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1. OZET

Adjuvan indiiklii temporomandibular eklem osteoartriti iizerinde resveratroliin,
kikirdak destriiksiyonu ve sinoviyal inflamasyon iizerine antiinflamatuar etkisinin

histolojik olarak incelenmesi

Temporomandibular eklem osteoartriti mekanik ve biyolojik etyolojiye dayanan
faktorler sonucu; subkondral kemik, kikirdak, sinoviyum ve g¢evre dokularda
destriiksiyona yol acan kronik bir hastaliktir. Bu ¢alismanin amaci, temporomandibular
eklem osteoartritinde resveratrol enjeksiyonunun, kikirdak destriiksiyonu ve eklem
inflamasyonu tizerine etksinin degerlendirilmesidir. Osteoartrit modeli olusturmak i¢in
Complete Freud’s Adjuvan (CFA) enjeksiyonu yontemi kullanildi. Caligmamizda 28
adet erkek Wistar sican bir adet kontrol ve ii¢ adet calisma grubu olmak iizere dort
gruba ayrildi. 1. Grup: Kontrol grubu (n=4), 2. Grup: Artrit grubu (n=8), 3. Grup:
CFA + diisiik doz intraartikiiler resveratrol grubu (n=8), 4. Grup: CFA + yiiksek doz
intraartikiiler resveratrol grubu (n=8). 3. ve 4. Gruplarda resveratrol enjeksiyonlarina
CFA enjeksiyonundan bir hafta sonra baslandi ve birer hafta arayla toplam ¢ kez
tekrarlandi. 28. giinde hayvanlar sakrifiye edildi. Resveratroliin kikirdak destriiksiyonu
ve sinoviyal inflamasyon iizerindeki etkileri histopatolojik olarak incelendi.
Histomorfometrik incelemede kondiler kikirdak kalinligi ve artikiiler disk kalinlig
olciildii. Immunohistokimyasal incelemede apoptotik kondrosit saymmi (TUNEL ile)
yapildi ve MMP-13 ekspresyonu degerlendirildi. Histolojik incelemede resveratroliin
inflamasyon belirtilerini geri cevirdigi gozlendi. Kondiler kikirdak kalinligi 6l¢iimii
tedavi gruplarinda, OA ve kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli artis
gosterdi. Inflamasyon sonucu olusan artikiiler disk kalinlagmasi tedavi gruplarinda
belirgin azalma gosterdi. Tedavi gruplarindaki kondrosit apoptozu, artrit grubuna gore
anlamli 6l¢iide diisiik bulundu. Tiim degerlendirmelerde tedavi gruplari arasindaki fark
anlamsiz bulundu. MMP-13 ekspresyonu tedavi gruplarinda artrit grubuna gore belirgin
azalma gosterdi. Sonug olarak; intraartikiiler resveratrol tedavisi, temporomandibular
eklem osteoartritindeki inflamasyon ve kikirdak destriiksiyonunu onleyerek iyilestirici
etki gostermistir.

Anahtar kelimeler: temporomandibular eklem, osteoartrit, resveratrol



2. SUMMARY

Histological investigation of the antiinflammatory effect of resveratrol on cartilage
destruction and synovial inflammation with adjuvant induced temporomandibular

joint osteoarthritis

Temporomandibular joint osteoarthritis is a result of factors based on mechanical
and biological etiology; is a chronic disease that causes destruction of subchondral
bone, cartilage, synovium, and surrounding tissues. The aim of this study was to
evaluate the effect of resveratrol injection on the temporomandibular joint on cartilage
destruction and joint inflammation. Complete Freud’s Adjuvant (CFA) injection method
was used to construct an osteoarthritis model. In our study, 28 male Wistar rats were
randomly divided into four groups as one control and three study groups. Group 1:
Control group (n=4), Group 2: Arthritis (CFA) group (n=8), Group 3: CFA + low dose
intraarticular resveratrol group (n=8), Group 4: CFA + high dose intraarticular
resveratrol group (n=8). In groups, resveratrol injections were started one week after
CFA injections and repeated a total of three times with one week interval. On day 28,
the animals were sacrificed. The effects of resveratrol on cartilage destruction and
synovial inflammation were examined histopathologically. Histomorphometric
examination revealed condylar cartilage thickness and articular disc thickness.
Apoptotic chondrocyte count was performed (by TUNEL) and MMP-13 expression was
evaluated by immunohistochemical examination. Histological examination revealed that
resveratrol reversed the symptoms of inflammation. Condylar cartilage thickness
measurements showed statistically significant increase in treatment groups compared to
arthritis and control groups. Articular disc thickening caused by inflammation decreased
significantly in the treatment groups. Chondrocyte apoptosis in the treatment groups
was significantly lower than the arthritis group. In all measurements, the difference
between the treatment groups was not significant. MMP-13 expression decreased
obviously in treatment groups compared to arthritis group. As a result, intraarticular
resveratrol treatment showed a curative effect by preventing inflammation and cartilage
destruction in temporomandibular joint osteoarthritis.

Key Words: temporomandibular joint, osteoarthritis, resveratrol



3. GIRIS VE AMAC

Osteoartrit (OA); sinovit, progresif kikirdak dejenerasyonu, subkondral kemigin
yeniden sekillenmesi ve kronik agr ile karakterize, etyolojisi bir ¢ok faktore dayanan
kronik bir rahatsizliktir (1,2). Temporomandibular eklem osteoartriti (TME-OA),
temporomandibular eklem (TME) rahatsizliklari i¢inde incelenmektedir. TME-OA’da
artikiilasyonda bozukluk, eklem instabilitesi, agr1 ve hareket kaybi goriilmektedir (3, 4).

Osteoartritte; kartilajendz ekstraseliiler matriks (ECM) bozulmasi1 ve kikirdak
yapisinin hasarina sebep olan katabolik faaliyetler baskin hale gelmektedir (5,6).
TME-OA patogenezi ve artikiiler kikirdak bozulmasinda; proinflamatuar sitokin
ekspresyonu [interlokin-1 Beta (IL-1f), interlokin-6 (IL-6), doku nekroz faktorii Alfa
(TNF-a), reseptor aktivitor niikleer kappa B ligand (RANKL)], inflamasyon, matriks
metalloproteinaz (MMP) artis, ECM sentezinin azalmast ve kondrosit apoptozu
olusmaktadir (5,6). TME-OA ig¢in bir ¢ok tedavi modeli Onerilmektedir. Bunlar
non-invaziv, minimal invaziv ve invaziv olmak iizere ii¢ baslik altinda incelenebilir
(7-9). Farmakolojik olarak siklikla non-steroid antiinflamtuar ilaglar (NSAIl) ve
analjezikler verilmektedir (10,11). Minimal invaziv yaklasim olarak; hyaluranik asit
(HA), glukozamin, statinler ve kortikosteroid gibi ajanlarin superior TME bosluguna
intraartikiiler enjeksiyonu Onerilmektedir (12-19). Cerrahi tedavisi ise en son tavsiye
edilen yaklagimdir (20). TME-OA tedavisinde amag, semptomlarin hafifletilmesi,
hastaligin ilerlemesinin durmasi ve TME fonksiyonunun restore edilmesidir (21).

