol acabilmektedir (Bocci, 2006).
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Ozon tedavisinin terapotik, etkisiz ve toksik konsantrasyon araliklart belirlenmis
olup, sistemik uygulamalar i¢in toplam ozon dozu, 10-50 ng/NmL araliginda giivenli
ve etkili bir terapotik konsantrasyon olarak kabul edilmektedir (Menéndez, Gonzalez,
& Ledea, 2008).

2.7.6.5.8. Ozon’un etki mekanizmasi

Ozon (0Os), giiclii bir oksidan olup organik bilesikler tizerinde segici etkiye sahip
bir molekiildiir. Oksijen-ozon karigiminin (0:-Os) terapotik etkileri; analjezik,
antiinflamatuvar, antioksidan ve immiinomodiilatér oOzellikleri igermektedir. Bu
etkiler, ozon’un biyokimyasal mekanizmalar tizerindeki gesitli diizenleyici rollerinden
kaynaklanmaktadir (Penido, Lima, & Ferreira, 2010).

Ozon’un hiicresel seviyede etkileri su sekilde Ozetlenebilir: Hiicresel
metabolizmanin aktivasyonu, proinflamatuvar prostaglandin ve algojenik bilesiklerin
saliniminin inhibisyonu, immiinosupresif sitokinlerin ekspresyonunun artisi,
antioksidan enzimlerin sentezinin uyarilmasiyla oksidatif stresin diizenlenmesi,
dokularda oksijen ihtiyacinin artigi ve anjiyogenezisin indiiksiyonu (Bocci, 2006;
Latini ve ark., 2019; Penido ve ark., 2010).

Ozon tedavisinin terapdtik etkinligi, biyolojik bilesenlerle etkilesime girerek
olusturdugu kontrollii ve 1limli oksidatif stres mekanizmasina dayanmaktadir. Ozon
tarafindan indiiklenen hesaplanmis ve gecici oksidatif stres, cesitli hiicre i¢i sinyal
yollarim1 aktive ederek ikincil haberci molekiillerin iiretimini tetikler (Bocci, 2006;
Latini ve ark., 2019). Bu 6zellik, ozon’un "paradoksal etkisi" olarak tanimlanmakta
olup, giiclii bir oksidan olmasina ragmen, etki gosterdigi dokularda antioksidan
savunma sistemlerini giiclendirdigi gosterilmistir (Sciorsci ve ark., 2020).

Ozon’un etki mekanizmasini kimyasal ve klinik olmak tizere iki ayr1 diizlemde

incelemekte yarar vardir:

2.7.6.5.8.1. Organik ortamlarda ozon’un etki mekanizmasi

Ozon, kuru ortamda etkisiz olup, biyolojik aktivitesini yalnizca su, plazma, lenf,

serum veya idrar gibi sivi ortamlarda ¢ozilindiigiinde gosterebilmektedir. Coziinen
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ozon, reaksiyona girebilecegi bir biyomolekiil buldugunda hem bu molekiilii oksitler
hem de ortamda yiiksek reaktiviteye sahip oksijen tiirevleri olusturur. Ozon, éncelikli
olarak ¢oklu doymamuis yag asitleri (polyunsaturated fatty acids- PUFA) ile reaksiyona
girerken, bunu askorbik asit, tirik asit gibi antioksidanlar, siilfidril (-SH) grubu igeren
tiyoller (sistein, rediikte glutatyon- GSH) ve albumin takip eder. Konsantrasyona bagl
olarak ozon, karbonhidratlar, enzimler, RNA ve DNA ile de etkilesime girebilir
(Zimmerli, Trampuz, & Ochsner, 2004).

Ozon’un biyomolekiillerle reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan en 6nemli reaktif
oksijen tiirii (ROS), hidrojen peroksit’tir (H202) (Pryor, Squadrito, & Friedman, 1995).
Oksijen radikali olarak kabul edilmeyen H-O:, ikincil haberci olarak biyolojik
stiregleri diizenleyen ve terapétik etkileri tetikleyen 6nemli bir ara bilesendir (Bocci
ve ark., 2005; Halliwell, Clement, & Long, 2000). Ozon’un yaglarla etkilesiminde ¢ift
bag iceren karbon atomlari, proteinlerle etkilesiminde ise ¢oklu amino asit i¢eren

islevsel yan zincir baglar1 oksidasyona ugrar (Hernandez, 2007).

2.7.6.5.8.2. Klinik uygulamalarda ozon’un etki mekanizmasi

Ozon tedavisinin temel prensibi, viicutta kontrollii bir oksidatif stres
olusturmasidir (Uysal, & Schapira, 2003). Ozon’un biyolojik etkileri, uygulama
yontemine bagl olarak degiskenlik gosterir. Glinlimiizde en yaygin kullanilan
yontemlerden biri, hastanin kendi kaniin belirli konsantrasyonlarda ozon’a maruz
birakildiktan sonra tekrar hastaya verilmesiyle gerceklestirilen major otohemoterapi
(MAH) uygulamasidir. Ozon gazi plazma igerisinde hizla ¢oziinerek kan
hiicrelerindeki doymamus yag asitleri ile reaksiyona girer ve hidrojen peroksit (H20-)
basta olmak {lizere cesitli reaktif oksijen tlirleri (ROS) olusturur. Plazmada hizla
sentezlenen ROS’lar ortamin antioksidan kapasitesini %5-25 oraninda azaltir (Bocci,
2006; Rice-Evans, & Miller, 1994). Ancak bu durum gegicidir ve 15-20 dakika i¢inde
antioksidan sistemler tarafindan dengelenir (Mendiratta, Qu, & May, 1998). Bdylece
hiicre i¢i peroksit seviyesi, plazma konsantrasyonunun %10’unu ge¢mez (Bocci,
2006). Bu reaksiyonlarin biiylik kismi, kan viicuda geri verilmeden once gerceklesir.
Oldukg¢a kararsiz olan ROS bilesikleri, kana geri verildiklerinde parcalanmaya
baslarlar. Ancak lipid oksidasyon {iriinleri (LOP’lar) daha kararhidir, fakat onlar da

44



kana geri verildiginde seyrelir, biiyiik oranda safra ve idrar yoluyla atilir. Kalan LOP
bilesikleri ise GSH-transferaz (GSH-Tr) ve aldehid dehidrogenaz (ALDH) sistemleri
ile metabolize edilir. Kanda mikromolar diizeyde kalan bu oksidatif bilesenler,
stiperoksit dismutaz (SOD), GSH-peroksidaz (GSH-Px), GSH-rediiktaz (GSH-Rd) ve
katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin iiretimini artirarak, viicutta oksidatif stresin
diizenlenmesine katkida bulunur. Ayrica hemeoksijenaz-1 (HO-I) gibi oksidatif stres
proteinlerinin ekspresyonunu indiikleyerek, hiicresel savunma mekanizmalarini aktive
eder. Ozon tedavisinin yukarida belirtilen biyokimyasal ve fizyolojik siire¢leri

nedeniyle "tedavi edici sok" etkisi yarattig1 ifade edilmektedir (Bocci, 2006).

2.7.6.5.9. Ozon’un uygulanma yontemleri

Ozon, solunum yolu hari¢ bir¢cok farkli yontemle viicuda uygulanabilmektedir
(Bocci, Luzzi, & Corradeschi, 1994). Intravendz (i.v.), intra-arteriyel, intramuskiiler
(i.m.), subkutandz (s.c.), intraperitoneal (i.p.), intraplevral, intraartikiiler (i.a.),
periartikiiler, miyofasiyal, intradiskal, intraforaminal, intralezyonel vb. parenteral
uygulama ya da nazal, aurikiiler, oral, vajinal, iiretral, intravezikal, rektal, kutandz,
dental vb. seklinde topikal olarak uygulanabilmektedir (Bocci, 2006).

Ozon tedavisi, hastanin genel durumu, yas1 ve primer hastaligina bagh olarak tek
basina veya kombine olarak uygulanabilir. Uygulama siklig1 genellikle haftada iki kez
onerilmekle birlikte, her hasta i¢in bireysel diizenlemeler gereklidir. Genel olarak, her
bes seans bir tedavi dongiisii olarak kabul edilir ve dozaj kademeli olarak artirilir. Bu
dongiiler toplamda 15 ila 20 seans arasinda degisebilir. Klinik iyilesmenin, antioksidan
mekanizmanin aktivasyonuna bagli olarak genellikle bes ila on seans arasinda
gdzlendigi bildirilmistir (Schwartz ve ark., 2015).

Ozon molekiilii oldukga kararsiz olup, uygulama sirasinda ozon jeneratdriiniin
tedavi alanma yakin olmasi gereklidir. Boylece, ozon tedavi dncesinde taze olarak

tiretilerek, dogru doz ve konsantrasyonun giivenilir bir sekilde uygulanmas1 saglanir
(Bocci, 2006).
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2.7.6.5.9.1. Major otohemoterapi

Major otohemoterapi (MOH), ozon tedavisinin en yaygin kullanilan sistemik
uygulamalarindan biridir. Bu yontemde 200-270 ml’ye kadar kan alinarak, belirlenen
dozda ozon gazi ile 5-10 dakika reaksiyona girmesi saglanir. Ardindan 15 dakika
icerisinde ozonlanmig kan intravendz yolla hastaya geri verilir. Glivenli ozon
konsantrasyonu MOH igin, merkezler arasinda farklilik gosterebilmekle birlikte, her
ml kan i¢in 15-80 pg arasinda oldugu kabul edilmektedir (Cross ve ark., 1992).

Kana verilen ozon, plazma tarafindan tamponlanarak olas1 zararl etkileri azaltilir.
Plazma bulunmadiginda, alyuvarlarin serum fizyolojik (SF) ig¢inde ozonla temast,
%10’a kadar hemolize neden olabilir (Goldstein, & Balchum, 1967). Buna karsin,
normal kanda ayni ozon konsantrasyonunda hemoliz oranit %0,5’ten azdir. Ozon
konsantrasyonu 200 pg/mL seviyesine ¢ikarildiginda, hiicrelerin %7’sinde hemoliz
goriilebilmektedir. Ozon’un antioksidan etki gostermeye basladig1 esik doz 15-20
pg/mL  olarak belirlenmistir (Bocci, 2004). Bu esik degerin altindaki
konsantrasyonlarda, kanda dogal olarak bulunan antioksidan mekanizmalar nedeniyle
serbest radikaller (ROS) notralize edilmekte ve terapdtik etki gosterememektedir. Bu
nedenle, ozon tedavisine baslanirken diisiik dozdan baslayip, kademeli olarak
artirllmas1 6nerilmektedir. Onerilen protokol, 15 pg/mL’den baslanarak, kademeli
olarak 40 pg/mL’ye kadar artirilmasidir. Ozon tedavisi genellikle haftada iki kez
uygulanmakta, ancak bazi durumlarda giinliik hatta glinde {i¢ kez uygulandigi ve

herhangi bir yan etki goriilmedigi bildirilmistir (Bocci, 2006).

2.7.6.5.9.2. Mindr otohemoterapi

Minér otohemoterapi (MIH), MOH’a kiyasla daha diisiik hacimli bir uygulama
olup, yaklasik 5 mL kan alinarak esit hacimde ozon gazi ile karistirilmasi ve hemen
ardindan intramiiskiiler olarak gluteal bolgeye enjekte edilmesi esasina dayanir.
Enjeksiyon bolgesinde kanin pihtilagsmasi sonucu lokal inflamasyon olusmakta ve
cevrede proinflamatuvar mediyatorlerin salinimi tetiklenmektedir. Ancak, bu
mekanizmanin fizyolojik etkinligi heniliz hipotez seviyesinde kalmis olup, klinik

dogrulama gerekmektedir (Bocci, 2006).
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2.7.6.5.9.3. Peroksidik yaglar

Ozon gazimin bitkisel yaglar (6rne8in, zeytinyagi) ile reaksiyona girmesi
sonucunda peroksitler ve ozonoidler olusmaktadir. Bu bilesiklerin antibakteriyel,
antifungal ve doku yenileyici 6zellikleri oldugu gosterilmistir. Klinik calismalar,
ozonize yaglarin yara iyilesme siirecini hizlandirabilecegi ve enfekte dokularin

rejenerasyonuna katki saglayabilecegini ortaya koymustur (Bocci, 2006).

2.7.6.5.9.4. Rektal ozon

Rektal ozon uygulamasi, ozon’un sistemik etkilerinden faydalanmak amaciyla
alternatif bir emilim yontemi olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde, 150-300 ml
oksijen-ozon karisimi, insufflasyon teknigi ile rektal yoldan 6zel bir enjektor
araciligryla uygulanmaktadir. inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda (Crohn hastaligs,
tilseratif kolitis) bagirsak mikroflorasinin diizenlenmesi gibi amagclarla rektal ozon

uygulanmaktadir (Tylicki ve ark., 2004).

2.7.6.5.9.5. Transkutan6z 0zon

Genis ylizey alanina sahip {ilserler ve kronik yaralar i¢in ozon’un lokal
etkilerinden yararlanilmasi amaciyla gazin kontrollii bir sekilde uygulanmasinm
saglayan, sizdirmaz ve gaz giris-¢ikis1 diizenlenebilen 6zel torbalar kullanilmaktadir.
Ozon’un hedef dokulara etkin sekilde ulasabilmesi i¢in, nekrotik dokularin debride
edilmesi ve yara bolgesinin yeterli diizeyde temizlenmis olmas1 gerekmektedir (Bocci

ve ark., 1999; Tylicki ve ark., 2004).
2.7.6.5.9.6. Diisiik basingli ozon

Bu uygulama, kii¢iik yara ve iilserlerde ozon gazinin siirekli diisiik basing altinda
yara bolgesine verilmesiyle gerceklestirilen bir tedavi yontemidir. Bu ydntemde,

sistemdeki fazla ozon absorbe edilerek oksijene doniistiiriillmekte ve boylece siirekli

bir gaz akis1 saglanmaktadir (Bocci, Luzzi, Corradeschi, & Paulesu, 1993).
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2.7.6.5.9.7. Intraperitoneal 0zon

Mevcut veriler giinde bir kez c¢ok diisiik dozda intraperitoneal (i.p.) ozon
uygulamasinin, kan antioksidan kapasitesi tizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Periton, genis bir damar agina sahip olup, ozon’un kan dolasiminda
ve ¢evre dokularda hizla ¢oziinmesine olanak tanimaktadir. Bu durum, kanin miimkiin
olan en yiiksek diizeyde ozonlanmasini saglayabilmektedir (Schulz ve ark., 2008).

Intraperitoneal ozon insufflasyonu, halen deneysel bir ydntem olarak kabul
edilmekte olup, insan ve hayvanlarda rutin klinik kullanim i¢in onerilmemektedir.
Islem sirasinda yiiksek intraabdominal basinglar1 6nlemek amaciyla, intra-abdominal
basing kontrol mekanizmasina sahip entegre bir ozon jeneratorii kullanilmasi tavsiye
edilmektedir. Deneysel calismalar, i.p. ozon uygulamasinin neoplazm tedavisinde
potansiyel etkileri olabilecegini ve yash ratlarda serebral korteks’teki nérodejeneratif
degisiklikleri iyilestirdigini gdstermektedir (Schulz ve ark., 2008). Insanlarda i.p. ozon
uygulamasi sik kullanilan bir yontem degildir, ¢linkii invaziv bir prosediir gerektirir ve
ameliyathane kosullarinda uygulanmalidir. Bununla birlikte, peritonitis vakalarinda,
karin boslugunun intraoperatif olarak 5-10 L ozonlanmis salin soliisyonu (4-6 pg/mL)
ile 20 dakika boyunca yikanmas1 ve drenaj i¢in silikon bir tiip yerlestirilmesi, klinik
olarak uygulanmistir (Schwartz ve ark., 2020). Yine insanlarda mezotelyoma,
peritoneal Kkarsinomatozis ve peritonitis vakalarinda, 10-20 pg/NmL ozon
konsantrasyonuna sahip 2500 mL’ye kadar gaz karisimmin tedavi amaciyla
endoperitoneal veya endoplevral olarak enjekte edilebilecegi belirtilmistir (Bocci ve

ark., 2011).

2.7.6.5.9.8. Intradiskal ozon

Bu uygulama, intervertebral disk alanina O:-Os karisiminin enjekte edilmesiyle
gerceklestirilen ve genellikle floroskopi veya bilgisayarli tomografi (BT) esliginde
radyografik kontrolle desteklenen bir prosediirdiir (Bocci, Borrelli, Zanardi, &
Travagli, 2015). intradiskal ozon uygulamasi, lateral faset ekleminin yan tarafindan,
cilt ve epaksiyel kaslar (musculi epaxiales) boyunca ilerletilen 22 G spinal igne (2,5

in¢ uzunlukta) kullanilarak gergeklestirilir. Ozon jeneratorii kullanilarak 32 pg/ul Os
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konsantrasyonunda, 1,5 ila 2 mL O.—O; karisimi intradiskal alana enjekte edilebilir

(Han ve ark., 2007).

2.7.6.5.9.9. Paravertebral ozon

Bu uygulama minimal invaziv, giivenli ve analjezik etkileri nedeniyle veteriner ve
beseri hekimlikte giderek daha fazla kullanilmaktadir (Schwartz ve ark., 2020). Bu
yontemde, ozon’un dozaj1 diisiik (5 pg/mL), orta (10 ug/mL) ve yiiksek (20 pg/mL)
olmak iizere degiskenlik gosterebilir. Uygulanan hacim genellikle 0,5 ila 10 mL
arasinda degigsmektedir. Paravertebral ozon enjeksiyonunun en 6nemli avantajlarindan
biri, 6zellikle kiiclik hayvanlarda ve atlarda bilgisayarli tomografi (BT) veya genel

anestezi gerektirmeden kolay bir sekilde uygulanabilmesidir (Biazzo ve ark. 2018).

2.7.6.5.9.10. Vezikoiiretral insufflasyon

Inflamatuvar, neoplastik, interstisyel, bakteriyel veya radyasyon kaynakli sistitis
vakalarinda terapotik bir segcenek olarak kullanilabilmektedir (Teke ve ark., 2017).
Genellikle ozon, tretral sonda araciligiyla 15 pg/mL dozda intravezikal olarak
uygulanir. Bu uygulama, ozonlu su insufflasyonu ile kombine edilerek terapotik

etkinligi artirilabilir (Schwartz ve ark., 2015; Sciorsci ve ark., 2020).
2.7.6.5.9.11. Ozonizasyon uygulamalari

Terapotik etkinligi bilinen sivilarin ozon ile zenginlestirilmesi siirecidir. Bu
yontem ozonize su, ozonize yag ve intraartikiiler TZP uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozonizasyon islemi, sivinin ozon ile doygun hale getirilmesini
saglayarak, antibakteriyel, antiinflamatuvar ve rejeneratif etkilerini artirabilir
(Goldstein, & Balchum, 1967).

2.7.6.5.9.12. Intraartikiiler uygulama

Ozon’un eklem i¢i uygulanmasi, sinovyal sivida ¢oziinerek antioksidanlar ve
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proteinlerle reaksiyona girmesi sonucunda cesitli biyokimyasal siirecleri
tetiklemektedir. Diisikk dozlarda wuygulanan ozon, fibroblast ve kondrosit
proliferasyonunu uyararak, kikirdak rejenerasyonunu desteklemektedir (Clavo ve ark.,
2022). Ozon, sinovyal siviya verildiginde reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve lipid
oksidasyon iiriinleri (LOP) araciligiyla etki gosterir. Bu molekiillerin iki agamali bir
mekanizma ile etki ettigi bildirilmektedir. Ilk asamada fosfolipaz A2, COX-| ve COX-
Il inhibisyonu yolula PGE; ve 16kotrien iiretimi azalir. Ikinci asamada ise, antioksidan
enzimlerin sentezi ve IL-4, 1L-10, TGF-f gibi inhibitor sitokinlerin iiretimi tesvik
edilerek, antiinflamatuvar ve immunomodiilator etki ile birlikte doku iyilesmesi
desteklenir (Bocci ve ark., 2011; Sciorsci ve ark., 2020). Ozon’un, bradikinin ve
prostaglandinlerin salinimin1 azaltarak, agr1 kontroliinde de etkili oldugu bildirilmistir
(Bocci ve ark., 2011).

Akut ve kronik eklem hastaliklarina ait klinik ¢alismalarda intraartikiiler ozon
enjeksiyonlarinin agri1 kontrolii, 6demin azaltilmasi, eklem hareket agikligini
artirma ve oksidatif stres diizeylerini azaltma etkileri bildirilmektedir (Clavo ve ark.,
2022). Diz osteoartritis’inde ozon uygulamasinin eklem hareket agikligini artirdigi,
dejeneratif silireci yavaslattigi ve hiicre zar gecirgenligini diizenleyerek eklem
eflizyonunu azalttig1 belirtilmistir. Ayrica ozon tedavisi kemik ve kikirdak dokularda
vaskiilarizasyonu artirarak rejeneratif siirecleri hizlandirmistir (Madrigal, 2007).

Deneyimli uygulayicilar tarafindan gercgeklestirildiginde, ozon enjeksiyonlarinin
gecici ve hafif rahatsizlik disinda ciddi bir yan etkiye neden olmadig1 rapor edilmistir
(Fernandez-Cuadros ve ark., 2016). Bununla birlikte, ozon tedavisinin doz,
konsantrasyon ve uygulama siiresi agisindan standart bir protokole sahip olmamasi
klinik kullanimi sinirlamaktadir. Literatiirde genellikle haftada iki kez olmak iizere 5-
6 hafta siiresince intraartikiiller veya periartikiiler enjeksiyonla uygulandigi

bildirilmektedir (Borrelli ve ark., 2015).
2.8. Osteoartritis Modellerinin Olusturulmasi
Osteoartritis ¢alismalarinda en sik kullanilan eklem olan diz eklemindeki kikirdak

hasar1, osteofit olusumu ve eklem dejenerasyonunu taklit eden farkli modeller

gelistirilmistir (Kuyinu, Narayanan, Nair, & Laurencin, 2016).
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2.8.1. Cerrahi osteoartritis modelleri

Cerrahi olarak indiiklenen OA modelleri, genellikle eklem stabilitesini bozarak
osteoartritis benzeri patolojik degisiklikleri tetikleyen girisimleri igermektedir. Bu
modeller, mekanik yiik dengesizligi ve biyomekanik stres nedeniyle kikirdak hasarini
hizlandirarak, OA siirecini baslatmaktadir. Yaygin olarak kullanilan cerrahi teknikler

sunlardir:

1. Medial meniskiis yirtig1 ve menisektomi: Meniskiis, eklem stabilitesini saglayan

Oonemli yapilar arasindadir ve meniskiis yirtiklart osteoartritis i¢in dnemli bir risk
faktoriidiir. Medial meniskiis yirtig1, parsiyel veya total menisektomi, diz
ekleminde mekanik instabiliteye yol agarak kikirdak dejenerasyonunu
hizlandirmaktadir (McNulty, Guilak, & Setton, 2011). Meniskiis’iin kismen
cikarilmasi (parsiyel menisektomi) sonucu eklem ici yiik dagilimi bozulur ve diz
eklemi osteoartritis’i  gelisebilir (Jackson, Simon, & Aberman, 2001).
Meniskiis’lin tamamen ¢ikarilmasi (total menisektomi), daha agresif OA
gelisimine neden olur ve bu model, ileri evre osteoartritis’i taklit etmek igin

kullanilabilir (Radin, & Rose, 1986).

2. Cranial crucciate ligament transeksiyonu (CrCLT): On ¢apraz bag yaralanmalar

sonucu gelisen post-travmatik osteoartritis gelisimini incelemek i¢in kullanilan bir
modeldir. Bu model, eklem stabilitesini bozarak artmis mekanik stres ve eklem
ylizeyinde anormal yliklenmeye neden olur (Kuyinu ve ark., 2016). Cranial
cruciate ligament rupturu sonrasi gelisen mekanik ylik dengesizligi kikirdak
kaybi, subkondral kemik destriiksiyonu ve osteoklast aktivasyonunun artmasi
sonucu osteofit olusumu gibi osteoartritis’in histopatolojik 6zelliklerini taklit eder
(Dijkgraaf, de Bont, Boering, & Liem, 1995). Kikirdak dejenerasyonu, CrCLT
sonrast 2. haftadan itibaren baslar ve 8-12 hafta i¢inde ileri derece OA bulgular

gozlenir (Little, & Hunter, 2013; Hayami ve ark., 2006; Park ve ark., 2018).