Resveratrol (trans-3-4-5-trihidroksitilben); tiziim kabugu, kirmizi sarap, yer fistig
ve Polygonum cuspitatum bitkisinin kok ekstresinde yogun konsantrasyonda bulunan
dogal bir fitoaleksindir. Resveratroliin antioksidatif, antiapoptotik, antiinflamatuar,
kondroprotektif, immun diizenleyici ve antikanser etkileri oldugu gosterilmistir (22-28).
Resveratroliin OA patogenezinde dnemli rol oynayan siklooksijenaz 2 (COX-2), IL-1f
ve IL-6 gibi katabolizma ile ilgili yapilar1 [Nuclear factor Kappa B (NF-KB)
aktivasyonunu engelleyerek] inhibe ettigi gosterilmistir (27,29-32). Literatiire
bakildiginda, diz eklemlerinde inflamatuar artrit olusturulmus tavsan ve fareler iizerinde
yapilan calismalarda intraartikiiler resveratrol uygulamasinin hem kikirdak
destriiksiyonunu engelledigi hem de subkondral kemik yapisin1 korudugu gosterilmistir

(33,34).



Bir ¢ok aragtirmada TME {izerinde deneysel OA olusturulmus ve cesitli tedavi
edici ajanlarin etkileri incelenmistir ama TME’ye intraartikiiler uygulanan resveratroliin
TME tizerindeki etkisi incelenmemistir.

Yaptigimiz ¢aligmada baslangi¢c hipotezimiz, TME’ye intraartikiiler uygulanan
resveratroliin sinoviyal inflamasyonu azaltarak TME-OA’daki kondral katabolik
faaliyetlerin  azalmasina neden olabilecegidir.  Resveratroliin  intraartikiiler
uygulanmasinin biyoyararlanimi arttiracagl diisiiniilmiistiir. Resveratrol uygulamasinin
TME-OA tedavisinde belirlenmis standart bir protokolii mevcut degildir. Calismamizda
iki farkli doz resveratrol uygulamasi hem kendi aralarinda hem kontrol ve hastalik
gruplari ile karsilastirilarak iyilesme lizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Bu calismanin amaci; deneysel OA modeli olusturulmus sicanlarda, TME’ye
uygulanan intraartikiiler resveratrol enjeksiyonunun, TME kikirdak destriiksiyonu ve
sinoviyal inflamasyon iizerine etkilerinin in vivo olarak incelenmesidir. Bu ¢alismada;
birgok aragtirmaya konu olan resveratroliin TME-OA kikirdag1 ve sinoviyum iizerindeki
iyilesmeye etkisinin histolojik olarak belirlenmesi ile literatiire katki saglanmasi

hedeflenmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Temporomandibular Eklem Anatomisi

Temporomandibular eklem dig kulak yolunun hemen 6niinde, temporal kemigin
glenoid fossasi1 ile mandibula kondili arasinda yer alan diartrodial bir eklemdir.

Temporomandibular eklem; temporal kemik, mandibula, artikiiler disk, eklem
ligamentleri ve retrodiskal dokulardan olugsmaktadir. TME boslugu eklem diski araciligi
ile iki boliime ayrilir. Alt eklem boslugu mentese veya rotasyon hareketine izin verir ve
ginglimoid eklem olarak tamimlanir. Ust eklem boslugu translasyon hareketinden
sorumludur ve artroidal eklem olarak tanimlanir, bu nedenle TME ginglimoartroidal
eklem olarak tanimlanabilir (35).

Temporomandibular eklemin diger eklemlerden ayrilan bir bagka ozelligi ise
bilateral bir eklem olmasidir. Kontralateralinden bagimsiz hareket edemez. Bu sebeple
kraniomandibular eklem olarak da anilir.

Viicuttaki diger tiim eklemlerin hareketleri eklem baglar1 tarafindan
siirlandirilirken; TME’nin hareketleri baglara ek olarak karsilikli dis temaslartyla da
sinirlanmaktadir (36). Dislerin ¢igneme ylizeyleri, eklemin sekli ve hareketini
etkilemektedir.

Temporomandibular eklemin vaskiilarize olmayan artikiiler yiizeyleri, yogun
fibroz bag dokudan olusur. Diger sinoviyal eklemlerdeki gibi hiyalin kikirdak yoktur.

Temporomandibular eklem, innervasyonu ve vaskiilarizasyonu oldukca zengin
olan fibroz bag doku kapsiilii ile cevrilidir. Eklem i¢ ylizeyi sinoviyal sivi iiretip
salgilayan sinoviyal membran ile désenmistir. Sinoviyal sivi, kayganlastirici etkisinin
yaninda, vaskiilarize olmayan eklem i¢i yapilarin metabolik ihtiyaglarini karsilamakta

ve beslenmelerini saglamaktadir (35).
4.1.1. Temporomandibular Eklemi Olusturan Kemik Elemanlar
Temproromandibular eklemi olusturan artikiiler yiizeyler temporal kemik ve

mandibular kemiktir. Temporal kemigin artikiiler yiizeyini; temporal kemigin skuamoz

parcasmin inferioru olusturur. Temporal kemigin artikiiler kism1 ti¢ bolimden olusur.



En biiyiik kismi mandibular ya da glenoid fossa olarak adlandirilan kisimdir. Ikinci
kisim olan artikiiler eminens kalindir ve TME’nin major fonksiyonel komponentini
olusturmaktadir. Temporal kemigin artikiiler yiizeyinin {giincli kismi artikiiler
eminensin 6n kisminda diizlesmis bir alan seklinde olan preglenoid diizlemdir (37).

TME diger kemik yapisini ise mandibular kondil olusturmaktadir.

4.1.1.1. Glenoid Fossa

Temporal kemigin skuamoz parcasinin alt ylizeyinde bulunan konkav bir alandir.
Anteriorunda temporal kemigin artikiiler eminensi, posteriorunda ise dis kulak yolunun
anterior duvarini olusturan timpanik tabaka bulunmaktadir.

Fossanin lateral duvar1 6nde zigomatik ¢ikintidan baslayarak, arkada postglenoid
tiiberkiile kadar uzamakta ve bu hat ekstraoral olarak ciltten palpe edilebilmektedir.
Fossanin ¢atisi, kranyum ile eklem kavitesini birbirinden ayirmasina ragmen g¢ok
incedir. Bu yiizden tiim cerrahi islemlerde fossanin catisin1 perfore edebilecek asiri
manipiilasyonlardan kaginilmalidir (37). Anterioposterior ve mediolateral yonde konkav
bir yapiya sahiptir ve mediolateral yonde daha genistir. Fonksiyonda olan ve daha fazla

kuvvete maruz kalan anterior kismi posteriora oranla daha genistir (38).

4.1.1.2. Artikiiler Eminens

Temporal kemigin zigomatik ¢ikintisinin lateralinde artikiiler eminens denilen
kemik c¢ikintis1 bulunmaktadir. Zigomatik arkin posterior kokiinii, artikiiler fossanin
anterior duvarint  olusturmaktadir.  Lateralinde artikiiler tiiberkiill denilen,
temporomandibular ligamentin tutundugu kiiciik bir kemik ¢ikintis1 bulunmaktadir (35).
Artikiiler eminensin sekli dogumda diizdiir. Preglenoid diizlem denilen 6n egimi,
temporal kemigin skuamoz pargasinin infratemporal yiizeyinden olusmaktadir. Kondil
ve disk agiz cok acildiginda eminensin tepesinin Oniine dogru hareket eder ve
preglenoid diizlem iizerine gelirler. Glenoid fossanin aksine artikiiler eminensi oldukca
yogun ve fibroz bir bag doku orter. Artikiiler eminens genellikle ¢ok kalin ve yogun bir

kemikten olusur. Tiim bunlar, artikiiler eminensin, kondil, disk ve temporal kemigin



skuamoz parcasinin artikiiler ylizeyleriyle beraber devamli yiik altinda oldugunu

gostermektedir (39).

4.1.1.3. Mandibular Kondil

Mandibular kondil, mediolateral yonde, anterioposterior yonden daha genis bir
yap1 gosterir. Anterioposterior yonde 8-10 mm uzunlugunda ve mediolateral yonde 15-
20 mm genigligindedir. Kondil medialinde ve lateralinde TME ligamentlerinin
tutundugu tiiberkiiller icermektedir. Kondilin artikiiler yiizeyi fibrokartilaj yapidadir ve
icerigi yasa ve bulundugu kondiler bolgeye gore degismektedir (37). Bu fibrokartilaj
yap1 fonksiyonel stres altinda rejenererasyon ve remodelizasyon oOzelligine sahiptir.
Fonksiyona bagl degisiklikler ozellikle kondilin fibrokartilaj yapisinin proliferatif
tabakasinda gerceklesmektedir (35). Artikiiler kikirdak kondrosit ve proteoglikan (PG),
glikozaminoglikan (GAG), Tip II, IX, XI kollejen gibi makromolekiillerden
olusmaktadir (40).

Geng bireylerde kondil hiperplastik karakter kazanarak asir1 yiiklenmelere uyum
saglar. Yasin ilerlemesi ile kondilde sadece kartilaj artiklar1 kalmakta ve kondil
tamamiyle kalsifiye olmaktadir. Bu nedenle yasli bireylerde asir1 yiiklenmeye bagl

olarak gelisen travmalar dejeneratif eklem hastaliklarina neden olmaktadir (37).

4.1.2. Temporomandibular Eklemi Olusturan Yumusak Doku Elemanlari

4.1.2.1. Temporomandibular Eklem Kapsiilii

Temporomandibular eklem kapsiilii eklemi tamami ile ¢evreleyen ince fibroz
dokudan olugmaktadir. Bu fibr6z kapsiil eklemin kraniyal kemik komponentlerinden
mandibula kondil boynuna kadar uzanir. Eklem kapsiilii anteriolateral olarak artikiiler
tiiberkiile, lateral olarak glenoid fossanin lateral kenarma, posteriolateral olarak
postglenoid prosese posteriorda posterior artikiiler sirta, medial olarak temporal kemigin
sfenoid kemiginin biiylik kanadi ile yaptig1 birlesim yerine, en son olarak da anteriorda
temporal kemikte preglenoid diizleme kadar uzanir. Kapsiiliin kondil boynuna uzanan

kismu ise artikiiler yiizeyin anterioruna, posterioruna ve alt kismina kadar uzanarak



TME’yi tamami ile sarar. Eklem kapsiilii lateralde temporomandibular ligament ile
desteklenmistir. Eklem kapsiilii fonksiyonel olarak kondilin éne dogru translasyonunu
smirlar. Kapsiiliin anterior kisminda lateral pterygoid tendonun gegtigi ufak bir agiklik
bulunur ve bu alan kapsiiliin diger kisimlarina oranla daha zayiftir (41). Kapsiiliin
anterior duvar1 gevsek bag dokusu yapisindadir ve gelen yiikler karsisinda kapsiiliin
diger kisimlar1 kadar direncli degildir (42). Eklem kapsiiliiniin i¢ yiizeyi basinca maruz
kalan fibrokartilaj yapilarin diginda sinoviyal membran ile kaplidir (41). Artikiiler

kapsiiliin 6nemli bir gorevi propriyoseptif duyu almasidir.