3. Ovariektomi ile osteoartritis modeli: Ostrojen, kikirdak homeostazinda énemli bir

role sahiptir. Ovariektomi sonras1 kikirdak matriks kayb1 ve osteofit olusumu
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hizlanir. Ostrojen eksikligi; kondrosit apoptozu ve subkondral kemik
dejenerasyonunu artirarak, osteoartritis’in ilerlemesine neden olur (Cake ve ark.,
2015). Ovariektomi ile indiiklenen OA modeli, postmenopozal osteoartritis
gelisimini incelemek i¢in kullanilir (Gregory, Capito, Kuroki, Stoker, & Cook,
2012).

2.8.2. Kimyasal osteoartritis modelleri

Kimyasal ajanlarla indiiklenen OA modelleri, intraartikiiler olarak verilen
bilesiklerin dogrudan kikirdak hasarina neden olmasi prensibine dayanir. Bu modeller,
biyokimyasal ve histolojik olarak dogal OA’ya benzer dejenerasyon siirecini simiile

eder. Yaygin olarak kullanilan kimyasal osteoartritis modelleri sunlardir:

1. Monosodyumiyodoasetat (MIA) ile osteoartritis modeli: Kondrositlerde glikoliz

inhibitorii olarak etki eden MIA hiicre 6liimiine neden olur ve hizli bir kikirdak
yikimi  baglatir (Vincent, & McNulty, 2007). Histolojik olarak, MIA
enjeksiyonundan sonra matriks metalloproteinaz’larin (MMP’ler) aktivasyonu
artar ve kikirdak dejenerasyonu hizlanir (Combe, Bramwell, & Field, 2004). Bu
model, OA’nin inflamatuvar ve ndropatik agri bilesenlerini incelemek igin

kullanilir (Janvier, Barrault, Petit, & Moreau, 2018).

2. Kollajenaz ile osteoartritis modeli: Kollajenaz, kollajen tip II’yi pargalayan bir

enzimdir ve kikirdak matrisinin yikimina yol agarak OA benzeri degisiklikleri
baslatir (Park ve ark., 2018). Histopatolojik olarak kollajenaz enjeksiyonu
kikirdak yiizeyinde fibrilasyon, kondrosit apoptozu ve subkondral kemik
degisiklikleriyle karakterizedir (Vandeweerd, Zhao, Degeorges, & Caron, 2015).
Dogal OA ile benzer kikirdak lezyonlar1 olusturdugu i¢in preklinik ¢aligsmalar i¢in
degerli bir modeldir (Yang, Li, Zhu, & Bi, 2020).

3. Papain ile osteoartritis modeli: Papain, proteoglikan yikimina neden olarak eklem

kikirdaginda hizli dejenerasyon baslatir (Lukens, Barr, Chaplin, Chi, &
Kanneganti, 2014). Histolojik olarak, papain ile OA indiiksiyonu matriks
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metalloproteinaz ekspresyonunda artis, kondrosit kayb1 ve proteoglikan eksilmesi
ile karakterizedir (Custers ve ark., 2007). Papain modeli, erken evre OA’nin
biyokimyasal siireglerini incelemek i¢in kullanilir. Bu model, MIA modeline
kiyasla daha hafif ve kronik bir yikim siireci olusturur (van der Kraan, Vitters, van

Beuningen, van de Putte, & van den Berg, 1989).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Hayvan materyali

Bu calisma; Bursa Uludag Universitesi (B.U.U.) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun (HADYEK) 19.12.2023 tarihli ve 2023- 15/ 03 nolu izin karari ile
gerceklestirildi. Denekler, B.U.U. Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nden temin edildi. Deneklere yapilan tim operatif girisimler ile
iyilesme ve takip siirecindeki biitiin islemler B.U.U. Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi.

3.1.2. Materyal se¢imi

Denek olarak kullanilacak ratlar, ortama uyum saglamasi i¢in ameliyattan 5 giin
once B.U.U. Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde
calisma i¢in ayrilmis odalarina getirildi. Standart ebatlardaki her kafese bir rat diisecek
sekilde yerlestirilen denekler, bu tlinitede hospitalize edildi (Sekil 11). Bakim ortami;
gilinlin 12 saati aydinlik, 12 saati karanlik, ortam 1s1s1 21£2 °C, nemi ise %50 olarak
ayarlandi. Deneklerin gida ve su ihtiyaci, standart rat yemi ve suyun ad libitum

verilmesiyle karsilandi.
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Sekil 11. Calisma gruplarinda yer alan ratlarin bulundugu hospitalizasyon {initesi.

Calismamizda denek olarak kullanilan toplam 60 adet rat, 5 aylik ve disi olup,
Sprague Dawley 1rkina aitti ve agirliklar1 247,6 £30,51 g (ortalama agirlik + standart
sapma) olarak belirlendi.

Calismamiza dahil edilen ratlar, her grupta 10’ar denek yer alacak sekilde 6 gruba
ayrildi (Tablo 2).

Tablo 2. Yapilan islemlere gore ¢alisma gruplarinin dagilimi.

Intraartikiiler uygulama gruplar (n=10) intraperitoneal uygulama gruplari (n=10)
Grup 1: Kontrol intraartikiiler ( Kontrol i.a.) Grup 5: Kontrol intraperitoneal ( Kontrol i.p.)
% 0,9 NaCl soliisyonu, 0,03 ml, haftada bir kez, 5 hafta % 0,9 NaCl soliisyonu, 2 ml, haftada bir kez, 5 hafta

Grup 2: Hiyaluronik asit intraartikiiler (HA i.a.)
Sodyum hiyaluronat (Ostenil®, %1, 10 mg/ml), 0,03 ml, haftada bir

kez, 5 hafta
Grup 3: Ozon intraartikiiler (Ozon i.a.) Grup 6: Ozon intraperitoneal (i.p.)
Ozon 0,2 ml (30 pg/ml), haftada bir kez, 5 hafta Ozon (30 pg/ml), 2 ml, haftada bir kez, 5 hafta

Grup 4: Ozon- hiyaluronik asit kombinasyonu intraartikiiler
(Ozon-HA i.a.)

Sodyum hiyaluronat (Ostenil®, %1, 10 mg/ml) 0,015 ml + Ozon
0,015 ml (30 pg/ml), haftada bir kez, 5 hafta

Denekler iizerindeki operatif islemler, B.U.U. Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi Ameliyathane’sinde aseptik kosullar saglanarak
gergeklestirildi. Osteoartritis modeli olusturulurken, rutin kii¢iik hayvan g6z ameliyat
setinden yararlamldi. Dikis materyali olarak 5/0 numara Polyglactin 910 (Vicryl®,
Ethicon, Ingiltere) capsula articularis ve deri dikisi i¢in kullanilda.

Histopatolojik olarak degerlendirilmek iizere deneklerin distal femur hizasindan
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ekstremiteleri alindi. Dokulardan hazirlanan kesitler Safranin-O ile boyanip incelendi.
Alman serum 6rneklerinden TNF- a diizeyleri ELISA ile serolojik olarak belirlendi.
Doku ornekleri fosfat buffer soliisyonu ile karistirilip, mekanik olarak homojenize
edilerek, MMP-13 ve kollajen tip II diizeyleri immunohistokimyal olarak
degerlendirildi. Biyoistatistiksel degerlendirme igin, SPSS 29 Statistical Software
(IBM Corp., CA, ABD) programindan yararlanildi.
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3.2. YONTEM

Calisma gruplarinda bulunan ratlarda Ekim 2022- Subat 2023 tarihleri arasinda
deneysel osteoartritis modeli olusturulmasi igin cranial cruciate ligament
transeksiyonu (CrCLT) uygulandi. Calisma planindaki alt1 gruptan ayni giin iki gruba
islem yapilarak, ilerleyen donemde es zamanli olarak tedavileri ve Otenazileri
gerceklestirildi. 1k olarak intraartikiiler kontrol (salin i.a.) ve intraartikiiler hiyaluronik
asit (HA 1i.a.) gruplarinin islemleri Ekim ayinda yapildi. Sirasiyla intraartikiiler ozon
(ozon i.a.) ve intraartikiiler ozon-hiyaluronik asit kombinasyonu (ozon+HA i.a.)
gruplar1 Kasim ayinda, intraperitoneal kontrol (salin i.p.) ve intraperitoneal ozon (ozon
1.p.) gruplarimin iglemleri ise Aralik ayinda tamamlandi. Tiim gruplarda cerrahi

islemler, aym kisi (Elif Unlii) tarafindan uygulandu.

3.2.1. Preoperatif hazirlik

Tilim ratlar operatif islemden bir giin 6nce a¢ birakildi. Tiim gruplara profilaksi
amaciyla cerrahi islem uygulanmadan énce tek doz tylosin (Tylan® 200, 8,8 mg/kg,

Lilly ilag, Istanbul, Tiirkiye) intramuskiiler (i.m.) olarak uyguland.

3.2.2. Anestezi

Ratlar islem oncesinde tartildi. Baglangigta anestezi enjeksiyonu Oncesi ratlarin
sakinlesmesi icin indiiksiyon kutusunda (%4-5 v/v) isofluran (Isoflurane®, Adeka,
Samsun, Tirkiye) uygulandi (Sekil 12). Hayvanlar ksilazin hidroklorid (5 mg/kg, i.m.)
(Rompun®, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) ve ketamin hidrokloriir (50 mg/kg, i.m.)
(Alfamine®, Alfasan International B.V., Woerden, Hollanda) ile anesteziye alindi.
Isofluran maske ile deneklere koklatilarak, anestezinin idamesi sagland1 (Sekil 13).
Pre-emptif analjezi i¢in carprofen (4 mg/kg, i.m.) (Rimadyl®, Zoetis, Kalamozoo, M,

ABD) islem 6ncesinde intramuskiiler olarak uygulandi.
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Sekil 12. Ratlarin anestezisinde kulla1lan indiiksiyon kutusu (A) ve kutu igerisinde anesteziye
alinmaya baglanan denegin goriiniimii (B).

Sekil 13. Anestezinin idamesi amaciyla kullanilan maskenin rat iizerinde uygulanmast.

3.2.3. Deneysel osteoartritis modelinin olusturulmasi

Deneysel osteoartritis modeli, Williams ve arkadaglar1 (1982) tarafindan
tanimlanan teknik kullanilarak cranial cruciate ligament (CrCL) transeksiyonu ile

gerceklestirildi.

Denekler dorsal pozisyonda hazirlik masasina alindi. Tiim deneklerde, sag diz
eklemi cevresindeki deri ylizeyi tiras edildi. Ameliyat masasina yatirilan denegin
ameliyat bolgesi sirastyla benzalkonyum kloriir (Zefiran Forte®, 1/1000, ilsan iltas,
Kocaeli, Tiirkiye), povidine iodine (Betadine®, Kansuk, Istanbul, Tiirkiye) ve en son

alkol ile silinerek deri antisepsisi saglandi (Sekil 14). Takiben ratlar ameliyat masasina
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sirt iistli yatirild1 ve ameliyat bolgesi steril serviyetle sinirlandirildr (Sekil 15).

Sekil 15. Denegin ameliyat masasina alinmasi (A), ameliyat sahasinin steril serviyet ile sinirlandirilmasi
(B,C).

Ratlarin sag diz ekleminin medialinde parapatellar cilt ensizyonu yapildi (Sekil
16). Daha sonra medial parapatellar artrotomi yapilarak, patella laterale deviye edildi
(Sekil 17). Makroskopik olarak karsimiza ¢ikan cranial cruciate ligament, deneysel
osteoartritis modeli olusturmak amaci ile géz setine ait makas ile kesildi (Sekil 18A).
Patella tekrar eski konumuna getirildi. Cekmece gozii testi ve tibial kompresyon
testlerindeki pozitif cevap ile cranial cruciate ligament’in tam transeksiyonu
dogrulandi. Eklem daha sonra ikincil inflamasyonu 6nlemek icin steril salin soliisyonu
ile irrige edildi (Sekil 18B). Eklem kapsulas1 5/0 poliglaktin 910 ile ¢ift kat siirekli
basit dikis teknigiyle dikildi. Deri bir adet yatay Matress dikisi ile kapatildi (Sekil 19).
Dikis hattina Op-site® (Smith, & Nephew, Hull, Ingiltere) yara spreyi uyguland.

Ameliyat sonrasi tiim ratlar tekli kafeslere yerlestirildi. Tiim cerrahi islem her ratta
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yaklagik 15 dakika siirdii. Cerrahi tedavi sonrasinda ratlarin dizlerine herhangi bir

tespit uygulanmadi ve kafesleri igerisinde serbest dolagimlarina izin verildi.

Sekil 16. Ekleme yaklasim igin yapilan parapatellar cilt ensizyonu (A), capsula articularis’in
goriintiisii (B).

Sekil 17. Medial parapatellar artrotomi sonrasi patella’nin laterale deviye edilmesi (A) ve
eklem araliginin agiga cikartilmasi (B).
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Sekil 18. Diz eklemi fleksiyonda iken cranial cruciate ligament’in transeksiyonu (A), eklem i¢inin
serum fizyolojik ile irrigasyonu (B).

Sekil 19. Eklem kapsulasinin ¢ift basit siirekli dikis ile kapatilmasi (A), deri ensizyonunun yatay
Matress dikisi ile kapatildiktan sonraki gériiniimii (B), ensizyon hattinin iyilestikten sonraki goriintiisii

(©).
3.2.4. Calisma gruplari ve islemler

Ratlarda deneysel osteoartritis modeli olusturmak i¢in yapilan ameliyat1 takiben
ratlar iki hafta ayr1 kafeslerde bekletildi. ikinci hafta sonunda anestezi uygulanan ratlar
0zel bir hayvan hastanesinde bulunan tomografi {initesine gdtiiriilerek, her iki diz
eklemlerinin bilgisayarli tomografileri ¢ekildi. Daha sonra klinik muayeneyi takiben
ratlarin gruplarina gore tedaviye baslandi (Tablo 2). Enjeksiyon islemleri, maske ile
anestezik koklatilarak gergeklestirildi. Enjeksiyon bolgesindeki uzayan tiiylerin tiras
edildi. Enjeksiyon bolgesindeki derinin batikon ve alkol ile antisepsisi saglandi.

Tedavi uygulamasi bes hafta boyunca her hafta ayn1 giin aym saatlerde, ayn1 kisi
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tarafindan uyguland1 (Elif Unlii). Son enjeksiyonlarindan bir hafta sonra tiim

deneklerin diz eklemlerinin tedavi sonrasi bilgisayarli tomografileri ¢ekildi.

Her grupta sag dize CrCL transeksiyonu yapilip, iki hafta beklendikten sonra diz

eklemlerinin tomografisi ¢ekildi. Her grupta 10 denek bulunacak sekilde diizenlenen

calisma gruplar1 ve uygulanan islemler asagida belirtildi:

a-

Grup I (intraartikiiler Kontrol Grubu) (Salin i.a.): Haftada bir 0,03 ml izotonik

NaCl 0,5 ml’lik insiilin enjektoriine (30 gauge) cekilerek, 5 hafta siire ile
intraartikiiler uyguland (Sekil 20).
Grup II (intraartikiiler Hiyaluronik Asit Grubu) (HA i.a.): Haftada bir kez

olmak iizere toplam 5 hafta siire ile 0,03 ml sodyum hiyaluronat (Ostenil®, 10
mg/ml, Trb Chemedica, Vouvry, Isvigre) (Sekil 21) intraartikiiler olarak
verildi.

Grup I1I (intraartikiiler Ozon Grubu) (Ozon i.a.): Haftada bir kez toplam 5 hafta

siire ile medikal Os jeneratdriinden (Turkozone Blue S-I-MODE, Istanbul,
Tirkiye) (Sekil 22) elde edilen 30 pg/ml konsantrasyonda tibbi ozon (O3) (%95
02/%5 O3) 0,2 ml intraartikiiler yolla uygulandi (Sekil 23). Tez galismasina
baslamadan once yapilan 6n ¢alismada ozon cihazindan elde edilen ozon’un
diz eklemine intraartikiiler enjeksiyonu denenerek bu doza karar verildi.

Grup 1V (Intraartikiiler Ozon-Hiyaluronik Asit Kombinasyonu Grubu) (Ozon-
HA i.a.): Haftada bir kez toplam 5 hafta siire ile 0,015 ml sodyum hiyaluronat
(Ostenil®, 10 mg/ml, Trb Chemedica, Vouvry, Isvicre) ve 0,015 ml ozon

(Turkozone Blue S-1-MODE, Istanbul, Tiirkiye) intraartikiiler olarak (total doz
0,03 ml) verildi.

Grup V (Intraperitoneal Kontrol Grubu) (Salin i.p.): Diz eklemlerinin

tomografisi c¢ekildikten sonra haftada bir kez 2 ml izotonik NaCl
intraperitoneal olarak 5 hafta siire ile uygulandi. (Sekil 24).
Grup VI (Intraperitoneal Ozon Grubu) (Ozon i.p.): Haftada bir kez 5 hafta siire

2 ml ozon intraperitoneal olarak uygulanda.
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Sekil 20. Grup I’e ait 2 nolu denekte 0,5 ml insiilin enjektorii (30 gauge) ile 0,03 ml izotonik NaCl’in
(%0,9) intraartikiiler enjeksiyon yoluyla uygulanmasi.

Ve ‘
‘STE.Nlllf

Sekil 21. Grup 1I’de bulunan deneklere intrartlkuler olarak verilen sodyum enil®,
10 mg/ml, Trb Chemedica, Vouvry, Isvigre) denege uygulanmasi.

hiyaluronat’in (Ost
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Sekil 22. Calismamizda kullanilan ozon cihazmin (Turkozone Blue S-I-MODE, istanbul, Tiirkiye)
gorinimii.

Sekil 23. Ozon cihazindan elde edilen ozon’un enjektore ¢ekilmesi (A) ve intraartikiiler olarak denege
uygulanmasi (B).

Sekil 24. Grup VI'ya ait bir denege intraperitoneal enjeksiyon uygulanmasi.
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3.2.5. Klinik muayene

Tiim ratlarin preoperatif ve postoperatif donemlerde vital parametreleri kaydedildi.
Postoperatif siirecte idrar ve diski yapip yapmadiklar1 giinliik olarak takip edildi.
Haftada bir enjeksiyonlardan sonraki 1., 3. ve 5. giinlerde tiim denekler ortopedik
olarak muayene edildi. Ortopedik muayenede topallik derecesi, eklem eflizyonu, kas
atrofisi ve dokunmaya kars1 hassasiyet yani agr1 degerlendirildi ve bulgular 0-yok, 1-
hafif, 2-orta, 3-siddetli seklinde skorlandirildi.

3.2.6. Bilgisayarli tomografi muayenesi

Deneysel osteoartritis modeli i¢in her bir ratta anterior cruciate ligament’in
transeksiyonu ile 6n capraz bag rupturu olusturulmasindan iki hafta sonra ve bes
haftalik tedaviden bir hafta sonra anestezi altinda diz eklemlerinin tomografileri
(Vimago 3D Volumetrik Yiiksek Cozinirliklii Bilgisayarli Tomografi, Hasvet,
Antalya) ¢ekildi (Sekil 25). Kullanilan cihazda 80 kV, 50 mA, 7 ms ayarlariyla 7-24
saniyelik tarama siiresi ayarlanarak ¢ekim gerceklestirildi. Ratlar ticer- dorderli olacak
sekilde ve bacaklar1 ekstensiyon pozisyonunda sirt {istii konumlandirildi. Deneklerin
ekstremiteleri, flaster ile tabla tlizerine yapistirild (Sekil 26). Elde edilen bilgisayarh
tomografi goriintiileri Bursa U.U. Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dali’'nda bir
uzman radyolog tarafindan (Dr. Nevzat Uslu) eklem araligi ve osteofit olusumu
(femoral condylus/tibial plato [lateral, medial]) yonleriyle incelendi. Bu bulgular 0-

yok, 1-hafif, 2-orta, 3-siddetli seklinde puanlandirildi (Brombini ve ark., 2021).
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Sekil 25. Vimago 3D Vlumetrik Yiksek Coziiniirlikli Bilayarh Tomografi cihazi (Hasvet,
Antalya, Tiirkiye) (A). Cihazda 7-24 saniyelik tarama siiresi ayarlanarak, 80 kV, 50 mA, 7 ms ayarinda
yapilan ¢ekimin goriiniimii (B).

R

Sekil 26. Tabla iizerine sirt iistii yatirilan ratlarin flaster ile ekstensiyon pozisyonunda ekstremitelerinin
sabitlenmesi.
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3.2.7. Histopatolojik degerlendirme
3.2.7.1. Makroskobik muayene

Ratlarda deneysel osteoartritis modeli olusturmak i¢in yapilan ameliyati takiben
8. haftada tiim ratlar derin anestezi (isofluran) ile 6tenazi edildi. Histopatolojik olarak
degerlendirilmek iizere deneklerin orta-distal femur hizasindan ekstremiteleri alindi.

Makroskobik muayeneleri yapilan diz eklemleri, %10 Notral formalin soliisyonu
igerisinde en az 3 giin bekletildi. Dokularin tespit isleminden sonra akan suyun altinda
bir gece dokular yikandi. Ertesi giin dokular dekalsifikasyon isleminin baglamasi igin
%10’luk etilen diamin tetraasetik asit (EDTA, pH 7,2) soliisyonu igerisine alindi.
Dokular 4 giinde bir degistirilen taze hazirlanmis %10 EDTA soliisyonunda 2 ay kaldi.
Daha sonra deneklere ait articulatio genu bolgesi, yatay diizleme dik sekilde ortadan
ikiye ayrildi. Sagital plan boyunca yapilan bu kesi sonrasi, kasetlere yerlestirilmeden
once kesit yiizeyleri incelendi, fotograf kabininde fotograflar1 ¢ekildi ve argivlendi.
Eklemin sagital kesit yiizeyinin makroskobik bozulma derecesi; genellikle horizontal
kesit goriintiisii degerlendirmede kullanilan modifiye OARSI kriterlerine benzer
sekilde (Hayami ve ark., 2006), kikirdak yiizeyi orijinal parlakligi/opakligi, eklem
ylzeyinin piirlizlii olup olmadig1 ve gozle goriiliir osteofit olusumu ydnlerinden

subjektif olarak degerlendirildi.

3.2.7.2. Mikroskobik muayene

Kasetler igerisine alinan dokular bir gece akan suda yikandiktan sonra ertesi giin
rutin doku takibi prosediiriinden {70°, 80", 90°, 100°-(1), 100" (2) etil alkol, ksilen (1),
ksilen (2), parafin (1), parafin (2) ve parafin (3), her birinde 1’er saat} gegirilerek,
parafine gomiildi. Her bir dokudan 10 adet ince kesit (3 um) alinarak, Safranin-O ile

rutin boyama islemleri yapildi.
3.2.7.2.1. Safranin-O / Fast Green ile boyama

Orneklerde kikirdak dokuya 6zgii belirteglerin anlasilmast ile glikozaminoglikan
(GAG) varlig i¢in Safranin-O boyama yontemi kullanildi. Kesitler deparafinize ve

rehidre edildikten sonra Weigert’s demir hematoksilen {Stok A 10 gram hematoksilen,
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500 mL %80 etanol, stok B ferrik klorid 20 gr, 475 mL distile su, hidroklorik asit
(%38) 5 mL}, %1 asit-alkol (%70 etanol 500 mL, %38 hidroklorik asit 5 mL), %0,02
Fast Green (Fast Green 0,05 g, distile su 250 mL), %1 Safranin-O (Safranin-O 2,5 g,
distile su 250 mL), %1 asetik asit (%70 etanol 100 mL, asetik asit 1 mL) ile 5 dk
muamele edildi. Ardindan 4 kez distile suda yikama isleminden hemen sonra %1 asit-
alkol ¢ozeltisine daldirilip ¢ikartildi. Fast Green (%0,02) ile 2 dakika muamele edildi.
Ardindan, %1°lik asetik asit ¢ozeltisine daldirilip ¢ikartildi. Sonra %1°lik Safranin-O
ile 10 dk muamele edildi. Ardindan, 3 kez distile suda yikama yapildi. Yikama sonrasi
ornekler artan dereceli alkollerden gegirildi, ksilolde berraklastirildi ve son olarak
entellan ile lamlarin {izeri kapatilarak 151k mikroskop altinda incelendi.

Histopatolojik incelemeler sirasinda hazirlanan ve boyanan tiim preparatlarin

fotograflar1 ¢gekildi (Sekil 27).

Sekil 27. Ozon grubunda bulunan 3 numarali denege ait preparatin Safranin-O ile boyanmig gortiniimii.