4.1.2.2. Temporomandibular Eklem Diski

Temporomandibular eklem diski TME’nin en Onemli anatomik yapisidir.
Bikonkav fibrokartilaj yapidan olugsmaktadir ve eklemin mandibular kondil ve kraniyal
komponentleri arasinda yer alir. Eklem diski vaskiilerize ve innerve olmayan yogun
fibroz bag dokusundan olusmaktadir. Temporal ve mandibular artikiiler kemikler ile
beraber rotasyon ve translasyondan sorumludur. Eklem diski eklem kavitesini iist ve alt
kompartimana ayririr. Diskin alt ylizeyi mandibular kondil ile uyumlu olarak konkav
iken, st yiizeyi eyer seklinde olup kraniyal eklem yiizeyi ile uyumlu bir yap1 gosterir.
Diskin tiim kenarlar1 yuvarlak olup anterior, orta ve posterior olmak tizere ii¢ kisimdan
olusmaktadir (41). Eklem diskinin posteriorunda bilaminar veya retrodiskal bolge
olarak adlandirilan yap1 bulunur. Artikiiler disk kondilin medial ve lateral kutuplarina,
anterior ve posterior hareketler sirasinda kondil ile beraber hareket edebilmek i¢in
kollateral ligamentler ile tutunmustur. Ayrica artikiiler disk her yonden artikiiler kapsiile
baglanmis vaziyettedir (41). Disk mediolateral yonde hareket edemez. Eklem diskine
yandan bakildiginda, 6nde kalin olan anterior bant, orta alan, arkada en kalin goriinen
posterior bant izlenir. Anterior bant, orta alan ve posterior bant kalinliklarinin oranlar
sirastyla 2:1:3 seklindedir (43). Diskte Tip I kollajen fibriller, elastik fibriller ve
kondroitin siilfat, dermatan siilfat, hyaluronik asit ve keratin siilfat iceren GAG’larin
rastgele dizilimi mevcuttur. Diskteki kollajen lif agi, gerilme direncini korurken,
proteoglikanlar, hidrofilik GAG zincirleriyle dokuya ozmotik sigsme basinci
saglamaktadir (43). Diskin yapisinda Tip I kollajen yap1 baskin olup az sayida da olsa
Tip II kollajene de rastlanilmaktadir (37).



Diskin temel gorevi, temporal kemigin skuamoz pargast ve mandibula kondili
arasinda olusan streslerin emilimini saglayarak, ekleme gelen kuvvet dagilimlarini esit
bicimde dagitmak ve bdylece fonksiyon sirasinda olusacak deformasyonlart dnlemektir
(44). TME’nin artikiiler kemik yiizeyleri iizerindeki fibrokartilaj yap1 ekleme gelen
yiiklerin dagilimma ve kayma hareketine uygun degildir. Disk ise bu iki kemik
arasindaki uyumu saglayarak, gelen kuvvetlerin dagilimini saglamaktadir. Ayrica esnek
yapist ve bagli oldugu fibrillerinde elastikiyetiyle kayma  hareketini
gerceklestirmektedir. Diskin yapisi ve mekanik biitiinliigli TME’ nin bir biitiin olarak

diizgiin hareketini saglamaktadir (45).

4.1.2.3. Temporomandibular Eklem Ligamentleri

Temporomanbibular  eklem ile iligkili ligamentler kollajen yapidan
olusmaktadirlar ve esas olarak kondil ve diskin hareketlerinin kisitlanmasinda gorev
yaparlar. TME’de kollateral, kapsiiler, temporomandibular ligament olmak iizere ii¢
fonksiyonel eklem ligamenti ve sfenomandibular ve stilomandibular olmak iizere iki
adet yardimci eklem ligamenti mevcuttur. TME ligamentleri aktif olarak eklem
fonksiyonuna katilmaz ve mandibula hareketlerinin siirlandirilmasinda pasif olarak
gorev yaparlar (35).

Kollateral Ligament

Diskal ligament olarak da adlandirilan kollateral ligamentler artikiiler diski
mandibula kondilinin medial ve lateral kutuplarina baglayan ligamentlerdir. Eklemi
mediolateral olarak {ist ve alt eklem bosluklarina ayirirlar. Kollateral ligamentlerin
fonksiyonu diskin kondilden uzaklagmasini engelleyerek kondil ve disk kompleksinin
senkronize hareketine olanak saglamaktir. Ayrica bu ligamentler kondilin rotasyon
hareketinde gérev yapmasinin yaninda, translasyon hareketi sirasinda diskin kondil ile
beraber hareket etmesini saglamaktadirlar (35).

Kapsiiler Ligament

Temporomandibular eklem kapsiiler ligamenti her iki eklemi tamamen sarar.
Ligamentler siiperiorda temporal kemigin glenoid fossas1 ve artikiiler eminensine,

inferiorda mandibula kondil boynuna yapisir (35). Kapsiiler ligament eklemin



biitiinliigiinii bozacak lateral, medial ve inferior kuvvetlere karsi koyar. Kapsiiler
ligamentin diger 6nemli bir fonksiyonu ise sinoviyal s1viy1 muhafaza etmektir (36).

Temporomandibular Ligament

Temporomandibular ligament TME’nin lateralinde konumlanmistir. Kapsiiler ve
kollateral ligamentlerden farkli olarak medial ve lateralde degil TME’nin sadece
lateralinde bulunur. Temporomandibular ligamentin farkli gorevleri olan iki kisima
ayrilabilir. D1s yiizeyde uzanan oblik kisim zigomatik prosesin artikiiler tliberkiiliiniin
dis yiizeyinden baglar, posterior ve inferiora dogru ilerleyip kondil boynunun posterior
dis yiizeyinde sonlanir ve kondilin asag1 ve dne hareketini sinirlandirir. I¢ horizontal
kisim ise artikiiler tiiberkiiliin dis yiizeyinden baslar oblik ligamentin medialinde ilerler
ve kondilin lateralinde sonlanir. Horizontal kisim kondil ve diskin posteriora dogru
hareketine engel olur boylece retrodiskal dokular korunmus olur (35).

Sfenomandibular Ligament

Sfenomandibular ligament Meckel kikirdaginin kalintisidir. Ligament sfenoid
kemigin sfenoid ¢ikintisindan baglar mandibula lingula bélgesinde mandibulaya yapisir.
Mandibulanin translasyon hareketi sirasinda 6zellikle kondilin artikiiler eminensi
gectigi esnada gerilerek mandibulanin anteriora hareketini engellemektedir (46). Ayrica
lateral pterygoid kasin aktivasyonu sirasinda bir dereceye kadar rotasyon merkezi olarak
gorev yapmaktadir (35).

Stilomandibular Ligament

Stilomandibular ligament derin servikal fasyanin lokal olarak yogunlagmasi ile
olusmustur. Stiloid prosesin apeksinden baslaylp mandibula angulus bdlgesinin mediali
ve mandibulanin posteriorunda sonlanir. Stilomandibular ligament agiz acik ve kapali
iken gevsektir, sadece mandibulanin asir1 protruziv hareketlerinde gerilir ve
mandibulanin asir1 protruziv hareketini engeller. Ayrica mandibula angulus bolgesinde

yogun bag dokusu yapisi ile destekleyici yapi olarak gorev yapar (36,46).
4.1.2.4. Temporomandibular Eklem Retrodiskal Dokular:
Bilaminar zon olarak da adlandirilan retrodiskal doku artikiiler diskin
posteriorunda yer alir ve yiiksek derecede innervasyona ve vaskiilarizasyona sahiptir.