3.2.7.2.2. Mikroskobik bulgularin degerlendirilmesi:

Tim gruplara ait doku orneklerinden Safranin-O ile boyanarak hazirlanan
preparatlar, 151tk mikroskobunda “Modifiye Mankin Skorlamasi” ile degerlendirildi.
Ayrica, kikirdak matriks kaybi genisligi ve kikirdak dejenerasyon skoru bakimindan

da preparatlar incelendi.
3.2.7.2.2.1. Modifiye Mankin skorlamast:

Modifiye Mankin skorlamasinda yapi, hiicresellik, boyanma ve tidemark

biitlinliigiinii kapsayan 4 parametre iizerinden 0-16 arasinda skorlama sistemi ile
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degerlendirme yapildi (Tablo 3) (Mankin, 1971; Moody, Heard, Frank, Shrive, &
Oloyede, 2012; Takahashi, Matsuzaki, Kuroki, & Hoso, 2019).

Tablo 3. Modifiye Mankin skorlamasi (Takahashi ve ark., 2019, 5.1086)

Parametre Tamm Skor
Yap1 Normal 0
Yiizey diizensizlikleri 1
Pannus ve ylizey diizensizlikleri 2
Gegis bolgesinde yariklar 3
Radyal bélgede yariklar 4
Kalsifiye bolgede yariklar 5
Komple diizensizlik 6
Hiicresellik  Normal 0
Artis veya hafif azalma 1
Orta derecede azalma 2
Siddetli azalma 3
Hiicre yok 4
Boyama Normal 0
Hafif azalma 1
Orta derecede azalma 2
Siddetli azalma 3
Boyama yok 4
Tidemark  Bozulmamis 0

biitiinliigii ~ Tutarli veya belirgin/yinelenmis degil 1
Damar invazyonu

3.2.7.2.2.2. Kikirdak matriks kaybi genisligi

Ratlarda kikirdak matriks kaybinin ilerlemesi baglangicta yiizeysel fibrilasyon ile
matriks kaybini, ardindan orta bolgelerde daha derin bir fibrilasyon ile matriks kaybini
ve lezyonun genislemesini icerir. Sonunda fokal veya lokal olarak genis bolgelerde
tidemark isaretine kadar tam kalinlikta matriks kaybiyla sonuglanir. Bu ilerleyici
degisiklikleri nesnel bir sekilde degerlendirmek icin tez ¢alismamizda, kollajen
matriks kaybr alaninin genisligi yiizey (%0 derinlik), orta bolge (%50 derinlik) ve
tidemark (%100 derinlik) seviyesinde 6lgiildii. Dogrudan mikroskopta bir mikrometre
kullanilarak gergeklestirilen 6lgtimler mikron (um) cinsinden ifade edildi. Lezyondaki

yiizen herhangi bir kalint1 g6z ard1 edildi. Ol¢iim yapilirken asagidaki sira izlendi:

1 Yiizey (%0 derinlik): Kikirdaklarin her iki tarafinda saglam yiizeysel kikirdak
bulunan, ¢ikintili kikirdak ytlizeyi boyunca herhangi bir kikirdak matriks kaybi
genisligi.

1 Tidemark (%100 derinlik): Kikirdak matriks kaybinin tidemark seviyesindeki
genisligi.
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1 Orta bolge (%50 derinlik): Kikirdak matriks kaybinin kikirdak kalinliginin orta
noktasindaki genisligi (yiizey ve tidemark arasinda) (Gerwin, Bendele,
Glasson, & Carlson, 2010).

3.2.7.2.2.3. Kikirdak dejenerasyon skoru

Bu skor, genel kikirdak patolojisinin bir degerlendirmesidir. Kollajen matriks
fibrilasyonu/kayb1 ve kondrosit Oliimii/kayb1 gibi onemli patoloji parametrelerini
igerir; kondrosit kaybi, bu skorun birincil belirleyicisidir. Kikirdak dejenerasyonu
skoru i¢in, farkli yiik tasiyan alanlarin patolojisini degerlendirmek amaciyla medial
tibial plato (MTP) ti¢ bdlgeye ayrildi. Her bolgedeki kikirdak dejenerasyonu, asagida
tabloda agiklandig1 sekilde, “hi¢ yok™ tan “siddetli”ye (sayisal degerler 0-5) kadar
puanlandi (Tablo 4) (Gerwin ve ark., 2010).

Tablo 4. Kikirdak dejenerasyon skoru (Gerwin ve ark., 2010, s. 26).

Derece Aciklama
0 Dejenerasyon yok,
1 Minimal dejenerasyon; matriks veya kondrosit kaybindan etkilenen toplam ongoriilen kikirdak alaninin %5-
10'u
2 Hafif dejenerasyon; %11-25 etkilenme
3 Orta derecede dejenerasyon; %26-50 etkilenme
4 Belirgin dejenerasyon; %51-75 etkilenme
5 Siddetli dejenerasyon; %75'ten fazla etkilenme seklinde degerlendirilmistir.

Yiik tasiyan medial tibial kikirdak platosunun tiim genisligi boyunca (osteofitin
kenarindan veya agirlik tasiyan kikirdagin marjinal bolgeyle birlestigi yerden, yiik
tasityan ylizey boyunca) bir mikrometre yerlestirilir. Degerlendirme igin, tibial plato
dis bolge 1 (eklemin medial kenarinda), merkezi bolge 2 ve i¢ bolge 3 (merkezi capraz
baglara bitisik) olmak iizere esit genislikte ii¢ bolgeye ayrilir (Sekil 28 de kirmizi
dikey cizgilerle isaretlenmistir). Daha sonra, kondrosit kayb1 (%50 veya daha fazla
normal hiicresellik kaybi) veya matriks kaybi gosteren kikirdak iceren her bolgenin %
alan1 tahmin edilir ve bu ylizdeye gore o bodlgeye bir puan atanir. Kikirdak
dejenerasyonu i¢in 3 bolgeli bir toplam da her bolge icin elde edilen degerler eklenerek

hesaplanir. Medial tibia i¢in maksimum 3 bdlge toplami 15°tir.
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Sekil 28. Kikirdak dejenerasyon skoru. Esit genislikte {i¢ bolge kirmiz1 dikey ¢izgilerle, canli olmayan
kikirdak alani sar1 ¢izgi ile, tiim ¢ikintili kikirdak alami yesil ¢izgiyle gosterilmekte. Osteoartritis
lezyonlar1 bulunan bir denegin medial eklem bdlmesinin histolojik kesitlerinde A. Kikirdak matriksinde

ciddi hasar, B. Daha az siddetli kikirdak dejenerasyonu (Gerwin ve ark., 2010, s.26)

3.2.8. Immunohistokimyasal inceleme

Immunohistokimyasal inceleme ile kollajen Tip 1l ve MMP-13 degerlendirmesi
icin adezivli (lizinli) lamlara 5-7 pm kalinliginda kesitler mikrotom araciligiyla alindi
ve bir gece etiivde 37 °C’de bekletildi. Ertesi giin ksilol serilerinden (30 dakika ve 3
dakika) ve dereceli alkol serilerinden (absolu alkol (I) 3 dakika, absolu alkol (I1) 3
dakika, %96 alkol 3 dakika, %80 alkol 3 dakika, %70 alkol 5 dakika) geg¢irildi ve
distile suda yikandi. Antijenik bolgelerin aciga c¢ikarilmasi amaciyla kesitler sitrat
buffer icinde (Sigma c9999, pH:6) mikrodalga firina alindi ve 700 watt giiciinde 3x5
dakika tutuldu. Mikrodalga firinda 15 dakika sitrat buffer’a maruz kaldiktan sonra,
kesitler 20-30 dakika sogumaya alindi. Bu siire sonunda kesitler phosphate-buffered
saline (PBS) (BioBasic Inc., P00435) ile 3x5 dakika yikandi. Yikama sonrasinda kitin
hidrojen peroksit’i blok soliisyonu (Thermo Scientific, TA-015-HP) ile 10-15 dakika
bekletildi. Kesitler yine PBS ile 3x5 dakika yikandi. Ardindan kit igerisindeki blok
soliisyonu (Thermo Scientific, TA-015-UB) ile 5-10 dakikalik nonspesifik boyanmay1
engellemek amaciyla bloklandi. Blok soliisyonundaki siire sonunda, yikama
yapilmadan bu soliisyonunun fazlasi uzaklastirildi. Primer antikorlar olan polyclonal
anti-COL2A1(BosterBio: Katolog Numarasi: PA2141-1) ve polyclonal anti-MMP13
Picoband (BosterBio: Katolog Numarasi: A00420-2) antikor sulandirici ile (Zymed-
003118) 1 pg/ml oraninda sulandirildi. Kesitler tizerine 150-200 pl damlatildi. Primer
antikor ile kaplanan kesitler bir gece 4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kesitler
yine PBS ile 3x5 dakika olacak sekilde yikandi ve ardindan kit igerigindeki sekonder
antikorlarla muamele edildi. ilk olarak biotinylated goat anti-polyvalent (TP-015-BN)
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ile 10 dakika, devaminda streptavidin peroxidase (TS-015-HR) ile 10 dakika oda
sicakliginda tutuldu. Iki sekonder antikor arasinda yine 3x5 dakika PBS yikamalari
yapildi. Sekonder antikorlardan sonra yine 3x5 dakika PBS ile yikandi ve yikama
isleminin tamamlanmasiyla kit i¢erigindeki DAP Plus Chromogen (TA-001-HCX)
yine kit i¢cindeki DAB Plus subsrat (TA-015-HSX) ile kitin 6nerdigi sekilde 2 ml’ye
40 mikrolitre olacak sekilde sulandirildi ve kesitlere uygulandi. Kesitlerin kromojeni
almasi i¢in kontrollii bir bigimde 5-10 dakika beklendi ve ardindan distile suyla
yikandi. Zit boyama i¢in Harris hematoksilen (Merck Chemicals-1.09253.2500) 30
saniye olacak sekilde kesitlere uygulandi ve kesitler mavilesinceye kadar ¢esme
suyunda bekletildi. Dereceli alkollerden (%70- %80- %96- %100- %100) gegirilen
kesitler kurutuldu. Ardindan, ¢ift ksilol soliisyonundan gegirildi. Lamlara Entellan
(Merck Chemicals-1.07961.0100) damlatildi ve lamellerle kapatildi. Tiim kesitler 1s1k
mikroskobunda incelenerek, (+++): yogun ve giiglii boyama, (++): orta siddette
boyama, (+): zayif boyama ve (-): boyanma yok seklinde degerlendirildi. Fotograf
cekimi Nikon Eclipse80i kullanilarak yapildi.

3.2.9. Serolojik degerlendirme

Tim ratlar derin anesteziye alindiktan sonra median sternotomi ile toraks
bosluguna girildi. Kalpten punksiyon ile 3-6 ml kan 6rnegi alindiktan sonra, ratlar
derin anesteziyle 6tenazi edildi. Alinan kan 3000 devirde 5 dakika santrifiij edildikten
sonra, serumu ayrildi. Serumlar, -20°C’de muhafaza edildi. Degerlendirme yapilacagi
zaman ¢ikarilan serum Ornekleri, PBS ile karistirilip, mekanik olarak homojenize
edildi ve TNF-a diizeyleri ELISA kiti (Rat TNF-Alpha ELISA Kit PicoKine®, Boster
Bio; Katolog Numarasi: EK0526) ile belirlendi.

Teste hazirlik asamasinda, kitin i¢inde bulunan baz1 kimyasallarin ve
sollisyonlarin diliisyonlar1 gergeklestirildi. ELISA deneyleri boyunca ¢alisilan 6rnek
sayisina yetecek kadar soliisyonun hazirlanmasina 6zen gosterildi. Liyofilize standart
vialinin igerisine 1000 pl standart/drnek sulandirici soliisyonu eklenerek standart stok
soliisyonu hazirlandi. Biotin ile isaretli antikor, antikor sulandirici soliisyon ile 1:100
oraninda diltie edildi. Streptavidin-HRP sulandiric1 soliisyon ile 1:100 oraninda
karnigtirildi.  Yikama soliisyonunun hazirlanmasi i¢in, kitin igerisinde bulunan

konsantre yikama soliisyonu (20 ml), 500 ml distile su ile diliie edildi. Standart
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sollisyonlarinin  hazirlanmast asamasinda, santrifiij tiipleri 1’den 8’e¢ kadar
numaralandirildi. Birinci tiiplin igerisine 1000 pl standart stok soliisyonu ve 2-8
numarali tiiplerin her birinin igerisine 500 pl standart/6rnek sulandirici soliisyonu
eklendi. Mikropipet ile 1. tiipten 500 pl standart stok soliisyonu alind, 2. tiipe aktarildi
ve pipetlenerek karistirildi. Ardindan 2. tiipten 500 pl soliisyon cekilerek 3. tiipe
aktarildi. 3. tiipteki soliisyon pipetlendikten sonra i¢erisinden 500 pl alind1 ve soliisyon
4. tiipe eklendi. Ayni1 isleme 8. tiipe kadar devam edildi. Son asamada 8. tiip igerisinden
500 pl soliisyon uzaklastirildi. Bdoylece standart stok soliisyonunun 2 kat seri
diliisyonlar1 hazirlandu.

Standart kuyucuklarinin igerisine santrifiij tiiplerinde hazirlanan standart
sollisyonlarindan (1-8) 100 pl, test kuyucuklarina ise serum Orneklerinden 100 pl
eklendi (Sekil 29). Inkiibasyon, 96 kuyucuklu plakanin tizeri koruyucu film ile
kapatildiktan sonra, 37 °C’lik etiivde 90 dakika siirede gergeklestirildi. Bu siirenin
sonunda koruyucu film plakanin iizerinden ayrildi. Kuyucuklarin igerisindeki
sollisyonlar uzaklastirildi. Plaka havlu pegete lizerine nazik¢e vurularak kuyucuklar
icerisindeki fazla soliisyon uzaklastirildi. Her bir kuyucugun icerisine 100 pl biotin ile
isaretli antikor eklendi ve 96 kuyucuklu plakanin iizeri koruyucu film ile kaplandi.
Plaka, 37 °C’lik etiivde 60 dakika inkiibe edildi. Takiben, plaka belirtilen yontem
dahilinde 3x1 dakika yikama soliisyonu ile yikandi. Her bir kuyucugun igerisine 100
ul avidin-biotin-peroxidase complex soliisyonu eklendi ve 96 kuyucuklu plakanin
tizeri koruyucu film ile kaplandi. Plaka, 37 °C’lik etiivde 30 dakika inkiibe edildi.
Takiben, plaka belirtilen yontem dahilinde 4x1 dakika yikama soliisyonu ile yikandi.
Her bir kuyucuga kitin icerisinde bulunan 90 pl color developing reagent (TMB)
substrat soliisyonu eklendi. Plakanin iizeri koruyucu film ile kapland1 ve 37 °C’lik
etlivde 15-25 dakika boyunca karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Kuyucuklarin
icerisine TMB substrat soliisyonu ilavesini takiben 1-3. standart kuyucuklarinda mavi
renk olusana kadar inkiibasyona devam edildi (Sekil 30). Yikama yapmaksizin her bir
kuyucuga kitin igerisinde bulunan 100 pl reaksiyon durdurma soliisyonu eklendiginde,

kuyucuklarin igerisindeki sivinin sar1 bir renk aldig1 gozlendi (Sekil 31).
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Sekil 29. 11k 8 kuyucuga standart soliisyonlarmin, geri kalan 60 kuyucuga rat serum orneklerinin
konulmasi.
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Sekil 30. Renk gelistirme reaktifi (color developing reagent-TMB) substrat soliisyonu eklendikten sonra
ilk 4 kuyucukta olusan mavi golgelenme.
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T A

Sekil 31. Reaksiyon durdurma soliisyonu eklendikten sonra okunmaya hazir plagin goriiniimii.

Reaksiyonun durdurulmasindan sonraki 30 dakika i¢inde okumaya hazir hale
gelen plaka (Sekil 32) optik dansite absorbans1 450 nanometre’de (nm) bir mikroplaka
okuyucu (Multiskan Microplate Photometer, Thermo Fisher Scientific Co., Waltham,
MA, ABD) (Sekil 32) ile okutuldu.

Sekil 32. Mikroplaka okuyucu (Multiskan Microplate Photometer, Thermo Fisher Scientific Co.,
Waltham, MA, ABD).
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3.2.10. Istatistiksel yontem

Bu calismada; istatistiksel analizler igin SPSS v29.0 Statistical Software (IBM
Corp, CA, ABD) programi kullanildi. Gruplar arasinda ortopedik muayene bulgulari,
bilgisayarli tomografi verileri, Modifiye Mankin skorlar1, kikirdak dejenerasyonu
skorlari, immunohistokimyasal olarak kollajen tip Il ve MMP-13 verileri, serolojik
olarak TNF-a verileri ordinal oldugu ve normal dagilim gostermedigi i¢in Kruskal-
Wallis varyans analizi yontemi kullanildi. Coklu karsilastirma testi olarak Dunn’s
testini takiben Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Bu verilerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda tanimlayici istatistikler aritmetik ortalama+ standart sapma ve
median (minimum -maksimum) deger olarak verildi.

Kikirdak  matriks  kaybi  genisligi ve ELISA  sonuglarinin  ¢oklu
degerlendirilmesinde veriler normal dagilim gosterdigi i¢in (Shapiro- Wilk Normallik
Testine gore) tek yonlii ANOVA analizi yapildi. Coklu karsilastirma testi olarak da
Duncan uygulandi. Bu veriler i¢in tanimlayici istatistikler aritmetik ortalama+ standart
sapma ve median (minimum -maksimum) deger olarak verildi. Istatistiksel analizlerde

anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 alindu.
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4. BULGULAR
4.1. Mortalite

Bu deneysel calismaya dahil edilen 60 rattan, biri ameliyat sirasinda, digeri ise
tomografi ¢ekimi sonrasinda olmak iizere toplam 2 denekte mortalite gdzlendi. Olen

ratlarin yerine yeni iki hayvan ¢aligsmaya dahil edildi.

4.2. Morbidite

4.2.1. Kesi yeri enfeksiyonu: Intrartikiiler hiyaluronik asit (Grup II) grubuna ait 3
numarali ratin eklem bolgesinde siskinlik ve deri altinda 0,5 mm ¢apinda apse olusumu

gozlendi.

4.2.2. Dikis hattinda iyilesmede gecikme: Intrartikiiler kontrol grubunda (Grup I) 1 ve
5 numarali, intraperitoneal ozon grubunda (Grup V1) ise 6 numarali denekte dikis hatt

iyilesmesi 3 giin kadar gecikti.

4.2.3. Ekstremitede siskinlik: Intrartikiiler ozon-HA grubunda (Grup IV) 9 numarali
denegin sag bacaginda 1. enjeksiyon sonrasinda generalize bir sigkinlik olustu.

Ucgiincii enjeksiyon sonrasi bu siskinligin azalmis oldugu gériildii.

4.3. Ortopedik Muayene Bulgulari

Ameliyat sonrasi deneklerin tiimiinde giinliik kontroller ile takip gerceklestirildi.
Postoperatif iki haftalik donemde tlim ratlarin ilk birkag¢ giin siiresince sag diz eklemi
bolgesinde bir siskinlik mevcut oldugu, bu siskinligin zamanla azalarak ortadan
kalktig1 gézlendi. Lokal olarak palpasyonda agr1 bulgusu ilk bir hafta daha fazla olup,
siskinligin azalmasiyla ekstensiyon ve fleksiyon sirasinda belirlenen agri bulgusu da
azaldi. Cekmece gozii testi, ameliyat sonrasi kontrol giinlerinde de uygulandi.

Ikinci haftanin sonunda tomografi ¢ekimi ile osteoartritis gelisimi belirlendikten
sonra, haftada bir kez toplamda 5 kez eklem igi ve periton igi enjeksiyon sonrasinda
1., 3. ve 5. giinlerde deneklerin yiiriiylisleri degerlendirildi. Gruba ait rastgele se¢ilen

bir ratin video kayitlar1 alindi ve daha sonraki siiregte ayni numarali denekler
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izlenmeye devam edildi. Caligmada 8. hafta sonunda 6tenazi 6ncesi denekler ortopedik

olarak subjektif degerlendirildi ve elde edilen veriler Tablo 5° de sunuldu.

-Intraartikiiler ve intraperitoneal kontrol gruplarinda; topalligin diger gruplara

nazaran daha fazla oldugu gozlendi. Bu hayvanlar ekstensiyon ve fleksiyon hareketi
yaparken diger bacaklarina nazaran sag arka bacaklarini daha yavas hareket ettirdigi
gozlendi. Palpasyonda diz eklemlerine dokunulmasina karsi ses ile tepki verdikleri
gbzlendi. Zamanla sag arka bacak kaslarinda belirgin bir atrofi meydana geldigi

goriildi (Sekil 33).

Sekil 33. intraartikiiler kontrol grubunda bulunan 6 numaralh denegin sag ekstremite kaslarinda atrofik
gortiniim belirgin.

Grup I’de topallik derecesi 9 olguda orta, 1 olguda hafif derecede idi. Eklem
efiizyonu 2 olguda hafifken, 8 olguda gozlenmedi. Kas atrofisi, 6 olguda siddetli, 4
olguda orta siddette olarak gozlendi. Dokunmaya kars1 hassasiyet, 5 olguda orta, 5
olguda ise hafif siddette idi (Tablo 5).

Grup V’te topallik derecesi 7 olguda orta ve 3 olguda hafif derecede idi. Eklem
efiizyonu 2 olguda hafifti. Kas atrofisinin 7 olguda orta ve 3 olguda siddetli oldugu

gbzlendi. Dokunmaya kars1 hassasiyet 4 olguda orta ve 6 olguda hafif siddette idi
(Tablo 5).
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-Intraartikiiler hiyaluronik asit grubunda; deneklerin ortopedik muayenelerinde

inspeksiyonda kontrol grubuna gore daha rahat sekilde yiiriidiikleri gozlendi.
Palpasyonda sag diz ekleminde dokunmaya karsi hassasiyetin kontrol gruplarina
nazaran oldukca hafif oldugu belirlendi. Yem tiiketimi ve kilo artisinin kontrol
grubuna nazaran daha fazla oldugu gozlendi.

Grup II’de 4 olguda topallik gézlenmezken, 2 olguda orta, 4 olguda hafif derecede
topallik mevcuttu. Eklem eflizyonu, 1 olguda hafif dereceli idi. Kas atrofisi ve
dokunmaya kars1 hassasiyet 2 olguda hafif diizeyde gozlendi (Tablo 5).

-Intraartikiiler ozon grubunda; denekler kontrol grubuna nazaran daha hareketli
olup, topalliklar1 daha hafifti ve kilo artis1 daha fazla idi. Bulgulari, HA grudundaki
ratlar ile de benzerdi (Sekil 34a).

Grup III’te 4 olguda hafif derece topallik bulundugu, eklem eflizyonu mevcut
olmadig1 gozlendi. Kas atrofisi ve dokunmaya kars1 hassasiyet 2 olguda hafif diizeyde
tespit edildi (Tablo 5).

-Ozon+HA grubunda; deneklerin yem tiikketimi en fazla olup, bu grup, topallik

derecesi ac¢isindan en hafif grup olarak belirlendi. Palpasyonda herhangi bir agri
bulgusu olmayip, hayvanlar ¢ok daha aktif ve hareketlilerdi. Kaslarinda herhangi bir
atrofi gézlenmedi (Sekil 34b).

Sekil 34. Son eklem i¢i enjeksiyon sonrasi ekstremite kaslari sag ve sol tarafta benzer goriiniimde.
a. Ozon grubu, b. Ozon+HA grubu.
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Topallik derecesi Grup IV’te 1 olguda hafif iken, digerlerinde topallik mevcut
degildi. Bu grupta hicbir olguda eklem efiizyonu olmadigi1 goriildii. Kas atrofisi ve

dokunmaya kars1 hassasiyet bu gruba ait hi¢bir ratta belirlenmedi.

-Intraperitoneal ozon grubunda; ratlarin inspeksiyon ve palpasyon bulgulari

yoniinden intraartikiiler ve intraperitoneal kontrol gruplarindan daha iyi oldugu, ancak
diger gruplara kiyasla daha siddetlli topallik gosterdigi belirlendi.

Grup VI’da 1 olguda topallik goériilmezken, 2 olguda orta ve 7 olguda hafif
derecede topallik mevcuttu. Eklem efiizyonu 1 olguda hafif derecede olup, kas atrofisi
4 olguda hafif, 1 olguda orta diizeyde tespit edildi. Dokunmaya kars1 hassasiyet, 8
olguda hafif olarak belirlendi (Tablo 5).
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Tablo 5. Gruplarin ¢alismanin sonunda yapilan ortopedik muayenelerinde elde edilen subjektif veriler.

Grup Topallik derecesi** Eklem efiizyonu Kas atrofisi Dokunmaya karsi
(n=10) h iyet
Kontrol i.a. 1 Sinix s +++ ++
Kontrol i.a. 2 ++ - ++ +
Kontrol i.a. 3 Sinix - +++ ++
Kontrol i.a. 4 ++ + +++ +
Kontrol i.a. 5 Slais - +++ +
Kontrol i.a. 6 ++ - +++ ++
Kontrol i.a. 7 ++ - T+ +
Kontrol i.a. 8 ++ - ++ ¥
Kontrol i.a. 9 Sinix - +++ ++
Kontrol i.a. 10 + - ++ T+
Kontrol i.a. (Ort. £SD)* 1,90+ 0,32 0,20+ 0,42 2,60+ 0,52 1,50+ 0,53
HAi.a. 1 - - - -
HAi.a2 + = = -
HAi.a.3 ++ - - -
HAi.a. 4 = - _ _
HAi.a.5 - - _ -
HAi.a. 6 + o - -
HAi.a.7 + - + -
HAi.a. 8 + + + =
HAi.a. 9 - - - -
HAi.a. 10 ++ = B T
HA i.a. (Ort. £SD)* 0,80+0,79 0,20+ 0,42 0,20+ 0,42 0,20+ 0,42
Ozoni.a. 1 = - + +
Ozon i.a. 2 - - _ _
Ozoni.a.3 - o - -
Ozon i.a. 4 - - _ _
Ozoni.a.5 - o - -
Ozon i.a .6 + - - _
Ozoni.a.7 + - _ _
Ozoni.a. 8 + - - -
Ozoni.a.9 - - + _
Ozon i.a .10 + - - T
Ozon i.a (Ort. £SD)* 0,40+0,52 0 0,20+ 0,42 0,20+ 0,42
OzontHAj.a. 1 - - _ -
Ozon+HA i.a. 2 - - = o
OzontHAi.a. 3 - - - -
OzontHA i.a. 4 - o _ -
OzontHAi.a. 5 - - - -
OzontHA i.a .6 - - = -
Ozon+tHA i.a. 7 - - - -
Ozon+tHA i.a. 8 - - o
Ozon+tHA i.a. 9 + - _ _
Ozon+HA i.a. 10 - o - -
Ozon+HA i.a. (Ort. +SD)* 0,10+0,32 0 0 0
Kontrol i.p. 1 + o s ¥
Kontrol i.p. 2 ++ - ++ +
Kontrol i.p. 3 e - +++ +
Kontrol i.p. 4 ++ + ++ +
Kontrol i.p. 5 ++ - A==k +
Kontrol i.p. 6 ++ - =+ T+
Kontrol i.p. 7 AP o T+ T+
Kontrol i.p. 8 ++ - =+ T+
Kontrol i.p. 9 dr + +++ +
Kontrol i.p. 10 + - ++ T+
Kontrol i.p. (Ort. £SD)* 1,70+0,48 0,20+ 0,42 2,30+ 0,48 1,40+ 0,52
Ozon i.p. 1 + - + +
Ozon i.p. 2 + = -
Ozon i.p. 3 + - _ -
Ozon i.p. 4 ++ + _ +
Ozon i.p. 5 - - - +
Ozon i.p. 6 + o - I
Ozon i.p. 7 ++ - + +
Ozon i.p. 8 + o + T
Ozon i.p. 9 + - + +
Ozon i.p. 10 + o T+ _
Ozon i.p. (Ort. £SD)* 1,10+0,57 0,10+ 0,32 0,60+ 0,69 0,80+ 0,42

*Ort£SD: Ortalama+Standart sapma, ** Topallik derecesi: -: yok, +: hafif, ++: orta, +++: siddetli
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Gruplar arasi ikili karsilagtirmalarda topallik derecesi bakimindan intraartikiiler
kontrol grubu (Grup 1) ile Grup 11, 111, IV, VI ve intraperitoneal kontrol grubu ile Grup
I, III, TV arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlendi (p<0,05). Ayrica Grup IV
ile Grup VI arasindaki fark istatistiki olarak anlamli idi (p<0,05). Eklem efiizyonu
acisindan yapilan degerlendirmede gruplar arasinda anlamli fark belirlenmedi
(p>0,05). Kas atrofisi agisindan kontrol gruplari (Grup I ve Grup V, sirasiyla) ile Grup
II, III, IV, VI arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlendi (p<0,05). Doku
hassasiyeti agisindan gruplar arasinda ikili karsilastirma yapildiginda kontrol gruplari
(Grup I ve Grup V, sirastyla) ile Grup I1, III, IV arasindaki fark anlamli iken (p<0,05),
Grup I ile Grup V arasinda ise anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05) (Tablo 6).

Tablo 6. Ortopedik muayene bulgularinin median (min-maks) degerleri ve gruplarn ikili

kargilagtirilmalart.
n=10 Kontrol HA  Ozon Ozont+ Kontrol Ozon p ikili
i.a. i.a. i.a. HA i.p. i.p. karsilastirmalar
I-11 0,03
I-111 <0,001
I-Iv <0,001
-V 0,587
. I-VI 0,030
Topalllk derecesi 1I-111 0,277
Median -1V 0,057
(min-maks) 2 1 0 0 2 1 1I-v 0,015
(1-2) 0-2)  (0-1) (0-1) (1-2) (0-2)  <0,001 1I-VI 0,415
1I-IV 0,415
1I1-vV 0,001
1I-VI 0,057
V-V <0,001
IV-VI 0,007
V-VI 0,103
Eklem efiizyonu
Median 0 0 0 0 0 0 0,465 p>0,05
(min-maks) (0-1) (0-1)  (0-0) (0-0) (0-1) (0-1)
-1 0,000
I-111 0,000
-1V 0,000
-V 1,000
I-VI 0,007
TI-11T 1,000
1I-IV 1,000
Kas atrofisi 11-v 0,001
Median 3 0 0 0 2 0,5 <0,001 U-VI 1,000
G K . L " K L 1I-1V 1,000
(min-maks) (2-3) (0-1) (0-1) (0-0) (2-3) (0-2) P 0,001
1I-VI 1,000
Iv-v 0,000
IV-V1 1,000
V-VI 0,035
I-11 0,001
I-I1 0,001
-1V 0,000
-V 1,000
I-VI 1,000
Dokunmaya karsi 1I-111 1,000
hassasiyet -1V 1,000
Median 11-v 0,003
(min-maks) 1,50 0 0 0 1 1 II-VI 0,487
_ - - - _ N < 1I-1V 1,000
(1-2) (0-1) (0-1) (0-0) (1-2) (0-1) 0,001 Ty 0,003
1I-VI 0,487
IV-v 0,000
IV-VI 0,065
V-VI 1.000

*min-maks: minumum-maksimum.
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4.4. Bilgisayarh Tomografi Muayene Bulgulari

Calismanin 2. ve 8. haftalarinda anestezi altinda tiim deneklerde cekilen
bilgisayarli tomografi goriintiilerinde eklem araligi ve osteofit olusumu (femoral
condylus/tibial plato [lateral, medial] incelendi. Elde edilen bulgular 0: yok, 1: hafif,
2: orta, 3: siddetli seklinde puanlandirildi (Brombini ve ark., 2021). Artefakt

mevcudiyeti belirlenen goriintiilerin bir kisminda ise degerlendirme yapilamadi.

Tiim gruplara ait tedavi 6ncesi (2. hafta) ve tedavi sonras1 (8. hafta) elde edilen
bilgisayarli tomografi verileri Tablo 7-12de verildi. Ikinci ve sekizinci haftada cekilen
tomografilerde her gruba ait 3’er denekte intraartikiiler kontrol grubunda (no: 5, 7, 10),
HA grubunda (no: 4, 7, 10), ozon i.a. grubunda (no: 3, 8, 9), ozon+HA i.a. grubunda
(no: 3, 6, 9), kontrol i.p. grubunda (no: 4, 6, 10), ozon i.p. grubunda (no: 6, 7, 10)
artefakt belirlendigi i¢in degerlendirmeye dahil edilmedi.

Tablo 7. intraartikiiler kontrol grubundaki ratlarm 2 ve 8. haftalara ait bilgisayarli tomografi ile
degerlendirme skorlari.

Denek 2. hafta 8. hafta
(n=7) Eklem arahig Osteofit olusumu Eklem arahg: Osteofit olusumu
1 1 2 3 2
2 1 2 3
3 2 1 3 2
4 1 1 3 3
6 2 2 3 3
8 2 1 2 3
9 1 1 2 2
(Ort.£SD)* 1,43+0,54 1,43+0,54 2,71+0,49 2,57+0,54

*Ort£SD: Ortalama+Standart sapma

Tablo 8. Intraartikiiler hiyaluronik asit grubundaki ratlarm 2. ve 8. haftalara ait bilgisayarh tomografi
ile degerlendirme skorlari.

Denek 2. hafta 8. hafta
(n=7) Eklem arahi@ Osteofit olusumu Eklem arahg Osteofit olusumu
1 1 1 1 2
2 2 1 2 1
3 1 2 1 1
5 1 2 1 2
6 1 2 1 2
8 2 1 2 2
9 1 1 1 1
(Ort.£SD)* 1,29+0,49 1,43+0,54 1,29+0,49 1,57+0,54

*Ort.£SD: Ortalama+Standart sapma
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Tablo 9. intraartikiiler 0zon grubundaki ratlarin 2. ve 8. haftalara ait bilgisayarli tomografi ile
degerlendirme skorlart.

Denek 2. hafta 8. hafta
(n=7) Eklem arahg Osteofit olusumu Eklem arahg: Osteofit olusumu
1 2 2 2 2
2 1 1 1 1
4 1 1 1 1
5 1 2 1 2
6 2 2 1 2
7 1 1 1 1
10 1 1 1 1
(Ort.£SD)* 1,29+0,49 1,43+0,54 1,14+0,38 1,43+0,54

*Ort.£SD: Ortalama+Standart sapma

Tablo 10. Intraartikiiler 0zon-hiyaluronik asit grubundaki ratlarin 2. ve 8. haftalara ait bilgisayarl
tomografi ile degerlendirme skorlari.

Denek 2. hafta 8. hafta
(n=7) Eklem arahg: Osteofit olusumu Eklem arahg: Osteofit olusumu
1 1 2 1 2
2 1 1 1 1
4 1 1 1 1
5 1 1 1 1
7 1 1 1 1
8 1 1 1 1
10 2 2 2 2
(Ort.£SD)* 1,14+0,38 1,29+0,49 1,14+0,38 1,29+0,49

*Ort£SD: Ortalama+Standart sapma

Tablo 11. intraperitoneal kontrol grubundaki ratlarin 2. ve 8. haftalara ait bilgisayarli tomografi ile
degerlendirme skorlart.

Denek 2. hafta 8. hafta
(n=7) Eklem arahg: Osteofit olusumu Eklem arahg Osteofit olusumu
1 1 1 2 2
2 1 1 2 2
3 2 2 3 3
5 1 2 3 3
7 2 2 3 3
8 1 1 2 2
9 1 1 2 2
(Ort£SD)* 1,29+0,488 1,43+0,535 2,43+0,535 2,43+0,535

*Ort.=SD: Ortalama+Standart sapma

Tablo 12. intraperitoneal ozon grubundaki ratlarm 2. ve 8. haftalara ait bilgisayarli tomografi ile
degerlendirme skorlart.

Denek 2. hafta 8. hafta
(n=7) Eklem arahg Osteofit olusumu Eklem arahg Osteofit olusumu
1 2 2 2 3
2 1 2 1 3
3 2 1 3 2
4 1 2 2 2
5 2 1 2 2
8 1 2 2 2
9 1 1 2 3
(Ort.£SD)* 1,43+0,535 1,57+0,535 2,00+0,577 2,43+0,535

*Ort.£SD: Ortalama+Standart sapma

Her gruptan rastgele secilen bir denegin 2. ve 8. haftaya ait tomografi

gorintiileri Sekil 35-40’de verildi.

84



Sekil 35. 1ntraartiﬁ1er kontrol grubunda bulunan 6 nolu denegin ikinci hafta eklem mesafesinde
daralma mevcut (A), Sekizinci hafta; eklem mesafesinde daralma (ok) ve belirgin kaba osteofitler
izlenmektedir (daire) (B).

Sekil 36. Intraartikiiler HA grubunda bulunan 3 nolu denegin ikinci hafta eklem mesafesinde daralma
(ok) mevcut (A), sekizinci hafta; eklem mesafesinde daralma (ok) mevcut ve ostefitler (daire) kontrol
grubuna nazaran daha az belirgindir (B).
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A B

Sekil 37. Intraartikiiler ozon grubunda bulunan 10 nolu denegin tomografi goriintiisii. ikinci hafta;
eklem mesafesinde daralma (ok) mevcut (A), sekizinci hafta; eklem mesafesinde daralma az olup
osteofitler (daire) kontrol grubuna gore daha az belirgindir (B).

Sekil 38. Intraartikiiler ozon+ HA grubunda bulunan 5 nolu denegin ikinci hafta eklem mesafesinde
daralma (ok) ve kiiglik osteofitler (daire) mevcut (A), sekizinci hafta; eklem mesafesinde daralma
(daire) olup osteofitler (ok) kontrol grubuna gore daha az belirgindir ve 2. hafta ile benzerdir (B).
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Sekil 39. Intraperitoneal kontrol grubunda bulunan 7 nolu denegin; ikinci hafta eklem mesafesinde
daralma (ok) (A), sekizinci hafta eklem mesafesinde daralma (ok) ve kiiciik osteofitler (daire) mevcuttur

(B).

A B

Sekil 40. Intraperitoneal ozon grubunda bulunan 1 nolu denegin; ikinci hafta eklem mesafesinde
daralma (ok) ve kiiglik osteofitler (daire) mevcuttur (A), sekizinci hafta; eklem mesafesinde daralma
(daire) ve kiigiik osteofitler (ok) mevcuttur (B).

Tim gruplarin bilgisayarli tomografilerinde eklem araligi ve osteofit olusumu
degerlendirmelerine ait median (min-maks) degerleri ve gruplarin ikili
karsilastirlmas1 Tablo 13’ de verildi. Ikinci haftadaki eklem aralif1 ve osteofit
olusumu agisindan yapilan degerlendirmede gruplar arasinda anlamli bir istatistiki fark
belirlenmedi (p>0,05). Sekizinci haftada ise, bu iki parametre agisindan istatistiki

olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0,05). Eklem araliginda gruplarin ikili
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karsilagtirmalarinda Grup I ile Grup-IL, III, IV arasinda ve Grup V ile Grup III, IV
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu (p<0,05). Osteofit olusumu
acisindan incelendiginde ise, Grup I ile Grup IV, Grup IV ile Grup V, VI arasinda ikili
karsilastirmalarda istatistiksel olarak fark anlamli idi (p<0,05) (Tablo 13).

Tablo 13. Tomografi bulgularinin median (min-maks) degerleri ve gruplarin istatistiki agidan ikili
karsilastirmalari.
Kontrol HA Ozon Ozon+HA Kontrol Ozon ikili
i.a. ia. ia. i.a. ip. i.p. p karsilastirma
(n=7) 0=7) | (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
2. hafta
Median 1 1 1 1 1 1 00,05
(min-maks) 1-2) (12 (1-2) (1-2) (1-2) (1-2) 0,870
I 0,013
I-III 0,003
IV 0,003
-V 1,000
8. hafta 1I-VI 1,000
Eklem Median 3 1 1 1 2 2 II-1IT 1,000

aralifi | (min-maks) (2-3) (1-2)  (1-2) (1-2) (2-3) (1-3) | <0,001 | IIIV 1,000
1I-V 0,083
1I-VvI 1,000
-1V 1,000
II1-vV 0,024
III-VI 0,405
IV-V 0,024
IV-VI 0,405
V-VI 1,000
2. hafta
Medlan 1 1 1 1 1 2 00,05
(min-maks) 1-2) (1-2) (1-2) (1-2) 1-2) (1-2) 0,951
I-1T 0,165
I-III 0,052
I-Iv 0,015
8.hafta -V 1,000
Osteofit Median 3 2 1 1 2 2 1-VI 1,000
olusumu | (min-maks) (2-3) (1-2) (1-2) (1-2) (2-3) (2-3) | <0,001 | I-III 1,000
II-IV 1,000
1I-V 0,428
1I-VI 0,428
M-IV 1,000
1I-vV 0,154
1II-VI 0,154
IV-V 0,049
IV-V1 0,049
V-VI 1,000
*min-maks: minumum-maksimum.

4.5. Histopatolojik Muayene Bulgular
4.5.1. Makroskobik bulgular

Intraartikiiler ve intraperitoneal kontrol gruplarinda hazirlanan sagital kesit
ylizeylerine bakildiginda kikirdaklarin orijinal parlakligin1 kaybedip opaklastigi ve
eklem yiizeyinin daha piiriizlii oldugu goriildii. Osteofit olusumu ise, gozle goriiliir

diizeyde idi (Sekil 41A, E). Intraperitoneal ozon uygulanan grupta ise kontrol
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gruplarina nazaran kikirdak hasar1 daha az gozlenirken, intraartikiiler ozon ve
intraartikiiler HA gruplarina gore daha fazla kikirdak hasari belirlendi (Sekil 41F).
Intraartikiiler hiyaluronik asit (Sekil 41B) ve intraartikiiler ozon (Sekil 41C)
gruplarinda bulgular yakin diizeyde idi. Kikirdak yiizeyi esnek ve daha piiriizsiiz,
osteofit olusumu kontrol grubuna gore daha az belirgindi. Intraartikiiler ozon+HA
grubunda (Sekil 41D) kikirdak ylizeyinin en diizgiin ve piiriizsiiz sekilde oldugu

goriildii. Osteofit olusumu belirginligi daha da az idi.

Yapilan makroskobik incelemeler neticesinde eklem dejenerasyonu acisindan
intraartikiiler ve intraperitoneal kontrol gruplarinin esdeger diizeyde en kotii oldugu,
eklemin en iyi durumda goziiktiigii grubun ise intraartikiiler ozon-HA grubu oldugu

subjektif olarak belirlendi.

Sekil 41. Her gruptan rastgele segilen bir ratin diz ekleminin sagital kesit yiizeyinin makroskobik
goruntiisii. Intrartikiiler kontrol (A), Intrartikiiler hiyaluronik asit (B), Intrartikiiler ozon (C),
Intrartikiiler ozon+HA (D), Intraperitoneal kontrol (E), Intraperitoneal ozon grubu (F).
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4.5.2. Mikroskobik Bulgular
4.5.2.1. Modifiye Mankin skorlamas1

Tidemark devamlilig1 acisindan yapilan degerlendirmede biitiin 6rnekler i¢inde

sadece birkac 6rnekte bozulma goriildii ve bu durum gruplarin biitlinline yansimada.

- Intraartikiiler Kontrol Grubu: Herhangi bir tedavi uygulanmayan bu gruba ait

ornekler genel yap1 bakimindan en fazla dejenerasyona sahipti. Genelde radyal veya
kalsifiye bolgeye kadar yariklar ile degisen siddette hiposeliilarite mevcuttu (Sekil 42).
Biitiin 6rneklerde boyanma siddetinde gozlenen azalmalar, siddetli diizeyde olmayip

hafif veya orta derecede azalma seklinde kaldu.

Sekil 42. intraartikiiler kontrol grubu 1 no’lu denege ait bir kesitte radyal bolgeye kadar yariklar ve
hiposeliilaritenin gériiniimii (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 pm).

Kontrol grubunun modifiye Mankin skoru ortalamasi 7,63 olup, tiim gruplar

arasinda en yiiksek skora sahipti (Tablo 14).

90



Tablo 14. Intraartikiiler kontrol grubundaki deneklere ait preparatlarin mikroskobik olarak modifiye
Mankin skorlamasi ile degerlendirme sonuglari.

Kontrol i.a.* Kikirdak Yapisi Hiicresel Matriks Tidemark Total Mankin
(n=8) Anormallik Boyanmasi Devamlihgi Skoru
1 5 1 1 0 7
2 5 2 1 1 9
3 5 3 1 0 9
4 4 2 2 0 8
5 3 1 1 0 5
6 5 1 1 0 7
7 5 2 1 1 9
8 4 2 1 0 7
Ortalama+SD** 4,5+0,76 1,75+0,70 1,13+0,35 0,25+0,46 7,63£1,40

*i.a.: Intraartikiiler, **SD: Standart sapma.

- Intraartikiiler Hiyaluronik Asit Grubu: Intraartikiiler ve intraperitoneal kontrol

grubunun ardindan 5,6 ortalama ile en yiiksek ti¢iincii modifiye Mankin skoruna sahip
olan bu grupta, genelde ge¢is ve radyal bolgeye kadar yariklar mevcutken, bazi
orneklerde kalsifiye bolgeye kadar yariklar izlendi (Sekil 43). Kikirdak yapisinda
intraperitoneal kontrol grubuna gore daha fazla dejenerasyon belirlendi. Hiicresel

anormallik degerlendirmesi bakimindan bu grup, kontrol gruplarina yakin seyretti.

Boyanma siddetinde hemen hemen hi¢ azalma goriilmedi (Tablo 15).
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Sekil 43. Intaartikiile hiyaluroik asit gbu n ’1u'den'egin kesiinde ylizey ﬁzensigliklei ve gegis
bolgesine kadar yarik goriiniimii (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 pm).
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Tablo 15. Intraartikiiler hiyaluronik asit grubundaki deneklere ait preparatlarin mikroskobik olarak
modifiye Mankin skorlamasi ile degerlendirme sonuglari.

Hiyaluronik asit Kikirdak Hiicresel Matriks Tidemark Total Mankin
i.a.* Yapisi Anormallik Boyanmasi Devamhihg Skoru
(n=6)
1 5 3 0 0 8
2 3 2 1 1 7
3 4 1 0 1 6
4 4 0 0 0 4
5 4 1 1 0 6
6 1 1 1 0 3
Ortalama+SD** 3,5 +1,38 1,33+1,03 0,5+0,55 0,33+0,51 5,67+1,86

*i.a.: Intraartikiiler, **SD: Standart sapma.

- Intraartikiiler Ozon Grubu: Bu grubun, modifiye Mankin skoru ortalamasi

3,8’dir. Yapisal anlamda en az dejenerasyona ugrayan bu grup, genelde sadece ylizey
diizensizligine sahipti (Sekil 44). Hiicresel anlamda ¢ok fazla degisiklige sahip olmasa

da, boyanma karakterinde azalma mevcuttu (Tablo 16).

Sekil 44. intraartikiiler ozon grubuna ait 7 no’ lu denegin kesit gériintiisii boyanma siddetinde hafif
azalma ile birlikte normal yap1 ve hiicresellige sahipti (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 500

um).
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Tablo 16. Intraartikiiler ozon grubundaki deneklere ait preparatlarin mikroskobik olarak modifiye
Mankin skorlamasi ile degerlendirme sonuglari.

Ozon i.a.* Kikirdak Hiicresel Matriks Tidemark Total Mankin
(n=10) Yapisi Anormallik Boyanmasi Devamhihg Skoru
1 1 3 3 0 S
2 1 0 3 4
3 2 0 2 1 5
4 1 0 2 0 3
5 1 1 3 0 5
6 1 1 2 0 4
7 1 0 3 0 4
8 0 1 2 0 3
9 0 0 3 0 3
10 1 0 1 0 2
Ortalama+SD** 0,9+0,57 0,6+0,96 2,4+0,70 0,1+0,31 3,8+1,03

*i.a.: Intraartikiiler, **SD: Standart sapma.

- Intraartikiiler Ozon+ Hiyaluronik Asit Grubu: Kikirdak yapisi agisindan

degerlendirmede, preparatlarin ¢ogunda hafif ylizey diizensizlikleri mevcuttu (Sekil
45). Tek basina ozon uygulanan gruba gore, daha ileri bolgelerde yariklara sahip
orneklerin de var oldugu goriildii. Hiicresel yapida anormallik ve boyanma siddeti
degerlendirmelerinde daha ¢ok hafif derece azalma goriildii. Kikirdak yapisina ait skor
ozon grubuna gore fazla olmasina ragmen, tim parametrelere ait skorlar dikkate
alindiginda, modifiye Mankin skoru ortalamast 3,3 olan bu grup, calisilan alt1 grup
arasinda en diisiik ortalama skora sahip olarak tedaviye en iyi yanit veren grup olarak
belirlendi (Tablo 17).