Retrodiskal laminanin siiperior kismi elastik liflerden olugmaktadir ve siiperior
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retrodiskal lamina olarak adlandirilmaktadir. Siiperior retrodiskal lamina timpanik
tabakaya yapisir ve diskin anteriora asir1 hareketini engeller. Retrodiskal dokunun
inferior kismi1 kollajen liflerden olusur ve inferior retrodiskal doku olarak adlandirilir.
Retrodiskal dokular eklem diskini kondilin artikiiler yilizeyinin posterioruna baglar.
Inferior retrodiskal lamina kondilin rotasyon hareketi sirasinda diskin asir1 rotasyonunu

engeller (35,36).

4.1.3. Sinoviyal Membran ve Sinoviyal Sivi

Sinoviyal membran kapsiiliin en i¢ tabakasini olusturur. Glenoid fossa ile diskin
superior ylizii arasindaki superior kavite ile mandibula kondili ile diskin inferior yiizii
arasindaki inferior kaviteyi kaplar.

Sinoviyal membran artikiiler eminens tizerindeki artikiiler kikirdak, artikiiler disk
ve mandibula basi disinda tiim intraartikiiler yapilar1 kaplamaktadir. Sinoviyal intima
olarak adlandirilan eklem boslugunun yiizeyini ¢evreleyen hiicre tabakasi ve kan
damarlariyla zenginlestirilmis subintimal veya subsinoviyal doku olarak adlandirilan
destekleyici tabaka olmak lizere iki tabakadan olusur.

Sinoviyal hiicrelerin fonksiyonu, metabolik artiklarin fagositozu, hyaluronik asit
(HA) ve glukozamin iceren sinoviyal sivi iiretmektir. Sinoviyal membran travma
sonrasi hizl1 ve yliksek rejenerasyon kapasitesine sahiptir (35).

Sinoviyal sivi yiiksek viskoziteden sorumlu yiiksek konsantrasyonda HA
icermektedir. Ust kompartimanda 1,2 cc alt kompartimanda 0,9 cc olmak iizere eklemde
toplamda ortalama 2,1 cc sinoviyal stvi vardir (37). Sinoviyal sivinin gorevleri; eklem
yiizeylerinin kayganlagsmasini saglamak, artikiiler kikirdagin beslenmesini saglamak ve

fagositoz ile eklem i¢i debrisleri uzaklastirmaktir (35).

4.1.4. Artikiiler Yiizeylerin Histolojisi:

Mandibular kondil ve glenoid fossanin eklem yiizeyleri dort farkli tabakadan
meydana gelir (36).

Artikiiler bolge: En yiizeyel tabakadir. Eklemin fonksiyonel ylizeyinin en dis

kismini olustrmaktadir ve eklem kavitesine komsuluk yapmaktadir (36). Temporal ve
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artikiiler eklem yiizeyleri diger eklemlerden farkli olarak hiyalin kikirdak yerine,
fibrokartilajla ortiilmiistiir (51). Fibriller harekete karsi kuvvet olarak direnebilecek
sekilde siki istiflenmistir (36).

Proliferatif bolge: Cogunlukla seliiler 6zelliktedir. Bu bolgede non-diferansiye
mezengimal doku bulunmaktadir. Bu doku yiikleme sirasinda artikiiler yiizeyler iizerine
gelen fonksiyonel kuvvetlerin gereksinimlerine bagli olusan eklem kikirdag:
proliferasyonundan sorumludur (36).

Fibrokartilajenéz bolge: Bazi kollajen fibrillerin radyal dogrultuda bulunmasina
ragmen caprazlayan demetler halinde diizenlenmistir. Fibrokartilaj basing ve lateral
kuvvetlere kars1 koyacak sekilde li¢ boyutlu bir ag gibi rastgele dagilmis bir goriintii
vermektedir (36).

Kalsifiye kikirdak bélge: Dordiincii ve en derindeki kisimdir. Bu bolge eklem
kikirdagi boyunca dagilmis kondrosit ve kondroblastlardan olusur (36).

4.1.5. Temporomandibular Eklemin Innervasyonun ve Vaskiilarizasyonu

Temporomandibular eklemin beslenmesi anteriordan masseterik arterden ve
posteriordan siiperfisiyal temporal arterin ve maksiller arterin dallarindan saglanir.
Eklemde vendz doniisiim posteriorda retrodiskal doku civarinda bulunan zengin venoz
pleksus ile saglanir. TME’nin innervasyonu aurikulotemporal sinirin dallari, masseterik

ve posterior derin temporal sinirin katilimiyla ile saglanmaktadir (35).

4.2. Cigneme Kaslar

Mandibulanin  hareketini  etkileyen kaslar anatomik pozisyona  gore
supramandibular ve inframandibular olmak iizere iki grupta incelenebilir. Mandibula
ramus ve kondil boynuna yapisan temporal, masseter, medial pterygoid ve lateral
pterygoid kaslar supramandibular kas grubunu olusturur. Inframandibular grup
suprahyoid ve infrahyoid olmak {izere ikiye ayrilir. Mandibula korpus, simfiz ve hyoid
kemige yapisan kaslar suprahyoid olarak adlandirilir ve digastrik, geniohyoid,
mylohyoid ve stylohyoid kaslarmndan olusur. Infrahyoid kaslar ise sternohyoid,

omohyoid, sternotiroid, tirohyoid kaslardan olugsmaktadir (35,36).
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4.2.1. Masseter Kas

Masseter kas zigomatik arktan bagslaylp mandibulanin lateralinde sonlanir.
Masseter etkili ¢ignemeyi saglayan ve mandibulanin kapanmasini saglayan en giiclii
kastir. Yiizeyel ve derin olmak iizere iki kisimdan olusur. Yiizeyel kisim, zigomatik
kemigin alt sinirindan ve zigomatik arkin 6n 2/3’iinden orijin alip asag1 ve arkaya dogru
ilerleyerek mandibulanin angulusuna yapisir. Derin kisim ise zigomatik arktan orijin
alip mandibula angulusunda superfisiyal parcanin tutundugu kismin hemen {izerine
yapisir. Masseter kas kasildiginda mandibula yukariya dogru kalkar. Ayrica yiizeyel

kisim mandibulanin protriizyonuna da yardimei olur (35).