» By o e

Sekil 45. In}réaikiiler zon+ hiyaluronik asit grubunda bulunan 10 no’lu denekte, kesitte hafif yilizey
diizensizliklerinin gériiniimii (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 pum).
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Tablo 17. Intraartikiiler ozon+hiyaluronik asit grubundaki deneklere ait preparatlarin mikroskobik
olarak modifiye Mankin skorlamasi ile degerlendirme sonuglart.

Ozon+HAi.a.* Kikirdak Hiicresel Matriks Tidemark Total Mankin
(n=10) Yapist Anormallik Boyanmasi Devamlihgi Skoru
1 1 0 0 0 1
2 3 1 1 0 5
3 2 0 1 0 3
4 1 1 1 0 3
5 3 0 1 1 5
6 1 1 1 0 3
7 2 1 1 0 4
8 1 0 1 0 2
9 1 0 2 0 3
10 2 0 2 0 4
Ortalama+SD** 1,7+0,82 0,4+0,51 1,1+0,57 0,1+0,31 3,3+1,25

*i.a.: Intraartikiiler, **SD: Standart sapma.

- Intraperitoneal Kontrol Grubu: Bu grup, modifiye Mankin skorlamasinda 6,5

ortalama ile en yiiksek skora sahip ikinci grup idi. Intraartikiiler kontrol grubuna
benzer sekilde kikirdak yiizeyinde diizensizliklere sahipti, ayrica gegis ve radyal
bolgede yariklar belirlendi (Sekil 46). Yine intraartikiiler kontrol grubundakine benzer

sekilde boyanma siddetinde azalma mevcuttu (Tablo 18).

Sekil 46. Intraperitoneal kontrol grubu 4 nolu denekte kemik dokuya kadar olan yariklar ve boyanma
siddetinde hafif azalmanin gériiniimii (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 um).
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Tablo 18. Intraperitoneal kontrol grubundaki deneklere ait preparatlarin mikroskobik olarak modifiye
Mankin skorlamasi ile degerlendirme sonuglari.

Kontrol i.p.* Kikirdak Yapisi Hiicresel Matriks Tidemark Total Mankin
(n=10) Anormallik Boyanmasi Devamhihg Skoru
1 1 3 4 0 8
2 3 1 1 0 5
3 3 1 1 0 5
4 3 1 1 0 5
5 6 3 2 1 12
6 3 1 3 0 7
7 4 1 1 0 6
8 3 1 1 0 5
9 2 1 2 1 6
10 3 0 2 1 6
Ortalama+SD** 3,1£1,29 1,3+0,95 1,8+ 1,03 0,3+ 0,48 6,5+2,17

*i.p.: Intraperitoneal, **SD: Standart sapma.

- Intraperitoneal Ozon Grubu: Bu grupta, intraartikiiler 0zon grubundakine benzer

sekilde yapisal olarak daha fazla dejenerasyona ugramis ve yiizey diizensizliklerine
sahip orneklerin yani sira, radyal bolgeye yariklarin uzandigi 6rnekler de saptandi
(Sekil 47). Hiicresel anlamda hemen hemen hi¢ degisiklik yokken, boyanma
siddetindeki azalma intraartikiiler ozon grubuna gore daha azdi. Modifiye Mankin
skoru bu grupta 4,5 olarak belirlendi (Tablo 19).

Sekil 47. Intraperitoneal ozon grubunda bulunan 10 numarali denegin kesit goriintiisiinde gecis/radyal
bolgeye kadar yariklar (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 um).
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Tablo 19. intraperitoneal ozon grubundaki deneklere ait preparatlarin mikroskobik olarak modifiye
Mankin skorlamasi ile degerlendirme sonuglari.

Ozon i.p. Kikirdak Yapisi Hiicresel Matriks Tidemark Total Mankin
(n=10) Anormallik Boyanmasi Devamlih@i Skoru
1 4 1 1 0 6
2 2 0 1 0 3
3 4 0 0 0 4
4 4 0 0 0 4
5 4 0 0 0 4
6 2 2 1 0 5
7 1 1 2 0 4
8 4 2 2 1 9
9 2 0 1 0 3
10 2 0 1 0 3

Ortalama+SD** 2,9+1,20 0,6+0,84 0,9+0,73 0,1+0,31 4,5+1,84

*i.p.: Intraperitoneal, **SD: Standart sapma.

Gruplar arasinda Modifiye Mankin skorlamasi alt parametreleri agisindan yapilan
degerlendirmede yapi, hiicresellik, boyanma ortalama degerlerinin istatistiksel agidan
anlamli diizeyde farkli oldugu (p<0,001, p=0.005, p<0.001), tidemark devamlilig
acisindan istatistiki bir fark bulunmadigi belirlendi (p=0,646). Gruplar arasinda ikili
karsilagtirma yapildiginda kikirdak yapist icin Grup I ile Grup 1V arasinda, Grup 111
ile Grup I, I1, V, VI arasinda istaiksel agidan anlamli fark saptandi (p<0,05). Hiicresel
anormallik i¢in bakildiginda Grup I ile Grup IV arasinda istatistiksel fark goriildii
(p<0,005). Matriks boyanmasina bakildiginda Grup III ile Grup II, IV ve VI arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcuttu (p<0,05). Total Mankin skoru agisindan
istastiksel olarak bakildiginda Grup I ile Grup 111, IV, VI arasinda ve Grup IV ile Grup
V arasinda anlamli bir fark saptandi (p<0,05) (Tablo 20). Tiim gruplarin mikroskobik
olarak incelenen preparatlarinda modifiye Mankin skorlamasina gére median (min-

maks) degerleri ve gruplar arasi ikili karsilagtirma sonuglar1 Tablo 20’de verilmistir.
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Tablo 20. Tim gruplara ait 6rneklere uygulanan modifiye Mankin skorlamasina gére median (min-
maks) degerleri ve gruplar arasi ikili karsilagtirma sonuglari.

Gruplar Kikirdak Hiicresel Matriks Tidemark Total Mankin
Yapisi Anormallik Boyanmasi Devamlihi@i Skoru
Kontrol i.a.
Median 5 1 0 7,5
(min-maks) (3-5) (1-3) (1-2) (0-1) (5-9)
Hiyaluronik asit i.a.
Median 4 0,5 0
(min-maks) (1-5) (0-3) (0-1) (0-1) (3-8)
Ozon i.a. 1 2,5 0
Median (0-2) (0-3) (1-3) (0-1) (2-5)
(min-maks)
Ozon+HA i.a.
Median 1.5 1 0
(min-maks) (1-3) (0-1) (0-2) (0-1) (1-5)
Kontrol i.p. 3 1,5 0
Median (1-6) (0-3) (1-4) (0-1) (5-12)
(min-maks)
Ozon i.p.
Median 3 1 0
(min-maks) (1-4) (0-2) (0-2) (0-1) (3-9)
p <0,001 0,005 <0,001 0,646 <0,001
-1 1,000 -1 1,000 -1 1,000 I-1II 1,000
I-IIT 0,000 I-IIT 0,054 I-IIT 0,054 I-IIT 0,002
I-IvV 0,002 I-IvV 0,020 I-IV 1,000 I-IV 0,000
-V 0,754 -V 1,000 1Y% 1,000 1Y% 1,000
I-vI 0,561 I-vi 0,079 I-VI 1,000 I-vI 0,026
-1 0,011 II-1IT - 1,000 II-111 0,000 p 9,05 II-1I1 - 0,891
ikili karsilastirmalar I-1rv - 0,307 I-1Iv = 0,749 II-IV 1,000 II-IV 0,261
II-v 1,000 II-v 1,000 1I-v 0,078 1I-v 1,000
II-VI 1,000 II-VI 1,000 II-vI 1,000 II-vI 1,000
HI-IV - 1,000 HI-IvV - 1,000 HI-IvV 0,026 HI-IV 1,000
1-v 0,019 -v 0,856 1I-v 1,000 III-v 0,051
II-vI 0,030 1I-VI 1,000 III-VI 0,004 1I-VI 1,000
V-V 0,676 V-V 0,403 V-V 1,000 IV-V 0,007
IV-VI 00915 IV-VI 1,000 IV-VI 1,000 IV-VI 1,000
V-VI 1,000 V-VI 1,000 V-VI 0,576 V-VI 0,363

*min-maks: minimum-maksimum.

4.5.2.2. Kikirdak matriks kaybi1 genisligi

Modifiye Mankin skorlamasina paralel olarak intraartikiiler (Sekil 48) ve

intraperitoneal (Sekil 49) kontrol gruplarinda matriks kaybinin ¢ok daha genis alanlar

icerdigi goriildii. Kontrol grubunda bulgular, en fazla matriks kaybinin yiizey

tabakasinda gerceklestigini,

gostermektedir.

derin

tabakalara
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Sekil 48. intraartikiiler kontrol grubuna ait rastgele secilen bir preparatta, kikirdak matriks kayb1
genisliginin 6l¢timii (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 um).

Sekil 49. Intraperitoneal kontrol grubundaki denegin kikirdak matriks kaybi genisliginin Slgiimiine ait
goriiniim (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 pm).

Intraartikiiler hiyaluronik asit (Sekil 50), ozon (Sekil 51) ve ozon-+hiyaluronik
asit (Sekil 52) gruplarina ait kikirdak matriks kaybi1 genisligi kontrol gruplarina gore
daha dar kayip alan gostermekte olup, 6l¢clim degerleri ise modifiye Mankin skorlari

ile paraleldi. Hiyaluronik asit ile tedavi edilen grupta kikirdak matriks kaybi kontrol
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grubuna gore her {i¢ derinlikte de azalmis; yiizey ve orta bolgede goreceli iyilesme

gozlenmistir (Sekil 50).

Sekil 50.intraartikiiler hiyaluronik asit grubuna ait denege ait kesit goriintiisiinde kikirdak matriks kaybi
genisliginin 6l¢timii (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 pm).

Ozon uygulanan grupta ise matriks kayb1 daha belirgin sekilde azalmis; 6zellikle
ylizey ve tidemark diizeylerinde daha diisiik degerler saptanmstir (Sekil 51).

Sekil 51. Intraartikiiler 0zon grundan bir denekte kikirdak matriks kaybi genisliginin 6lgiimii (Safranin-
O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 um).
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OzontHA kombinasyon grubunda ise matriks kaybi1 en diisiik seviyede
gerceklesmis ve tiim tabakalarda daha homojen bir iyilesme gézlenmistir. Bu bulgular,
kombine tedavinin kikirdak yapisini koruyucu etkisinin daha belirgin oldugunu ve

sinerjistik bir fayda saglayabilecegini gostermektedir (Sekil 52).

Sekil 52. intraartikiiler ozon+hiyaluronik asit grubu denege ait kesitte hafif diizeydeki kikirdak matriks
kaybi genigliginin 6l¢iimii (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 um).

Intraperitoneal ozon grubu, modifiye Mankin skorlamasinda intraartikiiler
hiyaluronik asit grubundan daha iyi sonu¢ vermigken, matriks kaybi genisligi

Ol¢iimiinde HA grubuna gore daha genis kay1p alanlar icerdigi belirlendi (Sekil 53).
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Sekil 53. intraperitoneal ozon grubuna ait denekte kikirdak matriks kaybi genisliginin ol¢iimii
(Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 um).

Genel olarak, tedavi uygulanan gruplarda matriks kaybinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde azaldig1, 6zellikle ozon ve ozon+HA kombinasyonunun daha
etkili oldugu degerlendirilmistir. Kikirdak matriks kaybi genisliginin 6lglimi
mikrometre cinsinden yapilmis olup, her grup i¢in ortalama ve standart sapma

degerleri Tablo 21°de verildi.
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Tablo 21. Yiizey, tidemark ve orta bolge kikirdak matriks kaybi genisligi 6l¢iimiiniin ortalama ve

standart sapma degerleri.

Grup ve Denek
Kontrol 1
Kontrol 2
Kontrol 3
Kontrol 4
Kontrol 5
Kontrol 6

Ortalama+SD*
HAi.a. 1
HAi.a.2
HAi.a.3
HAi.a. 4
HAi.a.5

Ortalama+SD*

Ozon i.a. 1
Ozon i.a. 2
Ozoni.a.3
Ozon i.a. 4
Ozon i.a. 5

Ortalama+SD*

Ozon+HA i.a. 1

Ozon+HA i.a. 2

Ozont+HAi.a. 3

Ozon+HA i.a. 4

Ozont+HA i.a. 5

Ortalama+SD*

Kontrol i.p. 1
Kontrol i.p. 2
Kontrol i.p. 3
Kontrol i.p. 4
Kontrol i.p. 5
Ortalama+SD*
Ozon i.p. 1
Ozon i.p. 2
Ozon i.p. 3
Ozon i.p. 4
Ozon i.p. 5
Ortalama+SD*

Yiizey (%0 derinlik)

569,52
1394,47
1044,34
304,74
463,24
515,25
715,26 £415,43
251,61
566,60
482,59
142,93
114,86
311,718+203,11
146,65
313,14
199,51
210,76
228,74
219,76+60,49
227,50
65,19
166,81
150,1
156,23
153,166+58,03
1026,14
806,31
309,88
351,83
498,54
598,54+308,30
318,57
172,14
748,50
739,34
832,62
562,234+296,11

* SD: Standart sapma.

Tidemark (%100 derinlik)

123,24
951,71
761,92
220,71
388,34
249,18

449,183+332,41
172,21

93,20
184,78
69,44
88,82
121,69+52,81
53,32
70,05
60,58
79,04
43,61
61,32+13,86
129,70
36,91
126,95
105,39
90,3
97,85+37,71
901,62
481,07
81,95
107,80
267,16
367,92+338,09
213,99
181,09
455,04
375,89
537,51
352,704+153,18

Orta bolge (%50 derinlik)

320,55
1099,76
951,44
260,64
409,78
368,434
568,434+360,65
234,46
439,03
489,33
90,88
204,31
291,602+167,34
124,88
143,59
110,42
112,26
180
134,23228,81
160,11
62,57
148,33
128,53
118,81
123,67+37,80
1108,66
699,82
251,78
218,31
400,88
535,89+372,40
207,45
103,99
658,66
563,66
664,91
439,734+264,89

Gruplar arasinda kikirdak matriks kayb1 genisligi 6l¢iimiinde median degerler

agisindan sirastyla (%0- %100 -%50) istatistiksel olarak anlamli fark go6zlendi
(p=0,010; p=0,020; p=0,025) (Tablo 22).
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Tablo 22. Kikirdak matriks kaybi genisligi ol¢iimiiniin gruplara gore median (min-maks) degerleri ve
istatistiksel kargilastirmast.

Kontrol i.a.” HAia.™ Ozoni.a.”™ Ozon+HA i.a.” Kontrol i.p.” Ozon i.p.""" p
%0
Median 542,38 251,61 210,76 156,23 498,54 739,34 0.010
(min-maks)* (304,74-1394,47) (114,86- 566,60) (146,65-313,14) (65,19-227,50) (309,88-1026,14) (172,14-832,62) ?
%100
Median 318,76 93,20 60,58 105,39 267,16 375,89 0,020
(minmaksys | (123:2495171) (69,44-184,78) (43,61-79,04) (36,91-129,70) (81,95-901,62) (181,09-537,51)
%50
Median 389,10 234,46 124,88 128,53 400,88 563,66 0,025
(260,64-1099,76) (90,88-489,33) (110,42-180) (62,57-160,11) (218,31-1108,66) (103,99-664,91)

(min-maks)*

*min-maks: minumum-maksimum ** i.a.: intraartikiiler, ***i.p.: intraperitoneal.

Kikirdak matriks kaybi1 genisligi Ol¢limlerinin ortalama+SD degerleri, Duncan
coklu karsilastirma testi ile istatistiki agidan degerlendirildiginde, yiizey (%0 derinlik)
icin Grup I ile Grup II, IIIL, IV arasinda, Grup V ile Grup III, IV arasinda Grup 1V ile
Grup VI arasinda anlamli fark gézlendi (p<0,05). Tidemark (%100 derinlik) i¢in grup
I ile grup IL, III, IV arasinda fark goriildii. Grup V ile Grup III arasinda anlamli fark
vard1 (p<0,05). Orta bolge (%50 derinlik) i¢in Grup I ile Grup III, IV arasinda ve Grup
V ile Grup III, IV arasinda istatistiksel olarak fark saptandi (p<0,05) (Tablo 23).

Tablo 23. Kikirdak matriks kayb1 genisligi ortalama+SD degerleri ve istatistiksel karsilastirma

sonuglari
Yiizey (0% derinlik ) Tidemark (%100 derinlik) = Orta bélge (%50 derinlik)

Kontrol i.a. 715,26+415,43 d 449,1840+332,409 ¢ 568,434+360,653 b
HA i.a. 311,718+203, 111 a, b, ¢ 121,69+ 52,808 a, b 291,60 + 167,336 a, b
Ozoni.a. 219,76 + 60,490 a,b 61,32+13,860 a 134,23+ 28,807 a
Ozon+HA i.a. 153,166 + 58, 030 a 97,85+37,711 a,b 123,67 £37,803 a
Kontrol i.p. 598,54+ 308,302 c, d 367,92+ 338,094 b, ¢ 535,89+ 372,404 b
Ozon i.p. 562,234+ 296,11 b, ¢, d 352,70+ 153,18 a,b, ¢ 439,73+ 264,89 a, b

*a, b, ¢ ve d: Ayni harf ile gdsterilen veriler arasinda fark yoktur.

4.5.2.3. Kikirdak dejenerasyon skoru

Kikirdak dejenerasyonu Z1 (yiizey), Z2 (orta zon) ve Z3 (derin zon) bolgeleri
olmak {izere lic anatomik katmanda histopatolojik skorlamayla degerlendirildi.
Kontrol i.a. grubunda, tiim bolgelerde en yiiksek dejenerasyon skorlar1 gozlendi (Z1:
4,2+1,30, 722: 3,4+ 1,81, Z3: 1,4+ 1,14). Bu bulgular, hastaligin ilerleyisinde yilizey
kikirdak tabakasinin daha fazla etkilendigini ve osteoartritis’in zamanla daha derin

zonlara yayildigimi gostermektedir (Sekil 54).
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Sekil 54. Intraartikiiler kontrol grubu, kikirdak dejenerasyon skoru igin yapilan alanlandirma (Safranin-
O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 um).

Hiyaluronik asit uygulanan grupta, tiim bolgelerde kontrol grubuna kiyasla skorlar
belirgin sekilde diisiik bulundu. Z1 (2+1) ve Z2 (2,2 4+ 0,83) degerleri HA’nin yiizey
ve orta bolgelerdeki yapisal biitiinliigii koruyucu etkisini gostermektedir. Modifiye
Mankin skorlamasina gore intraartikiiler hiyaluronik asit grubu, intraperitoneal ozon
grubundan daha yiiksek skora sahip iken, kikirdak dejenerasyon skoru agisindan tam

tersi bir durum s6z konusu idi (Sekil 55).

Sekil 55. intraartikiiler hiyaluronik asitérubundan bir ornekte kikirdak dejenerasyon skoru igin
bolgelerin isaretlenmesi (Safranin-O, Nikon Eclipse 80i, X4, bar= 100 pm).
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Ozon i.a. grubunda, Z1 skorlarmin olduk¢a diisiik olmasi (0,6 +0,54) ylizey
kikirdak yapisinin daha iyi korunduguna isaret etmektedir. Ayni sekilde Z2
(1,6 £0,89) ve Z3 (1+0,7) skorlar1 da ozon’un dejeneratif siireci baskiladigini

gostermektedir (Sekil 56).

Sekil 56. intraratikiiler ozon grubuna ait bir denegin mikroskobik kesit goriintiisiinde kikirdak
dejenerasyon skoru igin yapilan alanlandirma (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 um).
Ozon+HA kombinasyon grubu, tiim bolgelerde en diisiik skorlar1 gostermistir (Z1:
0,4+0,54,72:2+0,7, Z3: 1,6 £ 0,54). Bu grup, 6zellikle ylizey kikirdak tabakasinda
dejenerasyonun en aza indigi grup olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu durum, ozon ve HA nin
sinerjik etkisinin yapisal korumada daha etkin olabilecegini desteklemektedir (Sekil

57).
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Sekil 57. Intraratikiiler ozon+hiyaluronik asit grubunda kikirdak dejenerasyon skoru i¢in bolgelerin
belirlenmesi (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 um).

Kontrol i.p. grubunda yiiksek dejenerasyon skorlari saptanmis olup (Z1:
2,8+0,44, 73: 2,8 £0,83), intraartikiiler kontrol grubu ile benzerlik gosterdi (Sekil
58).

Sekil 58. Intraperitoneal kontrol grubu denekte kikirdak dejenerasyon skoru igin yapilan alanlandirma
(Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 um).
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Ozon i.p. grubunda ise Z1 (1,2 +0,83) ve Z2 (2,8 £ 0,44) skorlari, yiizeyde gorece
koruma saglansa da orta bolgede dejenerasyonun daha ileri diizeyde oldugu goriildii

(Sekil 59).

Sekil 59. Intraperitoneal ozon grubunda gecis/radyal bolgeye kadar yariklar ve kikirdak dejenerasyon
skoru i¢in bolgelerin belirlenmesi (Safranin-O X4, Nikon Eclipse 80i, bar= 100 um).

Genel olarak, tedavi uygulanan gruplarda (6zellikle ozon ve ozon+HA) kikirdak
dejenerasyon skorlarinin kontrol gruplarina kiyasla anlamli sekilde daha diisiik oldugu
gozlendi, en iyi sonuglarin ozontHA kombinasyonuyla elde edildigi belirlendi.

Kikirdak dejenerasyon skorunun gruplara ait ortalama + standart sapma degerleri
Tablo 24’ te verildi.
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Tablo 24. Caligma gruplarinda bélgelere ait kikirdak dejenerasyon skorlarinin ortalama ve standart
sapma degerleri.

Grup ve Denek 71 degerleri 72 degerleri 73 degerleri
Kontrol i.a.
Kontrol i.a. 1 5 4 3
Kontrol i.a. 2 5 5 2
Kontrol i.a. 3 5 5 1
Kontrol i.a. 4 4 2 1
Kontrol i.a. 5 2 1 0
Ortalama+SD* 4,2+1,30 3,4+1,81 1,4+1,14
Hiyaluronik asit i.a.
HAja. 1 3 1 0
HAi.a.2 1 3 3
HAi.a.3 3 3 3
HAi.a. 4 1 2 0
HAia.5 2 2 1
Ortalama+SD* 2+1 2,2+0,83 1,4+1,51
Ozon i.a.
Ozoni.a. 1 1 1 1
Ozoni.a.2 1 3 2
Ozoni.a.3 0 1 0
Ozon i.a. 4 0 1 1
Ozoni.a.5s 1 2 1
Ortalama+SD* 0,6+0,54 1,6+0,89 1+0,7
Ozon+HA i.a.
OzontHAi.a. 1 0 3 1
Ozon+HA i.a. 2 0 1 2
OzontHAi.a. 3 1 2 2
Ozon+HAi.a. 4 1 2 2
OzontHA i.a. 5 0 2 1
Ortalama+SD* 0,4+0,54 2+0,7 1,6+0,54
Kontrol i.p.
Kontrol i.p. 1 3 3 3
Kontrol i.p. 2 2 3 4
Kontrol i.p. 3 3 2 2
Kontrol i.p. 4 3 4 2
Kontrol i.p. 5 3 3 3
Ortalama+SD* 2,8+0,44 3+0,7 2,8+ 0,83
Ozon i.p
Ozon i.p. 1 1 3 2
Ozon i.p. 2 0 2 1
Ozon i.p. 3 2 3 3
Ozon i.p. 4 1 3 2
Ozoni.p. 5 2 3 2
Ortalama+SD* 1,2+0,83 2,840,44 240,70

*SD: Standart sapma

Kikirdak dejenerasyon skorunun gruplara ait median (min-maks) degerleri ve

gruplar arasinda Karsilastirmalar Tablo 25° de verildi. Istatiksel olarak yapilan
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degerlendirmede Z1 bolgesinde kikirdak dejenerasyon skoru Grup I ile Grup III ve

Grup IV arasinda anlamli bir fark gozlendi (sirasiyla p=0,011 ve p=0,004). Bu skor

icin Z2 ve Z3 bolgelerinde gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir

gbzlenmedi (p>0,05).

fark

Tablo 25. Kikirdak dejenerasyon skorunun gruplara gére median (min-maks) degerleri ve istatistiksel

olarak ikili karsilagtirmasi.

=5 Kontrol HA Ozon Ozon+HA Kontrol Ozon D ikili
i.a. i.a. i.a. i.a. i.p. i.p. karsilagtirma
I-1T 1,000
-1 0,011
I-IvV 0,004
-V 1,000
I-vl 0,142
II-IIT 1,000
II-IvVv. 0,673
71 II-V 1,000
=l I YA IR BN (N TN B R A
min- <0, R »
maks) (2-3) (a-3) ©-1) (0-1) (2-3) 0-2) 1m-v 0,121
II1-VI 1,000
IV-V 0,051
IV-VI 1,000
V-VI 0,946
72
Median
4 2 1 2 3 3
(min- 0,113 p>0,05
maks) (1-5) (1-3) (1-3) (1-3) (2-4) (2-3)
73
Median
1 1 1 2 3 2
(min- 0,121 p>0,05
) (0-3) (0-3) (0-2) (1-2) 2-4) (1-3)

4.5.3. immunohistokimyasal bulgular

4.5.3.1. Kollajen tip II i¢in immunohistokimyasal inceleme

Intraartikiiler (Sekil 60) kontrol grubunda boyanma zayif oldugu tespit edildi. Bu

grupta 0,80 + 0,45 skoru ile kollajen tip 11 seviyesinin azaldigi belirlendi. Bu bulgular,

OA siirecinde kollajen matriks biitiinliigiiniin bozuldugunu desteklemektedir.

109



Sekil 60. Intraartikiiler kontrol grubundaki denegin preparatinda gdzlenen zayif (+) immiin reaksiyon
(X20, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 pm).

Hiyaluronik asit grubunda, ortalama skor 2,40 = 0,89 olarak belirlendi, bu da orta-
yiiksek diizeyde kollajen varligint gosterdi (Sekil 61).

Sekil 61. intraartikiiler hiyaluronik asit grubunda, yogun ve giiclii bir sekilde (+++) gdzlenen immiin
reaksiyon (X20, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 pm).

Intraartikiiler ozon grubunda yogun ve gii¢li boyanmanin oldugu belirlendi.
Ortalama skor 2,80+ 0,45 ile en yiiksek degerlere sahipti. Ozon’un antioksidan ve
immiin modiilator etkileriyle kollajen tip II kaybini engelledigi ve kikirdak

biitiinliigiinii korudugu diistintldi (Sekil 62).
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Sekil 62. Intraartikiiler ozon grubunda yogun ve giiclii bir sekilde (+++) oldugu belirlenen immiin
reaksiyonun gériiniimii (X20, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 um).

Intraartikiiler ozon+hiyaluronik asit grubu, 2,80+ 0,45 skoru ile ozon grubuyla
esdeger en yiliksek boyanma yogunluguna sahipti. Ozon ve HA’nin birlikte
uygulanmasi, kollajen varhigini sinerjistik bigimde destekledi ve en etkili sonuglart

ortaya koydu (Sekil 63).

Sekil 63. intraartikiiler ozon-+hiyaluronik asit grubu bir denege ait kesitte yogun ve giiclii bir sekilde
(+++) immiin reaksiyon mevcut (X20, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 um).

Intraperitoneal kontrol grubunda boyanma zayif olup 0,40+ 0,55 skoru ile bu
grupta kollajen tip II’'nin azaldig1 belirlendi. Bu bulgular, OA siirecinde kollajen
matriks biitlinliigiiniin bozuldugunu destekledi (Sekil 64).
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Sekil 64. Intraperitoneal kontrol grubunda belirlenen zayif sekilde (+) immiin reaksiyon gériiniimii
(X20, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 pm).

Intraperitoneal ozon grubunda ortalama skor 1,40+0,55 olarak kaydedildi.
Intraperitoneal ozon grubu, intraartikiiler ve intraperitoneal kontrol gruplarma gore
daha yogun boyanmaya sahip olup, diger gruplarla kiyaslandiginda boyanma siddeti
daha zayift1 (Sekil 65).

Sekil 65. Intraperitoneal ozon grubuna ait rastgele segilen bir rata ait preparatta zayif siddette
boyanma (X20, Nikon Eclipse 80i, bar= 500 pum).
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Kollajen tip I i¢in polyclonalanti-COL2A1(C2) antikor ile immunohistokimyasal
boyama yapilarak, boyanma siddeti +++, ++, + ve — (boyanma yok) seklinde

degerlendirildi ve gruplara ait skorlandirma Tablo 26’ da verildi.

Tablo 26. Kollajen tip II i¢in yapilan immunohistokimyasal boyamada gruplara gore yapilan
skorlandirma.

N Kontrol HA Ozon Ozon+HA Kontrol Ozon
i.a. i.a. i.a. i.a. i.p. i.p.

1 + +++ ++ +++ 5 +

2 + + -+ 4+ - +

3 + —++ —++ ++ + ++

4 - +++ +++ +++ + ++

5 + ++ +++ ++ = +

Ortalama£SD 0,80+0,45 2,40+0,89 2,80+0,45 2,80 +0,45 0,40 +0,55 1,40 £0,55

*SD: Standart sapma

Immunohistokimyasal boyamada kollajen tip II i¢in boyanma siddetine gére
belirlenen skorlara ait median (min-maks) degerleri ve ikili karsilastirmalar Tablo 27’
de verildi. Kollajen tip 1l degerleri yoniinden gruplar arasi yapilan karsilagtirmada,
Grup V ile Grup I (p=0,010) ve Grup IV (p=0,010) arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark goriildii (p <0,05).

Tablo 27. Kollajen tip 1l i¢in yapilan immunohistokimyasal boyamada elde edilen median (min-maks)
degerleri ve gruplar arasi ikili karsilagtirmalari.
Kontrol HA Ozon Ozon+HA Kontrol Ozon p Kkili
ia* ia* ia* ia* i.p.** i.p.** kar kél
-1 0,322
I-111 0,059
I-IvV 0,059
-V 1,000
. . I-vVI 1,000
Kollajen tip 11 -1 1,000
Median 1 3 3 3 0 1 <0.001 11-1v 1,000
(min-maks)*** | (0-1) (1-3) (2-3) 2-3) ©0-1) (1-2) II-vV 0,070
11-vV1 1,000
11-1v 1,000
11-v 0,010
111-VI 0,598
V-V 0,010
IV-VI 0,598
V-VI 1,000

*.a.: intraartikiiler, **i.p.: intraperitoneal, ***min-maks: minimum-maksimum
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4.5.3.2. Matriks Metalloproteinaz-13 igin immunohistokimyasal inceleme

Intraartikiiler kontrol grubunda 5 drnegin 3’iinde zayif pozitif boyanma gozlendi
(Sekil 66).

Sekil 66. Intraartikiiler kontrol grubunda zay1f boyanma gdzlendi (X20, Nikon Eclipse 80i).

Hiyaluronik asit grubu, 6rneklerde MMP-13 boyanmasi negatif olarak izlendi

(Sekil 67).

Sekil 67. Intraartikiiler hiyaluronik asit grubunda boyanma (-) (X20, Nikon Eclipse 80i).

Intraartikiiler ozon grubunda 5 6rnegin 4’iinde zay1f pozitif boyanma gozlendi. Bu
grup, MMP-13 ekspresyonunun en sik saptandigi kontrol i.p. grubundan sonra ikinci

gruptur (Sekil 68).
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Sekil 68. Intraartikiiler ozon grubunda zay1f boyanma (+) gozlemlendi (X20, Nikon Eclipse 80i).

Intraartikiiler ozon+hiyaluronik asit i.a. grubu, sadece 1 ornekte zayif pozitif

boyanma izlenmis, digerlerinde boyanma goriilmedi (Sekil 69).

Sekil 69. Intraartikiiler ozon+ hiyaluronik asit grubundaki deneklere ait preparatlarda boyanma yok
(X20, Nikon Eclipse 80i).

Kontrol i.p. grubu, 6rneklerin tamaminda MMP-13 pozitifligi saptanmistir (Sekil
70).

Sekil 70. intraperitoneal kontrol grubunda orta siddette boyanmis (++) preparatin goriiniimii
(X20, Nikon Eclipse 80i).
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Ozon i.p. grubunda ise, tiim 6rneklerde negatif boyanma saptandi (Sekil 71).

Sekil 71. intraperitoneal ozon gruplarinda boyanma gézlenmedi (X20, Nikon Eclipse 80i).

Polyclonal anti-MMP-13 Picoband antikor ile yapilan immunohistokimyasal
boyamada MMP13 icin elde edilen skorlar Tablo 28’ de verildi. Intraartikiiler ozon
grubunda 3/5 ratta zayif boyanma goriiliirken, intraperitoneal kontrol grubunda ise,
ornege gore degismekle beraber boyanmayan, zayif boyanan ve orta siddette boyanan
orneklere rastlandi. Intraartikiiler hiyaluronik asit, intraperitoneal ozon ve
ozon+hiyaluronik asit gruplarinda boyanma gergeklesmezken, intraartikiiler ozon

grubunda ise zayif boyanma mevcuttu.

Tablo 28. MMP13 i¢in immunohistokimyasal boyanmanin skorlandirilmasi.

N Kontrol i.a. HAi.a. OZON i.a. Ozon+HA i.a. Kontrol i.p. Ozon i.p.
1 + = + = ++ -
2 + - + - + -
3 + = = + + -
4 - - + - - -
5 = = + = + =

Immunohistokimyasal boyamada MMP13 i¢in elde edilen ortalama+ SD, median

(min-maks) degerleri ve gruplararasi istatistiki degerlendirme Tablo 29°da verildi.

Tablo 29. MMP13 i¢in elde edilen skorlar ortalama+ standart sapma, median (min-maks) degerleri ve
ruplar arasi istatistiki degerlendirme.

MMP-13 Kontrol HA Ozon Ozon+HA Kontrol Ozon o]
i.a."” i.a.™" i.a"" i.a"™" i.p.”™ i.p.”"™"
Ortalama + SD* 0,60 £0,55 0 0,80 +0,45 0,20 +0,45 140,70 0 0,012
Median 1 1 0 1
(min-maks)** (0-1) (0-1) (0-1) (0-2)

*SD: Standart sapma **min-maks: minimum-maksimum, **i.a.: intraartikiiler, *** i.p.: intraperitoneal.
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Matriks metalloproteinaz-13 igin test istatistigi anlamli ¢ikti, ancak c¢oklu

karsilagtirma testinde Bonferroni diizeltmesinden dolayr anlamli bir fark bulunmadi

(p>0,05).
4.5.4. Serolojik bulgular

Yapilan degerlendirmede ELISA bulgular1 olarak TNF-o’in pg/ml cinsinden
degerlerine bakildi. Standart egrileri ve formiillerini igeren ELISA o6l¢iimleri Tablo

30°da verildi.

Tablo 30. Deneklerden elde edilen serum orneklerinde belirlenen TNF-o miktarlart (pg/ml) ve
ortalamaz standart sapma degerleri.

No Kontrol HA Ozon Ozon+HA Kontrol Ozon
i.a. i.a. * i.a.*% i.a.*% ip.r** ip.x*

1 289,96 284,59 279,22 280,11 284,59 285,49
2 284,59 281,01 282,79 281,90 283,69 285,49
3 284,59 282,79 283,69 283,69 284,59 282,79
4 284,59 279,22 295,34 283,69 282,79 282,79
5 286,38 294,44 291,76 284,59 283,69 283,69
6 285,49 324,90 286,38 282,79 286,38 288,17
7 281,90 284,59 289,06 281,90 286,38 288,17
8 298,028 289,97 288,17 286,38 283,69 292,65
9 289,97 283,69 281,01 282,79 286,38 294,44
10 285,49 283,69 277,42 285,49 286,38 289,97

Ortalama+SD* 287,10+4,56 288,89+13,38 285,49+5,70 283,34+1,85 284,69+1,38 287,37+4,06

*SD: Standart sapma, **i.a.: intraartikiiler, *** i.p.: intraperitoneal.

Tek yonli ANOVA analizi ile TNF-a’nin gruplara gore farklilik gosterip
gostermedigi istatistiki olarak incelendiginde anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05)
(Tablo 31).

Tablo 31.TNF-a verilerinin gruplara gore tanimlayic istatistikleri ve tek yonli ANOVA sonuglar
Median (Min-Maks).

Gruplar TNF-a
Kontrol i.a.*

Median AR
(min-maks)*** (281,90-298,02)

HA i.a.

Median 284,14
(min-maks)*** (279,21-324,90)

Ozon i.a.

Median P
(min-maks)*** (277,42-295,34)
Ozon+HA i.a.

Median 283,24

(min-maks)***
Kontrol i.p.**
Median
(min-maks)***
Ozon i.p.**
Median
(min-maks)***
P

(280,11-286,38)

284,59
(282,80-286,38)

286,83
(282,80-294,44)

0,463
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TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinda ratlarda deneysel olarak cranial cruciate ligament
transeksiyonu ile olusturulan diz eklemi osteoartritis modelinde, intraartikiiler
uygulanan serum fizyolojik, ozon (30 pg/mL), sodyum hiyaluronat (Ostenil®), ozon
ve sodyum hiyaluronat kombinasyonunun lokal etkilerini degerlendirmek amaciyla
birbiri ile karsilastirilmasi yani sira, sistemik olarak intraperitoneal uygulanan serum
fizyolojik ve ozon uygulamalarinin eklem iizerine olan etkileri degerlendirilmistir.
Ayrica lokal ve sistemik uygulamalar kendi aralarinda da karsilastirilarak, ozon’un
uygulama yoluna bagl terapotik farkliliklart ortaya konulmustur. Uygulanan tedavi
seceneklerinin osteoartritis tizerindeki etkileri bilgisayarli tomografik, histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve serolojik yontemlerle ¢ok yonlii olarak analiz edilmistir.

Osteoartritis, Diinya Saglik Orgiiti (DSO) tarafindan dejeneratif bir eklem
hastalig1 olarak tanimlanmakta olup, agri, topallik, eklem siskinligi ve hareket
kisitliligr gibi semptomlarla karakterizedir. Hem insanlarda hem de hayvanlarda
yaygin olarak goriilen bu hastaligin etiyopatogenezi olduk¢a karmasik olup, eklem
hasari, yas, kilo ve fiziksel aktivite gibi faktorler gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir
(Kotlarz ve ark., 2009; Loeser ve ark., 2012; WHO, 2021). Balinalardan kiiciik
laboratuvar hayvanlarina kadar bircok tiirde osteoartritis tespit edilmis olup, diinyanin
farkli bolgelerinde yapilan arastirmalar hastaligin 6zellikle kopek ve kedilerde ytiksek
prevalansa sahip oldugunu gostermektedir (Anderson ve ark., 2018; Epstein, 2019).

Osteoartritis’in patofizyolojisini daha iyi anlamak ve etkili tedavi stratejileri
gelistirmek amaciyla gesitli hayvan modelleri kullanilmaktadir. Ancak, literatiirde
ideal bir OA modelinin bulunmadig1, mevcut modellerin hastaligin belirli yonlerini
inceleme agisindan avantajlar sundugu, ancak bazi kisitlamalar tasidigi
belirtilmektedir. Hayvan modelleri, anatomik ve biyomekanik farkliliklar nedeniyle
insan OA patolojisini tam olarak yansitamayabilir ve hastalik siirecindeki bazi
mekanizmalar tilirler arasinda degisiklik gosterebilir (Chambers, Lynch, Feeley, &
Nevitt, 2023; Gregory ve ark., 2012; Little, & Hunter, 2013). Bu nedenle, model se¢imi
arastirmanin hedefledigi spesifik patolojik siirece bagli olarak yapilmalidir

(Lampropoulou-Adamidou ve ark., 2014). Deneysel OA modeli i¢in farkli hayvan
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tirleri kullanilsa da, kiigiik boyutlu ve ekonomik olmasi, kullanim kolayligi, hem
yaralanmaya hem de tedaviye hizli yanit vermesi nedeniyle, rat modeli bazi
sinirlamalar1 olmasina ragmen sikga tercih edilmektedir (Bendele, 2001; Kuyinu ve
ark., 2016; Teeple ve ark., 2011). Literatiirde ratlarin, diger hayvan tiirlerinden ve
insanlardan farkli olarak cerrahi girisim sonrast eklemlerini hizla kullanmaya
basladiklar1 ve bu nedenle daha hizli OA gelistigi bildirilmistir (Christiansen, 2019).
Bu nedenle tez ¢alismamizda da denek olarak ratlar tercih edilmistir.

Deneysel ostoartritis olusturmak amaciyla farkli yontemler tanimlanmustir.
Bunlar; spontan (genetik manipiilasyon), kimyasal (MIA, papain, kollajen vb.), cerrahi
(meniskdis yirtig1, parsiyel/total menisektomi, kollateral bag diseksiyonu, CrCL veya
CaCL transeksiyonu) ve non-invaziv (mekanik yiiklenme) yontemlerdir (Glasson,
Chambers, Van Den Berg, & Little, 2010; McCoy, 2015; Piskin ve ark., 2007).

Diz eklemi, OA modellemelerinde en yaygin kullanilan eklemlerden biridir
(Bendele, 2001; Christiansen, 2019; Lampropoulou-Adamidou ve ark., 2014). Cranial
cruciate ligament transeksiyonu (CrCLT) modeli, insan OA siirecine kiyasla hastaligin
daha hizli ilerlemesine neden olsa da, yeni ila¢ ve tedavi yaklasimlarinin test edilmesi
acisindan 6nemli bir avantaj sunmaktadir. Bu yontem, kontrollii ve hizli bir OA modeli
saglayarak, kisa vadeli caligmalar i¢in uygun bir segenek olusturmaktadir. Ayrica,
kimyasal ajan kullanilmamasi yeni farmasotik ajanlarin arastirilmasma olanak
tanirken, OA lezyonlarinin diger cerrahi modellere kiyasla daha yavas gelismesi uzun
stireli farmakolojik ¢aligmalar agisindan avantaj saglamaktadir (Piskin ve ark., 2007;
Vasseur, 2003). Osteoartritis gelisme hiz1 agisindan uygunlugu ve yeni ajanlarin etkin
sekilde degerlendirebilmesi amaciyla, c¢alismamizda CrCL transeksiyonu ile
osteoartritis modeli olusturulmustur.

Deneysel osteoartritis modellerinde kullanilan indiiksiyon yontemleri, hastaligin
siddeti ve ilerleme hizini belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Cranial cruciate
ligament transeksiyonu (CrCLT) modeli, eklemde mekanik instabilite olusturarak
OA’y1 daha fizyolojik ve progresif bir seyirle taklit eder. Mekanik instabilite,
inflamatuvar yanit1 artirmakta ve kikirdak yikimina yol agmaktadir. Stirekli anormal
yiiklenme, OA’nin ilerleyici ve kalict kikirdak hasarina neden oldugu kisir dongii
mekanizmasini baglatmaktadir (Christiansen, 2019; Kuyinu ve ark., 2016). Literatiirde

bu modelin 6-10 hafta i¢inde genellikle Kellgren-Lawrence (K-L) grade 2-3

119



diizeyinde kikirdak dejenerasyonu ile sonuglandigi bildirilmektedir (Little, & Hunter,
2013; Teeple, Jay, Elsaid, & Fleming, 2013;). Buna karsin, monosodyum iyodoasetat
(MIA) modeli kondrositlerde glikolizi inhibe ederek hizli hiicre 6liimiine yol acar ve
kisa siirede K-L Grade 3-4 diizeyinde, daha siddetli OA olusturur (Bendele, 2001;
Guingamp ve ark., 1997). Literatiirde, intraartikiiler enjeksiyonlarin 6zellikle OA’nin
erken evrelerinde daha etkili sonuglar verdigi bildirilmektedir (Bannuru, Vaysbrot,
Sullivan, & McAlindon, 2014; Henrotin ve ark., 2015). Ote yandan, ileri evre OA’da
(K-L Grade 4), kikirdak biitiinligii biiyiik olglide bozuldugundan, intraartikiiler
enjeksiyonlarin etkisinin smirli kaldigi ve bu tedavilerin protez adayi1 hastalarda
yapisal bir fayda saglamadigi bildirilmektedir (Altman ve ark., 2015; Jevsevar, 2013).
Bu nedenle, ozellikle erken evrede uygulanan tedavi protokolleri, OA’nin
progresyonunu yavaslatmak ve semptomlar1 kontrol altina almak acisindan daha
avantajlidir. Sunulan tez ¢alismasinda, CrCL transeksiyonu ile olusturulan hafif-orta
evrede OA modeli, tedavinin erken donem etkilerini degerlendirmek i¢in daha uygun
olmasi nedeni ile tercih edilmistir.

Cranial crucciate ligament transeksiyonu (CrCLT), literatiirde diz ekleminde OA
olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilan modellerden biridir (Elsaid, Machan, Waller,
Fleming, & Jay, 2009; Hayami ve ark., 2006). Hayami ve ark. (2006) tarafindan
yapilan c¢alismada, CrCL transeksiyonunu takiben iki hafta i¢inde kikirdak
dejenerasyonunun basladig1 ve alt1 hafta icerisinde osteofit olusumu gelistigi rapor
edilmistir. Bu modelin, ilerleyici kikirdak hasari, subkondral kemik sklerozu ve
osteofit olusumu gibi insan osteoartritis’inde goriilen temel patolojik degisiklikleri
yansittig1 belirtilmistir (Elsaid ve ark., 2009; Hayami ve ark., 2006). Calismamizda
benzer metod ile olusturulan osteoartritis modelinde 2. ve 8. haftada ¢ekilen
bilgisayarli tomografi bulgulari ile caligma sonunda yapilan histolopatolojik
degerlendirmeler de bu siireci desteklemektedir.

Osteoartritis’in patofizyolojisinde inflamasyon ve oksidatif stresin kritik rol
oynadig1 bilinmektedir (Berenbaum, 2013; Mobasheri, Matta, Zakany, & Mucumeci,
2015). Mevcut tedaviler semptomatik iyilesmeye odaklanmakta olup, sistemik
kullanilan NSAID’ nin uzun dénemde olumsuz etkilere yol agabildigi bildirilmektedir
(Flood, 2010; Zhang ve ark., 2008). Alternatif olarak kullanilan rejeneratif tip

yaklagimlar1 ve intraartikiiler enjeksiyonlarmn klinik etkinlikleri ise halen tartigsmalidir
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(Jo ve ark., 2014; Meheux, McCulloch, Lintner, Varner, & Harris, 2016).

Aytekin ve ark. (2020) ratlarda yaptifi calismada, 40 pL ve iizerindeki
intraartikiiler enjeksiyon hacimlerinde subdermal bdélgelere soliisyon kacagi
gozlemlediklerini, yalnizca 30 pLL hacminde bu tiir bir sizintiya rastlamadiklarini
bildirmektedir. Benzer sekilde, Wang ve ark. (2015) MRI ile desteklenen
degerlendirmelerinde, 6zellikle yiiksek molekiil agirlikli ajanlar kullanildiginda 20-30
uL arasinda yapilan enjeksiyonlarin fizyolojik eklem hacmiyle uyumlu oldugunu ve
periartikiiler kacak olusturmadigin1 belirtmektedir. Enjeksiyonun intraartikiiler
kalmasini saglamak ve eklem kapsiiliiniin distensiyona bagli hasar gorme riskini
azaltmak amaci ile calismamizda intraartikiiler uygulama i¢in 30 pL (0,03 ml)
enjeksiyon hacmi tercih edilmistir.

Osteoartritis tedavisi amact ile HA ve ozon uygulamalarinda ideal doz, etkili siire
ve kombinasyonlarin belirlenmesinin protokol parametrelerine duyarli oldugu, daha
ileri ve detayli arastirmalara ihtiyag¢ duyuldugu asikardir (Bocci, Borrelli, Travagli, &
Zanardi, 2009; Dayanir ve ark., 2020; Lopes de Jesus ve ark., 2017; Spassim ve ark.,
2022). Literatiir taramalarimizda, ozon’un tek basina ve HA ile kombine sekilde
belirtilen doz (30 puL), uygulama sikligi (haftada 1 kez bes hafta) ve CrCLT
osteoartritis modelinde kullanildigina dair deneysel bir ¢alismaya rastlanmamasi,
calismamizin 6zgiinliigiinii ortaya koymaktadir. Sunulan tez ¢alismasi, intraartikiiler
ve intraperitoneal ozon uygulamalarinin birlikte degerlendirildigi nadir ¢alismalardan
biri olup, bu yoniiyle de literatiire katki saglamaktadir.