4.2.2. Temporal Kas

Yelpaze seklindeki temporal kas orijinini parietal, temporal, frontal ve sfenoid
kemiklerin olusturdugu temporal fossadan almaktadir. Kas lifleri zigomatik arkin
altindan 6ne ve agag1 uzayarak koronoid prosese ve liglincli molar disin distaline kadar
olan alcalan ramusun 6n yiizeyine tutunmaktadir. Kuvveti zayif olan bu kas ti¢ kisimda
incelenebilir: 6n kisim, orta kisim ve arka kisim. On kisim lifleri vertikal yonde, orta
kisim lifleri oblik ve arka kisim lifleri horizontal olarak seyretmektedir. Agz1 kapatmaya
yardimct olan bu kas horizontal ve oblik seyreden lifleri nedeniyle de bir miktar
mandibula retriizyonunda gorev almaktadir. Temporal kasin tek tarafli kasilmasi

mandibulanin ayni tarafa deviasyonuna yardimei1 olmaktadir (35).

4.2.3. Medial Pterygoid Kas

Dikdortgen seklindeki bu kas orjiinini pterygoid fossa ve pterygoid prosesin
lateral kisminin i¢ yilizeyinden almaktadir. Bazi lifleri maksilla tiiberden ve palatin
kemikten de orijin alabilmektedir. Inferiora ve posteriora seyreden lifleri mandibula
angulusuna yapigmaktadir. Masseter kas gibi kuvvetli bir kastir. Medial pterygoid kas
kasildiginda mandibula yukar1 kalkar ve disler temas eder. Ayrica unilateral

protriizyonda da rolii vardir (35).
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4.2.4. Lateral Pterygoid Kas

Lateral pterygoid kas iki farkli fonksiyona sahip inferior ve siiperior olmak tizere
iki kistma ayrilir. Inferior lateral pterygoid kas, lateral pterygoid plagin dis yiizeyinden
baglar ve geriye, yukari ve digsartya dogru uzanarak mandibulanin kondil boynuna
yapisir. Stiperior pterygoid kas biiyiik sfenoid kanadin infratemporal ylizeyinden baslar
geriye, yukar1 ve disartya dogru ilerleyerek kondilin {ist kismima yapismaktadir. Inferior
lateral pterygoid bilateral olarak kasildig1 zaman kondil artikiiler disk ile beraber asagi
ve 6ne dogru hareket eder ve bdylelikle agzin agilmasi saglanmaktadir. Inferior lateral
pterygoid kas tek tarafli kasildiginda kondil medial ve protriiziv yonde hareket eder ve
mandibulanin kontralateral hareketi ile sonuglanir. Siiperior lateral pterygoid kasin esas

fonksiyonu mandibulanin retriizyonu ile birlikte agzin kapanmasini saglamaktir (35).

4.2.5. Suprahyoid Kaslar

Suprahyoid kaslar mandibula ve hyoid kaslar arasinda uzanir. Bu kaslar
mandibula sabit pozisyonda iken hyoid kemigin yukar1 kalkmasini saglar.

Digastrik kas; anterior ve posterior olarak yer alan ve uzun bir ara tendon ile
birlesen 6n ve arka olmak iizere iki karina sahip bir cift kastir. Her iki karnin igine
girdigi ara tendon, hyoid kemige fibroz bir bag dokusu araciligi ile tutunur. On karm,
mandibulanin 6n alt kisminin i¢ tarafindaki s1§ bir ¢okiintii olan digastrik fossadan
cikar, geriye ve hafif lateral yonde ilerler. Arka karin ise; temporal kemigin mastoid
cikintisindan ¢ikar, 6ne ve medial yonde ilerleyerek hyoid kemige tutunur. Digastrik
kasin 6n ve arka karinlari, mandibulanin alt sinir1 ile birlikte submandibular iicgeni
olustururlar. Digastrik kasin fonksiyonu; hyoid kemik, hyoid alt1 kaslar tarafindan sabit
tutuldugunda, mandibulay1 asag1 ¢ekerek agzin acilmasma yardim eder. Hyoid kemik
sabit tutulmadiginda ise, hyoid kemigi yukari ¢ekerek ve agiz tabanini yiikselterek
yutma islemine yardime1 olur (36).

Geniohyoid kas; mylohyoid kasin iizerinde ve ortasinda, bir ¢ift, dar yapili kastan
olusur. Mandibulanin i¢ yiizeyindeki orta ¢izginin hemen yakininda yer alan spina

mentalise ve mylohyoid ¢izginin (linea mylohyoideus) 6n boliimiine yapisarak baglayan
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her iki taraftaki kas lifleri, orta hatta paralel olarak arkaya dogru ilerler ve hyoid
kemigin govdesinin 6n yilizeyine tutunarak sonlanirlar. Fonksiyonu; hyoid kemik sabit
konumda iken mandibulay1 asag1 ¢ekerek agzin acilmasina yardimer olmasidir. Hyoid
kemik sabit durumda degilken ise hyoid kemigi yukar1 ve one dogru cekerek agiz
tabanini yiikseltir (36,37).

Mylohyoid kas, digastrik kasin iizerinde yer alan ve agiz tabanin sekillendiren
kastir. Mylohyoid kas, mandibulanin i¢ yiiziindeki mylohyoid ¢izgi boyunca baslar ve
hyoid kemige dogru uzanir. Fonksiyonu; alt ¢enenin acilma hareketine katkis1 vardir.
Hyoid kemik sabit kalirsa mandibulay1 asagi1 ¢ekerek, agzin agilmasina yardime olur.
Fakat esas gorevi; dili kaldirarak hyoid kemigi yiikseltmek ve yutkunma iglevine
yardimci olmaktir (36,37).

Stylohyoid kas, temporal kemigin styloid ¢ikintisindan ¢ikan, daha sonra asagiya
ve digastrik kasin arka karnmnin hemen iistiinden i¢ yana dogru ilerleyerek hyoid
kemigin govdesindeki biiyiik boynuzuna tendonu aracilifiyla yapisarak sonlanan bir ¢ift
kastir. Stylohyoid kasin en 6nemli gorevi; hyoid kemigi yukar1 ve geriye ¢ekmek,

bdylece agiz tabanini yiikselterek yutma islevine yardimei olmaktir (36).

4.3. Temporomandibular Eklem Biyomekanigi (Hareketleri)

Kompleks serbest mandibular hareketlerin olugsmasinda, alt ve iist eklemler ¢ift
tarafli olarak rol oynamaktadir. Mandibular hareket rotasyonel ve translasyonel
hareketlerin birlesimidir (35). Kondil ve diskten olusan alt eklem boslugu rotasyonel
hareketten sorumludur. Rotasyonel hareketin rotasyon merkezi horizontal diizlemde
kondil basindan geger. Saf rotasyon hareketinin miktar1 anterior dislerin insizalleri
arasinda olan mesafe 6l¢iildiiglinde yaklasik olarak 2,5 cm’ye denk gelmektedir (36).

Acilma hareketinin baslangici primer olarak rotasyondur ve bunu translasyon
hareketi izler. Translasyon hareketi temporal kemigin glenoid fossasi ve artikiiler
diskten olusan iist eklem boslugunda ger¢eklesmektedir. Hareket, kesiciler arasi mesafe
40 - 60 mm olana kadar devam eder. Kondilin translasyonu ve rotasyonu es zamanlidir
(36).

Mandibulanin tiim hareketleri simetrik veya asimetrik olup, kondil, artikiiler disk

ve artikiiler eminensin yakin temasini igerir. Mandibulanin agma, kapama, retruziv ve

15



protruziv hareketleri kaslarin bilateral ve simetrik olarak c¢alismasi ile gergeklesir.
Cigneme sirasinda gerceklesen olast asimetrik hareketler kaslarin tek tarafli olarak
caligmasi ile olusur ve her iki eklemde farkli miktarda rotasyon ve translasyon hareketi
gerceklesir. Mandibulanin protriizyonu, lateral pterygoid kaslarin kasilmasi ile olusur ve
disk ile kondil artikiiler eminensin 6niine ve asagisina dogru kayar. Protriizyon sirasinda
lateral pterygoid kaslar, medial pterygoid kaslar tarafindan desteklenir (35).

Kondil, disk ve fossanin biitiinliigii ¢igneme kaslarmin siirekli aktivasyonu,
ozellikle de supramandibular kas grubu ile saglanmaktadir. TME ile ilgili ligamentler
mandibula hareketlerini sinirlandirici olarak gorev yaparlar (35).

Kondil, disk ve fossa uyumunun bilinmeyen sebeplerden dolayr bozulmasi
temporomandibular eklem diizensizliklerine (TMD) sebep olur. Bu diizensizlikler
internal disk diizensizliklerinden osteoartrite kadar degisik seviyelerde olabilir.

Mekanik sebepler TMD’nin nedenleri arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir (47).

4.4. Temporomandibular Eklem Diizensizlikleri

Temporomandibular eklem diizensizlikleri (TMD); ¢igneme kas sistemi, TME,
cevre kemik ile yumusak doku bilesenleri ve bu yapilarin kombinasyonlarinin klinik
problemlerini iceren genis bir grubu olusturmaktadir (48,49). TMD semptomlarin;
mandibula hareketlerinde kisithlik, ¢igneme kaslarinda ve TME’de agr, kliking,
popping ya da krepitasyon gibi eklem ile alakali sesler, generalize miyofasiyal agri,
kilitlenme ya da deviyasyon gibi fonksiyonun bozuldugu durumlar olusturmaktadir
(48,49). TMD, Uluslararas1 Bag Agris1 Toplulugu tarafindan Uluslararast Bas Agrist
Diizensizlikleri Smiflamasi’nda “Ikincil Bas Agris1 Diizensizlikleri” alt grubuna dahil

edilmistir (47).

4.4.1. Temporomandibular Diizensizliklerin Siniflamasi

Giliniimiize kadar TMD ile ilgili bircok smiflandirma yapilmistir. Peck ve
arkadaslarinin (2014) diizenledigi, genisletilmis TMD siniflamas1 su sekildedir (50):
1. Temporomandibular eklem hastaliklar

1. Eklem agris
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A. Artralji
B. Artrit

2. Eklem diizensizlikleri
A. Disk diizensizlikleri

1. Rediiksiyonlu disk deplasmani
2. Aralikl Kilitlenmeli rediiksiyonlu disk deplasmani
3. Agiz kisitliligi olan rediiksiyonsuz disk deplasmani
4. Ag1z kisithihig1 olmayan rediiksiyonsuz disk deplasmani
B. Diger disk diizensizliklerinden farkli olan hipomobilite diizensizligi
1. Adezyonlar/Yapisikliklar
2. Ankiloz
a. Fibroz
b. Ossedz
C. Hipermobilite diizensizlikleri
1. Dislokasyonlar
a. Subliiksasyon
b. Liiksasyon
3. Eklem diizensizlikleri

A. Dejeneratif eklem hastaliklari
1. Osteoartroz
2. Osteoartrit
B. Sistemik artritler
C. Kondilizis/Idiyopatik kondiler rezorpsiyon
D. Osteokondritis dissekans
E. Osteonekrozis
F. Neoplazm
G. Sinoviyal kondromatozis
4. Fraktiirler
5. Konjenital/Gelisimsel diizensizlikler

A. Aplazi

B. Hipoplazi
C. Hiperplazi
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1I. Cigneme kas: diizensizlikleri
1. Kas agrisi
A. Miyalji
1. Lokal miyalji
2. Miyofasiyal agr1
3. Yansima gosteren miyofasiyal agri
B. Tendonit
C. Miyozit
D. Spazm
2. Kontraktiirii

3. Hipertrofi
4. Neoplazm

5. Hareket diizensizlikleri

A. Orofasiyal diskinezi
B. Oromandibular distoni

6. Sistemik yada santral agri diizensizliklerine bagh cigneme kasi agrisi

A. Fibromiyalji/Genis yayilimli agr1
1Il. Bas agrisi
1. TMD’ ve bagh bas agrisi

V. Iigili yapilar

1. Koronoid hiperplazisi

4.5. Osteoartrit

Osteoartrit (OA), sinoviyal eklemlerin yapisal ve fonksiyonel bozuklugu ile
sonuglanan bir dizi rahatsizligin klinik ve patolojik sonucudur. Genel olarak artikiiler
kikirdak hastaligi olarak diisiiniilse de OA, subkondral kemik, disk, ligamentler,
periartikiiler kaslar, kapsiil ve sinoviyumu igeren yani tiim eklemi tutan bir rahatsizliktir
(52).

Temporomandibular eklem artritlerinin en sik goriilen tiplerinden biri OA’dir.
Osteoartrit; kondil ve mandibuler fossanin artikiiler kemik ylizeylerinde degisimin

meydana geldigi yikici bir siireci temsil etmektedir (36). Yiikleme kuvvetlerinin devami
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artikiiler ylizeyde yumusamaya yol agarak subartikiiler kemikte rezorbsiyon ve
bozulmalara sebep olmaktadir (36) Radyografik degisiklikler OA’nin ileri asamalarinda
goriilmektedir ve her zaman hastali§i tam olarak yansitmamaktadir (36). TME-OA
tutulumu bulunan hastalarda ¢ene hareketlerinde agri, kisithh cene hareketleri ve
etkilenen tarafa dogru deviasyon goriilebilmektedir. OA hastalarinda eklem
palpasyonunda akut hassasiyet bulunabilmektedir. Ayrica bu hastalarda eklem sesleri
kliking ve popping seslerinden farkli olarak c¢itirdama, Ggiitme, rendeleme gibi
tanimlanabilmektedir; krepitasyon olabilir (3,53). OA hastalarinda goriintiileme
yontemleri; dejeneratif degisiklikler, remodelling ve eklem boslugu kaybini ortaya
cikarmaktadir (3).