Hiyaluronik asit’ in OA tedavisindeki etkinligi uzun siiredir tartisma konusu olup,
eklem sivisinin viskozitesini artirarak kikirdagi korudugu bildirilmistir (Jay ve ark.,
2007; Kawano ve ark., 2003). Bununla birlikte, HA nin klinik etkinligi tizerine yapilan
caligmalarin bazilarinda OA ilerlemesini yavaglattigi belirtilitken (Goldberg, &
Buckwalter, 2005; Schiavinato ve ark., 1989), baz1 ¢alismalarda ise herhangi bir
belirgin iyilesme saglamadigi bildirilmistir (Bannuru, Natov, Dasi, Schmid, &
McAlindon, 2011; Ghosh ve ark., 1993; Jevsevar, 2013; McAlindon ve ark., 2014,
Rutjes ve ark., 2012). Buna ragmen, FDA, osteoartritis tedavisinde HA’nin
kullanimin1 onaylamistir (Altman, & Bedi, 2019; FDA, 2001; Neustadt, 2006).
Molekiil agirliginin HA nin etkinligi tizerinde belirleyici bir faktor oldugu bilinmesine

ragmen, farkli molekiil agirliklarinin etkinligi konusunda literatiirde celiskili bulgular
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mevcuttur (Bagga, Burkhardt, Sambrook, & March, 2006; Migliore, Giovannangeli,
Granata, & Lagand, 2010). Yiiksek molekiil agirlikli HA preparatlarin daha uzun siireli
semptomatik iyilesme sagladigi da bildirilmektedir (Ghosh, & Guidolin, 2002). Bu
nedenle calismamizda yiiksek viskozite ve biyomekanik stabilite saglamak amaciyla
1,0- 1,2 milyon dalton molekiil agirhiginda Ostenil® (10 mg/ml, Trb Chemedica,
Vouvry, Isvigre) preparat1 kullanilmistir.

Ozon’un osteoartritis tizerindeki etkisini arastiran c¢aligmalarin biiyiik Slgiide
intraartikiiler uygulamaya odaklanan klinik aragtirmalar oldugu (Clavo ve ark., 2022;
Fernandez-Cuadros ve ark., 2022), ayrica deneysel hayvan modellemelerinin daha
siirl diizeyde kaldigi goriilmektedir (Borrelli ve ark., 2015; Spassim ve ark., 2022;
Yilmaz ve ark., 2021; Xu ve ark., 2020). Klinik ¢caligmalar metodolojik kisitlamalar ve
hasta degiskenligi gibi sinirlamalara sahip oldugundan, kontrollii deneysel ¢alismalar
OA mekanizmalarinin anlagilmasi agisindan kritik dneme sahiptir. Yapilan ¢alismalar,
ozon’un daha ¢ok kimyasal (MIA) olarak olusturulan OA modelinde intraartikiiler
enjeksiyonun etkilerini incelemekte olup (Spassim ve ark. 2022; Xu ve ark. 2020),
deneysel mekanik OA modelinde ve intraperitoneal sistemik etkileri lizerine yapilan
arastirmalar oldukc¢a smirlidir (Yilmaz ve ark., 2021). Ayrica lokal ile sistemik etkinin
karsilastirildigi bir caligmaya rastlanmadig1 goriilmektedir. Bu nedenle, ¢alismamiz
ozon’un hem intraartikiiler hem de sistemik etkilerini arastiran bir deneysel calisma
olarak, OA tedavisindeki potansiyel mekanizmalarin daha iyi anlasilmasini saglamak
icin dizayn edilmistir.

Ozon uygulamalarinda doz konsantrasyonu ve frekansi kritik 6neme sahiptir.
Deneysel osteoartritis modellerinde intraartikiiler ozon enjeksiyonlarmin etkinligi ve
dozaj1 izerine yapilan ¢aligmalar, ozon un anti-inflamatuvar, analjezik, antioksidan ve
kondroprotektif etkilerini ortaya koymaktadir (Asadi, Farzanegi, & Azarbayjani, 2018;
Fernandez ve ark., 2016). Spassim ve ark.’nin (2022) 5 ve 10 pg/mL’lik dozlar
karsilastiran ¢alismasinda, her iki doz da kikirdak koruyucu etki gosterirken, daha
diisiik dozun makroskopik skorlar bakimindan biraz daha iyi sonuglar vermesi, "daha
fazlas1 her zaman daha iyi degildir" prensibini desteklemistir. Daha diisiik dozlarin
(10-20 pg/mL) ise hafif diizeyde, ancak yine de pozitif etkiler sundugu belirlenmistir
(Lopes de Jesus ve ark., 2017). Yapilan c¢alismalar, 20-40 pg/mL ozon

enjeksiyonlarinin inflamasyonu baskiladigi, oksidatif stresi azalttigi ve kikirdak
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biitiinliglinli korudugunu gostermektedir. Ayrica bu dozda uzun siireli uygulamalarin
(=6 hafta) OA progresyonunu yavaslattig1 bildirilmistir (L1, Liu, Du, Huang, & Wang,
2020; Spassim ve ark., 2022). Yu ve ark. caligmalar1 (2010), intraartikiiler 35 pg/mL
ozon’un eklem inflamasyonunu diizenleyerek kikirdak dejenerasyonunu
Onleyebilecegini ve serbest radikalleri temizleme kapasitesini artirabilecegini, ancak
70 pug/mL dozunun giiglii oksidatif stres nedeniyle kikirdak hasarina yol agabilecegini
gostermistir. Mevcut calismalar genellikle diistik ve orta doz araliginda (10—40 pg/mL)
bir dozaji1 tercih etmekte olup, uygulama sikliginin da dikkatlice ayarlanmasinin 6nemi
vurgulanmaktadir (Borrelli, & Bocci, 2018; Clavo ve ark., 2022).

Cogu deneysel olusturulan OA modelinin tedavisinde ozon, HA vb. enjeksiyonlar
haftalik veya birka¢ giinde bir aralikli olacak sekilde, toplamda 3-5 doz seklinde
uygulanmaktadir (Dayanir ve ark., 2022; Yilmaz ve ark. 2021; Zhang, Robertson,
Zhao, Chen, & Xu, 2019). Klinik calismalar, diz osteoartritis tedavisinde ozon
enjeksiyonlarinin genellikle haftada bir, 3—4 hafta boyunca yapildigint ve etkinin
birkac ay siirebildigini gostermektedir (Raeissadat ve ark., 2018). Hiyaluronik asit
enjeksiyonlar1 ise, tek doz veya 3 hafta {ist liste uygulanan protokollerle
degerlendirilmektedir (Wu ve ark., 2017). Genel olarak OA’nin intraartikiiler
tedavisinde uygulama siiresi ve sikliginin haftada bir ila ti¢ kez olacak sekilde 4-8 hafta
arasinda degistigi bildirilmistir (Borrelli ve ark., 2015; Li ve ark., 2020; Lopes de Jesus
ve ark., 2017; Spassim ve ark., 2022). Bu dogrultuda, bizim ¢alismamizda ratlarda
CrCLT ile olusturulan osteoartritis’in tedavisinde ozon’un 30 pg/mL dozdan haftada
bir kez bes hafta siire ile uygulamasi tercih edildi. Elde edilen bulgularin, intraartikiiler
OA tedavisinin optimal doz ve uygulama siiresinin belirlenmesine katki saglamasi
beklenmektedir.

Ratlarda diz ekleminde olusturulan osteoartritis modellerinde fonksiyonel
degerlendirme i¢in yiirliylis analizi, agr1 Ol¢liimii ve yiik tasima testleri gibi c¢esitli
yontemlerin kullanildigini bilinmektedir. CatWalk XT sistemi; adim uzunlugu, basing
dagilim1 ve uzuv koordinasyonunu bilgisayarli olarak analiz ederken, dinamik agirlik
tasima testinden OA’nin fonksiyonel etkilerini degerlendirmede yararlanilmaktadir
(Bove ve ark., 2006; Havelin ve ark., 2016). Agr1 degerlendirmesinde ise; Von Frey
(Malfait ve ark., 2013), termal hiperaljezi (Pitcher, Sousa-Valente, & Malcangio,
2016) ve spontan agr1 testleri (Gregory ve ark., 2013) sikca kullanilmaktadir. Ozellikle
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topallik, OA’nin ilerleyisini yansitan 6nemli bir klinik bulgu olup, bu testlerle objektif
olarak degerlendirilebilmektedir. Osteoartritis siirecinde, diz ¢evresindeki kaslarda
atrofi gelismekte ve kas giiciinde belirgin azalma gozlenmektedir. Musculus tibialis
anterior, M. quadriceps ve M. gastrocnemius lizerinde yapilan ¢alismalarda, OA’ya
bagli kas kitlesi ve hacmindeki azalmalar MRI ve mikro-BT ile gosterilmis olup,
histolojik kesit analizleriyle de kas lif ¢ap1 ve tipinde meydana gelen degisiklikler
degerlendirilmistir (Cunha ve ark., 2019; Xu ve ark., 2020). Sunulan tez ¢alismasinda,
diz eklemi fonksiyonunun degerlendirilmesinde topallik, eklem eflizyonu, kas atrofisi
ve doku hassasiyeti gibi parametreler dikkate alinarak olusturulan subjektif bir
degerlendirme kullanildi ve istatistiksel analizler ile gruplar arasi karsilagtirma
gerceklestirildi.

Osteoartritis’in en belirgin klinik gostergelerinden biri olan topallik; eklem
dejenerasyonu, agr1 ve hareket kisitliliginin bir yansimasidir. Caligmamizda
intraartikiiler ve intraperitoneal kontrol grubu (Grup I ve V) ile Grup II, III, IV ve VI
arasinda anlaml fark bulunmasi (p<0,05), kontrol gruplarinda hastaligin ilerledigini
ve agri kaynakli hareket kisithligi gelistigini gostermektedir. Bununla birlikte,
intraartikiiler kontrol grubu (Grup I) ile intraperitoneal kontrol grubu (Grup V)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasi, CrCLT ile olusturulan
deneysel OA modelinde cerrahi islemin benzer derecede OA gelisimine yol ag¢tigini
diistindiirmektedir.

Hiyaluronik asit (HA), OA tedavisinde yaygmn olarak kullanilan
viskosuplemantasyon ajanlarindan biri olup, eklem sivisinin elastoviskoz 6zelliklerini
tyilestirdigi, agriy1 azalttigi ve eklem fonksiyonlarimi destekledigi bilinmektedir
(Altman ve ark., 2015). Calismamizda, intraartikiiler HA uygulanan grupta, kontrol
gruplarina kiyasla topallik ve eklem efiizyonunda belirgin azalma gozlenmistir. Bu
bulgular, HA’ nin sinovyal inflamasyonu baskilayic1 ve eklem hareketliligini artirici
etkileri ile ortismektedir (Henrotin, Hauzeur, Bruel, & Appelboom, 2012).
Intraartikiiler ozon uygulanan grupta eklem efiizyonunun en az diizeyde oldugu, kas
atrofisinin belirgin olarak azaldig1 ve topallik skorlarinin diger gruplara gore daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Topallik derecesi en hafif grup olarak belirlenen
intraartikiiler ozon+HA grubunda ise, hi¢bir denekte kas atrofisine rastlanmamustir.

Bilgisayarli tomografi (BT) ve 0&zellikle mikro-BT, OA’ya bagli eklem
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dejenerasyonunun kantitatif ve li¢ boyutlu olarak incelenmesinde giivenilir bir yontem
olarak tanimlanmistir (Batiste ve ark., 2004; Bagi ve ark., 2015; Bouchgua ve ark.,
2009). Yapilan ¢alismalar, geleneksel tomografiye kiyasla daha yiliksek ¢oziintirliik
saglayan mikro-BT’nin hem osteofit olusumunu hem de eklem araligi daralmasini
tespit etmede yliksek duyarliliga (%90) sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Bouchgua
ve ark., 2009). Son 10 yilda yapilan deneysel c¢alismalar, mikro-BT tekniginin,
osteoartritis modellerinde hem farmakolojik hem de biyolojik tedavilerin eklem
tizerindeki yapisal etkilerini degerlendirmede basariyla kullanildigin1 ortaya
koymaktadir (Bagi ve ark., 2015; Mohan ve ark., 2011; Stoltz ve ark., 2006). Bununla
birlikte, goriintilleme sonucglarinin  osteoartritis modeli, hayvanin yasi ve
osteoartritis’in  gelisim siiresine bagli olarak degisiklik gosterebilecegi de
vurgulanmaktadir (Botter ve ark., 2011).

Brombini ve ark. (2021) tarafindan tavsanlarda gerceklestirilen calismada,
CrCLT ile olusturulan osteoartritis modelinde HA, triamcinolone acetonide ve
ozon’un (30 pg/mL) tedavi etkinligi karsilastirilmistir. Cerrahi islem Oncesi, islem
sonrast 6. hafta ile 11. haftada BT ¢ekilmistir. Elde edilen goriintiilerde, osteofit
olusumu ve eklem araligi 0-3 puanlik bir skala {lizerinden degerlendirilmistir.
Calismamizda ise, ratlarda OA modeli olusturulmasi sonrasi bilgisayarli tomografi
cekimi ve goriintiilerin degerlendirilmesi, Brombini ve ark. (2021) tarafindan
kullanilan bu skorlama sistemiyle 2. ve 8. haftada yapilmistir. Tez ¢aligmamizda, 2.
haftada tiim gruplarin bilgisayarli tomografik degerlendirme skorlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmamasi, modeli olusturmak i¢in yapilan
cerrahi girisimin her grupta esit diizeyde uygulandigini ortaya koymaktadir. Gruplar
arasinda 2. haftada anlamli fark goriilmezken (p>0.05), 8. haftada Grup I ile Grup II,
ML, IV ve Grup V ile Grup III, IV arasinda anlaml farklarin saptanmasi (p<0.05), BT
goriintiilemeleriyle OA’nin  zaman icinde ilerleyici karakterini ve tedavi
protokollerinin etkisini gostermektedir.

Brombini ve ark.’nin (2021) g¢aligmasinda, HA ve ozon’un yalnizca bireysel
etkileri degerlendirilmis, kombinasyon tedavisine yer verilmemistir. Tez
calismamizda hiyaluronik asit (HA) ve ozon’'un yam swra ozontHA
kombinasyonunun, olusturulan OA modeli tizerindeki etkileri bilgisayarli tomografi

(BT) ile degerlendirilmistir. Ozellikle 8. haftada osteofit olusumunun belirgin artis
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gostermesi ve ozontHA grubunda bu artisin anlamli diizeyde engellenmis olmasi,
ayrica eklem araliginin daha iyi korunmasi yonleri kombinasyon tedavisinin olumlu
etkisini ortaya koymaktadir. Bu bulgu, Wang ve ark. (2015)’nin da belirttigi iizere,
osteofitlerin bolgesel olarak farkli gelisim gosterebildigi ve tedavi yanitinin bolgeye
gore degisebilecegi goriislinii de desteklemektedir. Ayrica, Wang ve ark. (2015) ve
Botter ve ark. (2011) gibi kaynaklar, tomografik analizlerin kii¢iik hayvan
modellerinde hareket artefaktlar1 ve diisiik kontrast gibi teknik sinirlamalar
barindirabilecegini bildirmistir. Bu durum, bizim c¢alismamizda da bazi bireysel
degerlendirme eksikliklerinin olugsmasina neden olmustur. Buna ragmen, ¢alismamiz
hem bireysel hem de kombine tedavi yaklasimlarinin kondroprotektif etkilerini
bilgisayarli tomografi ile degerlendirerek literatiire onemli katki saglamaktadir.
Osteoartritis’in ilerleyisini degerlendirmek i¢in kullanilan makroskobik ve
mikroskobik incelemeler, kritik dneme sahiptir. Laverty ve ark. (2010) tarafindan
Onerilen Osteoarthritis Research Society International (OARSI) histopatolojik
skorlama sistemi, OA’nin makroskobik ve mikroskobik bulgularini derecelendirmede
yaygin kullanilan bir standart haline gelmistir. Bu sistem; kikirdak yiizey biitiinliigii,
subkondral kemik degisiklikleri ve osteofit olusumu gibi parametreleri makroskobik
olarak degerlendirerek, OA progresyonunu belirlemede Onemli bir referans
saglamaktadir. Modifiye OARSI skoru kullanilan bir ¢alismada (Hayami ve ark.,
2006) cerrahi girisimden iki hafta sonra kikirdak hasar tespit edilebilmistir. Bu
kikirdak hasari, 8. hafta sonunda ylizey piiriizlenmesi, kikirdak defektleri ve osteofit
gelisimi seklinde ilerlemistir. Sunulan tez ¢alismamizda cerrahi girisim sonrasi 2.
haftada BT ¢ekimi ile OA olusumu teyit edilmistir. Calismamizda eklemin sagital kesit
ylizeyinin makroskobik degerlendirilmesinde Hayami ve ark. (2006) tarafindan
kullanilan modifiye OARSI skoruna benzer sekilde semikantitatif olarak kikirdak
ylizeyi orijinal parlakligi/opakligi, eklem ylizeyinin piiriizlii olup olmadig1 ve gozle
goriiliir osteofit olusumu yonlerinden farkli tedavi gruplarinda degerlendirilmistir.
Osteoartritis’de meydana gelen mikroskobik degisiklikleri agiklamak i¢in, OARSI
histopatolojik skorlama sistemi (Pritzker ve ark., 2006; Takahashi ve ark., 2019) ve
modifiye Mankin skoru (Mankin, 1971; Moody ve ark., 2012) kullanilmaktadir
(Takahashi ve ark., 2019). Mankin skorlamasi igin genellikle 0-14 aras1 degerler

kullanilmaktadir (Jean ve ark., 2007; Yilmaz ve ark., 2021). Calismamizin sonunda
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elde edilen doku ornekleri Safranin-O ile boyanarak, hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobunda incelenmistir. Calismamizda kullanilan modifiye Mankin skorlama
sistemi ile yapi, hiicresellik, boyanma ve tidemark biitiinliigiinii i¢ceren 4 parametre
tizerinden 0-16 arasinda skorlama yapilmustir.

Yapilan ¢aligma literatiirdeki farkli calismalarla kiyaslanirken, modelleme siireci,
kullanilan inflamatuvar indiiksiyon mekanizmalari, hayvanlarin biyolojik 6zellikleri
(yas, kilo, tiir vb.), deney siiresi, degerlendirme yonteminde farklilik, kullanilan
skorlama sistemi, Otenazi zamani, boyama yontemleri gibi faktorlerin sonuglar
tizerinde etkili olabilecegi goz dniinde bulundurulmalidir. Tez ¢calismamizda, haftada
bir kez 5 hafta siire ile salin uygulanan intraartikiiler kontrol grubunun modifiye
Mankin skoru ortalamasi1 7,63+1,40, intraperitoneal kontrol grubunda ise 6,5+2,17
olarak belirlenmistir. Benzer OA modeli ile tek doz salin enjeksiyonundan 4 hafta
sonra Otenazi uygulayan Karahan ve ark. (2020) ise ayni skoru 9,40+1,64 olarak
bildirirken, Jean ve ark. (2007) ise bu skoru 8,82 + 0,43 olarak bulmustur. Y1lmaz ve
ark. (2021) 10. haftada 6tenazi uygulanan kontrol grubu ratlarda Mankin skorunu
8,17+2,12 olarak bildirmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen skorlar, bizim verilerimizle
uyumludur.

Calismamizda haftada bir kez 5 hafta siire ile HA enjeksiyonu uygulanan grupta
belirlenen ortalama Mankin skoru 5,67£1,86 olup, tek doz hiyaluronik asit
enjeksiyonu uygulayan Karahan ve ark.’nin (2020) calismasinda bildirilen 5,40+1,77
skoru ile benzerlik gostermistir. Mankin skorunda benzer sonuglar elde edilmesi, tek
doz veya bes doz intraartikiiler HA enjeksiyonunun kikirdak iyilesmesi ve korunmasi
acisindan histopatolojik olarak benzer etki sagladigini, etkisinin erken donemde
maksimize olabilecegini ve tekrarlayan enjeksiyonlarin eklem biitiinliigli iizerinde
uzun vadeli ek bir fayda saglamadigini géstermistir.

Teeple ve ark. (2011), CrCLT sonras1 ilk haftadan itibaren haftada iki kez olmak
izere toplam dort hafta boyunca deneklere intraartikiiler HA enjeksiyonu uygulamis
ve 8. haftada Otenazi islemi gerceklestirmistir. Histopatolojik degerlendirme igin
yapilan OARSI skorlamasinda, HA uygulanan grubun kontrol grubuna kiyasla anlaml
bir iyilesme gostermedigi, kondroprotektif etkisinin siirlt oldugunu ve belirgin bir
yapisal diizelme saglamadigini ortaya koymustur. Benzer deney modeli ve uygulama

periyodu kullanilan ¢alismamizda ise, yapilan Mankin skorlamasinda kontrol ve HA
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verileri karsilastirildiginda, HA’nin kikirdak dejenerasyonunu belirli bir 6l¢iide
azalttig1, ancak, bu iyilesmenin yeterli yapisal diizeyde olmadiglr gézlemlenmistir.
Bulgular, Teeple ve ark.’nin (2011) ¢alismasiyla kismen uyumludur. Her iki ¢alisma
da HA’nin osteoartritis tedavisinde eklem i¢i viskoziteyi artirarak mekanik destek
saglama ve inflamasyonu azaltma yoluyla etki gosterdigini, ancak bunun tam bir
rejeneratif etkiye donlismedigini, tek basina anlamli bir kikirdak iyilesmesi
saglamadigin1 ve kikirdak koruyucu etkisinin artirilmasi i¢in kombine tedavi
protokollerine ihtiya¢ duyuldugunu ortaya koymaktadir.

Ozkan ve ark. (2015) CrCLT ile birlikte menisektomi uyguladiklar1 ¢alismada
Mankin skorunu maksimum 14 iizerinden degerlendirirken, calismamizda 0-16 aralig1
tercih edilmistir. Ozkan ve ark.’nin (2015) ¢alismasinda HA’ nin kikirdak koruyucu
etkisi 2,28 olarak hesaplanirken, bizim c¢alismamizda bu oran 5,67 olarak
belirlenmistir. Her iki calismada da benzer zamanlarda HA uygulamasinin kikirdak
dejenerasyonunu azalttigi goriilmektedir, ancak Ozkan ve ark.’nin ¢aligmasinda
HA’nin daha yiiksek bir koruyucu etki gosterdigi rapor edilmistir. Bu farkliligin,
kullanilan model ve Mankin skoru degerlendirme metodolojisinden kaynaklandigi
distiniilmistiir.

Osteoartritis modeli olarak CrCLT ile olusturulan deneysel calismalarda, ozon
tedavisinin histopatolojik olarak kapsamli degerlendirildigi caligmalara literatiirde cok
az sayida rastlanmaktadir. Genellikle deneysel ozon galismalari, MIA (monosodyum
iyodoasetat) gibi kimyasal ile indiiklenen artritis modellerinde yapilmis olup, diz
ekleminde travmatik osteoartritis (OA) modeli kullanarak intraartikiiler ozon
tedavisinin etkilerine ait bulgular yeterli diizeyde degildir.

Yu ve ark. (2010) tarafindan gergeklestirilen calismada, ratlarda CrCLT ve medial
meniskiis’lin 1/3’iiniin rezeksiyonu ile olusturulan OA modelinde, giin asiri, 1. ve 3.
haftalarda olacak sekilde bir gruba 35 ug/mL ve diger gruba ozon 70 ug/mL ozon
uygulanmigtir. Tim gruplar, cerrahi islemden 4 hafta sonra Otenazi edilerek
degerlendirilmistir. Mankin skoru 35 pg/mL ozon kullanilan grupta 5,5+1,41, 70
ug/mL ozon grubunda ise 8,63+0,52 olarak belirlenmistir. Ozon 35 pg/mL uygulanan
grupta elde edilen Mankin skorunun, kontrol ve 70 pg/mL verilen gruba gore anlaml
derecede diisiik oldugu belirlenmis olup (p< 0.01), bu durum kikirdak hasarimnin
azaldigimi gostermektedir. Yilmaz ve ark. (2021), CrCLT modelinde giinliik 30 pg/
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mL doz ile 3 hafta boyunca, 2 ml intraperitoneal ozon uygulamasi sonrasi, 10. haftada
denekleri Otenazi etmistir. Caligmada yalnizca intraperitoneal ozon uygulanmis,
intraartikiiler ozon tedavisi degerlendirilmemis olup, intraperitoneal ozon grubunda
Mankin skoru 4,72+1,30 olarak belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise, Mankin skoru
intraperitoneal ozon grubunda 4,5+1,84 ve intraartikiiler ozon grubunda 3,8+1,03
olarak Ol¢lilmiis olup, sonuglar benzerdir. Bu bulgu, intraperitoneal ve intraartikiiler
ozon uygulamasmin kondroprotektif etki saglayabilecegi diisiindiirmektedir. Yapi
skoru acisindan, intraartikiiler ozon grubumuzda 0,9+0,57, intraperitoneal ozon
grubumuzda ise 2,9+1,20 olarak belirlenmis olup, intraartikiiler ozon’un eklem
yapisini daha iyi korudugu gozlemlenmistir. Boyanma skoru, intraartikiiler ozon
grubumuzda 2,4+0,70, intraperitoneal ozon grubumuzda ise 0,9+0,73 olarak
bulunmus, intraartikiiler ozon grubunda daha yiiksek bir deger saptanmistir. Bu durum,
proteoglikan ~ kaybmin  intraartikiiler ~ ozon  tedavisinde tam  olarak
engellenemeyebilecegini diisiindiirmektedir. Yu ve ark. (2010) intraartikiiler ozon
kullanarak lokal etkiyi arastirirken, Yilmaz ve ark.’min (2021) calismasi yalnizca
sistemik ozon tedavisinin etkisini degerlendirmistir. Bizim ¢aligmamiz hem sistemik
hem de lokal ozon uygulamalarini kiyaslamis ve intraartikiiler ozon’un eklem {izerine
yapisal koruma saglama etkisini ortaya koymustur. Intraartikiiler ozon, eklem
yapisinin  korunmasinda daha etkili gortiniirken, proteoglikan kaybini 6nlemede
intraperitoneal ozon daha stabil bir etki gostermektedir. Intraartikiiler ozon’un
proteoglikan kaybini tamamen dnleyememesi, doz ve uygulama siiresine bagli olabilir.
Bu farkliliklar1 netlestirmek i¢in daha uzun siireli takipler, farkli dozlarla
karsilastirmal1 calismalar ve intraartikiiler ozon’un kikirdak tlizerinde uzun vadeli
etkisini degerlendiren ileri arastirmalar gereklidir.

Ozon, eklem i¢i inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltict oOzellikleri ile
bilinmektedir (Schwartz ve ark., 2010). Gupta ve ark. (2019), HA nin osteoartritis
tizerindeki etkilerini hem hayvan modellerinde hem de klinik c¢alismalarda
degerlendirmistir. Hiyaluronik asit’in OA tedavisinde tek basina uygulanmasinin yani
sira, bazi ¢calismalar ozon ile kombine kullanimint da degerlendirmistir. Hiyaluronik
asit ve ozon’un birlikte kullanimi, eklem i¢i inflamasyonun iki farkli mekanizma
tizerinden azaltilmasini saglayabilir. Hiyaluronik asit eklem sivisinin viskozitesini

artirarak siirtlinmeyi azaltirken, ozon serbest radikalleri notralize ederek oksidatif
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stresin yol actig1 hiicresel hasar1 6nleyebilmektedir (Bocci, 2006; Borrelli ve ark.,
2015). Dayanir ve ark. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Kaolin-Carrageenan
ile olusturulan OA tedavisinde ozon, HA ve ozon+HA kombinasyonunun etkinligi
incelenmistir. Osteoartritis bulunan eklemlerde intraartikiiler ozon tedavisinin
histopatolojik iyilesme, antinosiseptif etkinlik ve diz eklemi cevresel Olgiimleri
acisindan yararh etkileri oldugu, kombine tedavinin ise tek HA ve tek ozon’a kiyasla
eklem koruyucu ve antiinflamatuvar etkiler agisindan iistiin oldugu belirlenmistir.
Calismamizin verilerine gore ozontHA kombinasyonunun tek HA veya tek ozon
kullanimina kiyasla daha {istiin olabilecegi bulunmustur.

Hiyaluronik asit ve ozon kombinasyonunun eklem saglig1 {izerindeki sinerjik
etkilerini destekleyen bir diger ¢alismada, ozon’un sinovyal inflamasyon iizerindeki
antioksidan etkileri incelenmis ve ozon tedavisinin eklemdeki oksidatif stresi azalttig
bildirilmistir (Borrelli, & Bocci, 2018). Genel olarak, literatirde HA ve ozon
kombinasyonunun osteoartritis tedavisindeki potansiyel sinerjik etkilerini destekleyen
az sayida calisma (Dayanir ve ark., 2022; Lin ve ark., 2022; Silva Janior ve ark., 2020)
bulunmakla birlikte, daha fazla molekiiler diizeyde aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Gelecekteki ¢aligmalar, kombine tedavinin uzun vadeli etkinligini, optimal dozajlarim
ve biyomekanik etkilerini daha ayrintili bir sekilde ortaya koymalidir.

Lin ve ark. (2022) insan diz osteoartritis tedavisinde farkli intraartikiiler
enjeksiyon yontemlerini iceren meta-analizde agri, fonksiyonel iyilesme ve klinik
etkinlik parametreleri (VAS, WOMAC) iizerinden degerlendirme yapmislardir. Bu
analizde, PRP+HA ve Ozon+HA kombinasyonlarinin, tek basina PRP, HA veya ozon
uygulamalarina kiyasla daha etkili oldugu bildirilmistir. Sunulan c¢alismamizda,
ratlarda CrCLT ile olusturulan OA modelinde kontrol, HA, ozon ve ozont+tHA
kombinasyonunun  kondroprotektif  etkisi  klinik, bilgisayarli tomografik,
histopatolojik, immiinohistokimyasal ve serolojik analizler yoluyla arastirilmistir. Lin
ve ark.’nin calismasinda, ozontHA kombinasyonunun istiinliigli ortaya konulmus
olsa da, histopatolojik ve immunohistokimyasal analizlere yer verilmemistir. Buna
karsin, calismamizda ozon+HA tedavisinin Mankin skorunu (3,3+1,25) belirgin
sekilde diisiirdiigli, kikirdak yapisini korudugu ve inflamatuvar siireci diizenledigi
ortaya konulmustur. Bu yoniiyle ¢alismamiz, etki mekanizmalarini da ortaya koyarak

literatiire 6nemli katkilar sunmaktadir.
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Silva Junior ve ark. (2020) ise, kalca displazisine bagli osteoartritis gelisen
kopeklerde HA ve ozon+HA tedavilerini karsilagtirmis olup, ozon+HA ’nin kinetik
parametreler acisindan fayda sagladigini bildirmistir. Ancak bu ¢alismada ozon tek
olarak degerlendirilmemis, histopatolojik, immunohistokimyasal ve serolojik
analizlere yer verilmemistir. Bizim ¢alismamizda ise, kikirdak dejenerasyonunun
bilgisayarli tomografik, histolopatolojik ve serolojik olarak daha diisiik seviyelerde
gergeklestigi ozon-HA kombinasyonunun hem ozon hem de HA’ya kiyasla daha etkili
oldugu belirlenmistir. Ayrica, Silva Janior ve ark.’nin caligmasinda tek doz
intraartikiiler HA (0,75 mL, 8 mg/g) ve ozon (45 pg/mL) insuflasyon yOntemiyle
birlikte uygulanmis, radyografik degerlendirmede anlamli bir fark saptanmamaistir.
Buna karsilik, bizim c¢alismamizda farkli doz (30 pg/mL) ve tekrarlayan uygulamalar
ile tedavi etkinligi bilgisayarli tomografik olarak daha ayrintili incelenmistir.
Calismamiz, bu tedavi kombinasyonunun klinik uygulamalara 151k tutabilecek nitelikte
detayl1 bilgisayarli tomografik ve histopalolojik veriler sundugunu gostermektedir.

Calismamizda, kikirdak matriks kayb1 genisliginin modifiye Mankin skorlar1 ile
paralel seyretti3i gozlemlenmistir. Zonal analizde, ylizey (%0 derinlik), tidemark
(%100) ve orta bolge (%50) diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklar tespit edilmistir (p= 0,010; p= 0,020; p= 0,025). Z1 bolgesinde, intraartikiiler
ozon ve ozont+HA uygulamalari en diisiik dejenerasyon skorlarina sahip gruplar olarak
one ¢ikmistir. Z2 ve Z3 bolgelerinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p> 0,05). Bu durum, osteoartritik siirecin daha derin kikirdak katmanlarina
ilerlemesinin zaman almasi ya da tedavilerin esas olarak yiizeysel bolgelerde etkili
olmasindan kaynaklanmis olabilir. Intraartikiiler ve intraperitoneal kontrol gruplarinda
yaygin ve belirgin kikirdak hasari saptanirken, tedavi gruplarinda bu hasarin daha
smirl oldugu belirlenmistir. Intraartikiiler HA uygulamasi, kontrol grubuna kiyasla
koruyucu etki gosterse de, ozon ya da ozontHA kombinasyonu kadar etkili
olmamustir. Ozellikle intraartikiiler ozon tedavisinin, HA’ya kiyasla daha diisiik
kikirdak kayb1 genisligi ve dejenerasyon skorlari ile sonuglandigr goriilmiis, bu durum
ozon’un antiinflamatuvar ve doku yenileyici etkilerini destekleyen literatiirle (Bocci,
2006; Borrelli ve ark., 2015; Spassim ve ark., 2022) uyumlu bulunmustur.

Intraartikiiler ozon+HA kombinasyonu ise, 6zellikle yiizey bolgesinde (%0

derinlik) en diisiik matriks kayb1 ve dejenerasyon skoru ile en etkili tedavi yaklasimi
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olarak one cikmustir. Intraperitoneal ozon uygulanan grupta, modifiye Mankin
skorlamasinda olumlu sonuclar elde edilmis olsa da, kikirdak matriks kaybi ve
dejenerasyon agisindan daha az koruyucu etki gbézlenmistir. Bu durum, sistemik
uygulamanin inflamasyonu azaltmada etkili oldugunu, ancak lokal matriks koruyucu
etki agisindan intraartikiiler uygulamalarin daha iistiin oldugunu diigiindiirmektedir.
Literatiirde, CrCLT modeli ile olusturulan OA’da intraartikiiler ozon+HA
kombinasyonunun kikirdak matriks kaybi ve dejenerasyon skoru ile birlikte
degerlendirildigi kapsamli bir calismaya rastlanmamasi yoniiyle ¢alismamiz literatiire
katki acisindan son derece onemlidir.

TNF-o’nin akut fazda yiikselip, kronik donemde IL-10 gibi antiinflamatuvar
sitokinlerle dengelenebilecegi bilinmektedir (Bocci, 2011). Literatiirde, ozon
tedavisinin OA olusturulan ratlarda IL-6 ve TNF-a seviyelerini anlamli sekilde
azalttig1 gosterilmistir (Fernandez-Cuadros ve ark., 2022; Xu ve ark., 2020; Zhang ve
ark., 2008). Campo ve ark. (2003), HA ve kondroitin siilfat kombinasyonunun
inflamasyonu azalttigimmi, ancak TNF-a diizeylerini dogrudan etkilemedigini
gostermistir. Yapilan benzer bazi ¢alismalarda ise, TNF-o seviyelerinde belirgin bir
degisiklik gozlenmemistir (Chen, Yu, Lu, & Lin, 2013; Roth ve ark., 2005).
Calismamizda ise, TNF-a diizeylerinde gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir
farklilik tespit edilememistir. Bu veriler, osteoartritis patogenezinde TNF-o’nin kritik
roliinii vurgulamakla birlikte, HA ve ozon gibi ajanlarin TNF-a’y1 dogrudan
baskilamak yerine inflamatuvar siireci modiile ettigini diisiindiirmektedir (Goldring,
& Otero, 2011; Lopes de Jesus ve ark., 2017; Migliore, & Procopio, 2015).

Osteoartritis; kikirdak dejenerasyonu, inflamasyon ve matriks bilesenlerinin kayb1
ile karakterizedir (Goldring, & Otero, 2011). Kollajen tip II, eklem kikirdaginin ana
yapisal bileseni olup, osteoartritis silirecinde MMP-13 gibi enzimler tarafindan
yikimlanir (Goldring, & Marcu, 2009; Mehana, Khafaga, & El-Blehi, 2019). Ratlarda
olusturulan farkli osteoartritis modellerinde, kikirdak onariminda kollajen tip Il
seviyelerinin arttig1 rapor edilmistir (Borrelli, & Bocci, 2018; Zheng ve ark., 2020).
Yapilan ¢aligsmalar (Luo, 2017; Manoto, Maepa, & Motaung, 2018; Xu ve ark., 2020)
ozon’un OA tedavisinde uygulanmasinin MMP-13 ekspresyonunu azaltip, kollajen tip
IT seviyesini artirarak, kikirdak dejenerasyonunu 6nledigini bildirmistir. Calismamizda

intraartikiiler ve intraperitoneal kontrol gruplarinda kollajen tip II boyanmasinin diisiik
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olmasi, OA siirecinde kollajen tip II ekspresyonunun baskilanmasi ve kikirdak
yapisinin  bozulmasini  agiklamaktadir. Intraartikiiler HA, ozon ve ozon+HA
gruplarinda ise, kollajen tip II igin gii¢cli bir boyanma goézlenmistir. Bu sonug,
tedavilerin  kikirdak rejenerasyonunu  destekleyerek, matriks  biitiinliglni
koruyabilecegini gostermekte olup, literatiir ile uyumludur. Intraperitoneal ozon
grubunda sistemik inflamasyon baskilanarak dolayli olarak kikirdak yikimi
yavaslatilmis olabilir, ancak intraartikiiler uygulamalar kadar belirgin bir iyilesme
saglanamamustir.

Metalloproteinazlar (MMP’ler), oOzellikle MMP-13, osteoartritis’de eklem
yikiminda kritik role sahiptir ve kollajen tip II'yi parcalayarak kikirdak yikimini
hizlandirir. Ayrica OA’da hastaligin ilerlemesini belirleyen temel enzimlerden biridir
(Rowan, Litherland, Hui, & Milner, 2008; Shiomi, Lemaitre, D’ Armiento, & Okada,
2010). HA’nin inflamatuvar sinyal yollarin1 modiile ederek, MMP-13 ekspresyonunu
baskiladig1 daha once bildirilmistir (Li, Wang, Yuan, & Min, 2017; Takaishi ve ark.,
2008). Ozon’un eklemde reaktif oksijen tiirleri (ROS) araciligiyla inflamatuvar
sitokinleri modiile ettigi, bu sayede MMP’leri baskiladig1 ve proteoglikan kaybini
azalttig1 gosterilmistir (Borrelli, & Bocci, 2018). Calismamizda MMP-13 ekspresyonu
acisindan yapilan immiinohistokimyasal degerlendirmede HA, ozon+HA gruplar: ve
intraperitoneal ozon grubunda belirgin bir boyanma gézlenmemistir. Bu gruplara ait
orneklerde MMP-13 boyanmasinin negatif olmasi, HA’nin yikict enzim
ekspresyonunu baskilayici etkisine ve ozon’un sistemik antiinflamatuvar etkileriyle
MMP-13 ekspresyonunu baskilamis olabilecegini isaret edebilir. Intraartikiiler ozon
grubunda 5 Ornegin 4’iinde zayif pozitif boyanma goézlenmesi ozon’un oksidatif
etkileri nedeniyle enzimatik aktiviteyi artirmig olabilecegi degerlendirilebilir.
Intraartikiiler ozon+HA grubunda, sadece 1 drnekte belirlenen zayif pozitif boyanma
HA’nin ozon’un potansiyel MMP-13 indiiksiyonunu dengeleyerek yikici siirecleri
baskilayabilecegini diistindiirmektedir. Kontrol i.p. grubu, orneklerin tamaminda
MMP-13  pozitifligi saptanmasit ise osteoartritis etkisiyle artmig MMP-13
ekspresyonunu gostermektedir. Bu durum, inflamasyonun baskilanmasiyla birlikte
kikirdak yikiminin azaldigini ve tedavi edilen gruplarda kikirdak doku biitlinliigiiniin
daha 1yi1 korundugunu ortaya koymaktadir.

Osteoartritis tedavisinde ozon ve HA’ nin ayn sekilde kullaniminin semptomatik
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iyilesme sagladigi bildirilmektedir (Borrelli, & Bocci, 2018; Sconza ve ark., 2023).
Ayrica farkll ajanlarla kombine tedavilerin etkinligi konusunda hem cerrahi hem de
kimyasal modeller ile ¢alismalar devam etmektedir (Lampropoulou-Adamidou ve
ark., 2014; Spassim ve ark., 2022). Genel olarak, kombinasyon tedavilerini inceleyen
caligmalarin ¢gogunlukla kimyasal OA modellerini kullandig1 goriilmektedir (Dayanir
ve ark., 2022; Spassim ve ark., 2022). Yaptigimiz literatiir taramasinda, cerrahi bir
girisim olan CrCLT ile olusturulan diz OA modellerinde spesifik olarak ozon ve
hiyaluronik asit (HA) kombinasyonunun etkinligini degerlendiren bir deneysel
calismaya rastlanmamustir. Intraartikiiler ve sistemik ozon’un eklem kikirdag
tizerindeki etkilerini inceleyen deneysel ¢alismamizdan elde edilen veriler 15181nda,
ozontHA’nin kombine kullaniminin inflamasyonu azaltarak, kikirdak biitlinliigliniin
korunmasina katki sagladigi Dbelirlenmistir. Klinik, bilgisayarli tomografik,
histopatolojik ve immunohistokimyasal verilerle birlikte degerlendirildiginde,
ozontHA kombinasyonunun gii¢lii bir terapotik etki gosterdigi ortaya konulmustur.
Bu etki mekanizmasinin, ozon’un antiinflamatuvar ve antioksidan Ozellikleri ile
HA’nin eklem i¢i mekanik ve biyokimyasal etkilerinin birlesmesinden kaynaklandig:
disiiniilmistiir. Elde edilen bulgular, klinik arastirmalar i¢in yol gdsterici olmakla
birlikte, farkli hayvan tiirleri lizerinde ve uzun vadeli etkinligin belirlenmesi i¢in daha

ileri ¢aligmalar yapilabilir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

: Yiizde isareti
. Arti-eksi isareti
: Art1 isareti
. p degeri
: Eksi isareti
: Blytiktiir
: Kiigiiktiir
. Esittir
: Tescil isareti
- Asteriks
: mikrogram
: mikrolitre
: mikrometre
: mikrogram/ normalize edilmis mililitre
: yiiksek fikir birligi
. Amerika Birlesik Devletleri
: Angiotensin-Converting Enzyme
: Anterior Cruciate Ligament
: Trombospondin motifli bir disintegrin ve metaloproteinaz
: Aldehid dehidrogenaz
: Atmosphere (Basing Birimi)
: Bone Marrow Aspirate Concentrate
: Bilgisayar tomografi
: Caudal cruciate ligament
: Catalase
: Conformité Européenne
: santimetre
: Cyclooxygenase
: Cranial Cruciate ligament
: Cranial crucciate ligament transeksiyonu
. Deoksiriboniikleik Asit
: Etilen diamin tetraasetik asit
: Epidermal Growth Factor
. Ekstraselliiler matriks
: European League Against Rheumatism
: Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi
: Fibroblast Growth Factor
: Gauge
: Glikozaminoglikan
: gram
: GSH-peroksidaz
: GSH-rediiktaz
: GSH-transferaz
: Hidrojen peroksit
: Hiyaluronik asit
: Hyaluronan Synthases
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IGF
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NSAID

O3
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OARSI
°C
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PCL
PDGF
PG
PGE:
PMN

ppm

: Hydroxynonenal

: Hemeoksijenaz-I

. Intra-arteriyel

: Interferon

. Infrapatellar yag

- Insiilin benzeri biiyiime faktorii
: Interldykin

. intravendz

: intraartikiiler

: intramuskiiler

> intraperitoneal

: Kilodalton

: kilogram

- kilovolt

. Litre

: Lipid Oxidation Products

. Milattan 6nce

: Milattan sonra

: Miliamper

: Major otohemoterapi

: Medial Femoral Kondilus

: miligram

: Monosodyum iyodoasetat

: MinOr otohemoterapi

: Mezenkimal Kok Hiicreler

- mililitre

: milimetre

: Matriks metalloproteinaz

: Manyetik Rezonans Goriintiileme
: Medial Tibial Plato

: Nervus

: Sodyum Kloriir

: Nerve Growth Factor

: nanometre

- Nitrit oksit

: Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug
: Oksijen

: Ozon

: Osteoartritis

: Osteoarthritis Research Society International
. Derece santigrad

: Ortalama

: Posterior Cruciate Ligament

: Platelet-Derived Growth Factor
: Proteoglikan

: Prostaglandin E:

: Polimorf Niikleer Notrofil

: part(s) per million

165



PUFA
RNA
ROS
S.C.

SD

SF
SOD
SPSS
SVF
TGF
TGF-p1
TMB
TNF-a
TPLO
TZP
UDP
uv
VEGF

: Polyunsaturated Fatty Acids

: Ribonucleic Acid

: Reaktif oksijen tiirleri

: subkutan

: Standart Sapma

: Serum Fizyolojik

: Stiperoksit Dismutaz

. Statistical Package for the Social Sciences
: Stromal Vascular Fraction

: Transforming Growth Factor

: Transforming Growth Factor Beta 1
: Tripan Mavi Boyama

: Timor Nekrozis Faktor- a

: Tibial Plateau Leveling Osteotomy
: Trombositten Zengin Plazma

: Uridine Diphosphate

: Ultraviolet

: Vascular Endothelial Growth Factor
:Zon
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Yiriitlictisti oldugunuz “Ratlarda diz ekleminde deneysel osteoartiritis modelinde
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9. TESEKKUR

Lisans egitimimden bu yana bilimsel yaklasimi, 6zverili ¢alisma disiplini ve
insanligiyla bana her zaman ilham veren; doktora siirecimde birlikte ¢alisma sansi
yakalayarak daha yakindan tanima firsatt buldugum, hem akademik hem de manevi
anlamda her zaman yanimda olan, bilgi ve deneyimlerini benimle comertge paylasan,
emegi ve destegi i¢in sonsuz siikran duydugum kiymetli danisman hocam Prof. Dr.
Nihal Y. GUL SATAR’a icten tesekkiirlerimi sunuyorum. Tez calismam siiresince
bilgi ve tecriibesiyle rehberlik eden, destegini hicbir zaman esirgemeyen degerli
hocam Prof. Dr. Nurhayat DALKIRAN’a; katkilari, yapici degerlendirmeleri ve
ictenligiyle tezime deger katan, yolumu aydinlatan ve siirecime yon veren saygideger
hocam Prof. Dr. Songiill SONAL’a en igten tesekkiirlerimi sunarim. Durusu,
hayvanlara yaklagimi ve etik anlayisiyla her zaman 6rnek aldigim; bilgi birikimi,
Ozverisi ve etik degerleriyle mesleki yolculugumda daima bana ilham ve yon veren
kiymetli hocam Prof. Dr. Goksen AYALP’e en igten tesekkiirlerimi Sunarim. Doktora
siirecim boyunca bilgi, anlayis ve yardimlariyla bana destek olan, 6grenme
yolculuguma katk: saglayan Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Cerrahi
Anabilim Dali’ndaki tiim degerli hocalarima en icten tesekkiirlerimi sunarim.
Hayatimin her doneminde yanimda olan aileme; 14 yil boyunca lise egitimimden
doktora siirecime kadar her zaman maddi ve manevi destekleriyle yanimda olan Tiirk
Egitim Vakfi’na (TEV) slikranlarimi sunarim. Ayrica, varliklariyla huzur ve mutluluk
veren sevgili kedilerim MOLLY ve OGLUS’a; artik aramizda olmasa da kalbimdeki
yeri hi¢ eksilmeyen canim BETO’ya, bana hissettirdikleri tiim giizel duygular i¢in
tesekkiir ederim. Calismamin deneysel siirecinde kullanilan ve bilimsel arastirmaya
katki saglayan 60 rat i¢in de etik sorumluluk ve saygi ¢cercevesinde minnet duygularimi
ifade etmek isterim.

Ayrica, bu tez ¢calismasinin (Proje Numarasi: TDK-2022-897) yapilabilmesi i¢in
maddi destek saglayan Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii’ne tesekkiirlerimi sunarim.
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10. OZGECMIS

~ yilinda ’da dogmus, ilk, orta ve lise Ogrenimini Bursa’da
tamamlamustir. 2019 yilinda Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden
donem birincisi olarak mezun olmustur. Ayni yil, Eyliil 2019°da Bursa Uludag
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Fakiiltesi Cerrahi Anabilim
Dali’nda doktora egitimine baslamistir.
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