Osteoartrit kompleks ve multifaktoriyel etyolojiye sahiptir (1). Risk faktorleri;
yas, cinsiyet, genetik, travma (daha once olusan fraktiirlere bagl, tekrarlayan olumsuz
yiikleme, eksternal veya internal ¢ene travmasi ve uzun siireli mikro travma), eklem
veya kas bozukluklar1 (eklem instabilitesi, yetersiz kas giicli/dayaniklilik, internal
diizensizlikler, diskektomi, ligament gevsekligi) ve sistemik (generalize osteoartrit,
enfeksiyon ve idiyopatik dejeneratif siire¢, konjenital ve gelisimsel anomali, otoimmiin
bozukluklar, endokrin hastaliklar, beslenme bozukluklari, metabolik hastaliklar)
kosullardir (7).

Temporomandibular ekleme gelen makrotravma artikiiler kikirdak dejenerasyonu,
sinoviyal inflamasyon ve agr1 medyatorlerinin tiretimine sebep olurken diskte, mekanik

yorgunluga ve mekanik 6zelliklerin degismesine neden olur (7).

4.5.1. Temporomandibular Eklem Osteoartritinin Patogenezi

Temporomandibular ~ eklem  osteoartriti siiflamasi icin  bulgular
degerlendirildiginde eklem kikirdaginin dejenerasyon sathasi ve sinoviyal inflamasyon
derecesi 6nem kazanir (11). TME kikirdak dejenerasyonu dort safthada incelenebilir
(54).

Baslangi¢ onarim safhasi: OA’nin ilk safhasinda kondrositlerden kaynaklanan
ekstraseliiler matrikste yapim ve yikim dengesizligi goriilmektedir. Biiyime faktorleri
ve metabolik aktivite artmistir. Kondrositlerdeki DNA sentezi ve ekstraseliiler matriks

sentezi belirgin sekilde artmistir.
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Erken safha: OA’nin ikinci sathasinda ekstraseliiler matriks sentezi artmaktadir
ancak proteaz aktivitesindeki asir1 artisga bagli bozulma goriilmektedir (Resim 1).
Diizensiz eklem yiizeyine sebep olan kikirdak dokuda sisme ve kikirdak kaybi
olusmaktadir (54). Sismis kikirdak alanlarinda artmis metabolik aktivite ile karakterize
kondrosit kiimeleri gortilmektedir. Kondrosit kiimelerinin goriilmesinin ardindan biitiin
hiicre katmanlarinda kondrosit ve kikirdak nekrozu goriilmektedir. Erken satha devam
ederken sinoviyal s1vi analizleri aragidonik asit, IL-1, IL-6, TNF ve ¢esitli proteazlardan
olusan metabolik {irlinleri gostermektedir (11). Artroskopik muayenede sisme,
yumusama ve fibrilasyonlar goriilmektedir. Bu sathada sik goriilen klinik sikayetler agri
ve hareket kisitlihigidir.

Orta safha: OA’nin lgclincii safthasinda doku yikimi doku sentezinden fazla
oldugundan artikiiler kikirdak kaybi devam etmektedir. Bu safhanin histolojik
degerlendirmeleri; incelmeyi, vertikal ayrilmayi, kikirdak fibrilasyonunu ve kondrosit
kiimelerinin nekroze olmaya devam edisini gostermektedir. Ugiincii safthada PG
boyamasinda kollajen aglar1 daha daginik hale gelmektedir. Ayrica sitokin ve
fibronektin gibi biyokimyasal belirtegler eklem boslugunu doldurmaya devam
etmektedir. Artroskopik olarak incelenen eklem boélgesinde eklem kkirdagi incelmeye
devam etmektedir ve deplase eklem diski bu safha ile daha belirgin hale gelmektedir.
Hastalarda agr1 ve c¢ene ekleminin hareket kisithligi devam ederken ve kliking
sikayetinin de semptomlara eklendigi goriilebilmektedir.

Ge¢ safha: OA’nin dordiincli sathasinda artan eklem i¢i bozulmalari doku
sentezinden fazla olmaktadir ya da bu bozulmalar, doku sentezindeki azalmaya esit
olmaktadir (11). Histolojik olarak bakildiginda bolgede fibrilasyon yayginlasmistir.
Kemik doku erozyona ugramaktadir ve PG boyamasi neredeyse kaybolmustur (11).
Ayrica dordiincli sathada ekstraseliiler matriks sentezi de azalmistir. Artroskopik
degerlendirmede siddetli fibrilasyon, ekspoze kemik, disk deplasmanm1 ve olasi
anjiyogenezis gozlenmektedir (54). Eklem i¢i katabolik faaliyetlerin artmasiyla olusan
serbest radikal akiimiilasyonu ve bunun sonucu olan oksidatif stresin TME-OA iizerinde
onemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir (55). TME-OA patogenezinin sistematigi

Resim 1°de gosterilmektedir.
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Resim 1. TME-OA patogenezinin sistematik olarak gosterimi (Wang’dan, 1).

4.5.1.1. Sinoviyal Inflamasyon

Temporomandibular eklem osteoartritinin ilerlemesinde inflamasyonun Onemi
dikkat cekicidir. OA kikirdagindan ayrilan tirlinler sinoviyal siv1 igine salinmaktadir. Bu
salmmm biiyiikk miktarlarda olursa sinoviyal membran tarafindan absorbe
edilememektedir ve temizlenememektedir. Doku cevab1 olarak inflamasyon
mediyatorleri ortama salinmaktadir ve sinovitis olugmaktadir (11). Hastaligin
ilerlemesiyle kondrositler ve sinoviyal hiicreler dejenere olarak ortama proteolitik
enzimler ve kollajenolitik enzimler salinmaktadir bu durum daha fazla bozulmay1
beraberinde getirmektedir (11).

Inflamatuar sitokinler:

Dejeneratif TME rahatsizliklarinin inflamasyonunda salinan IL-1 ve TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinler PG ve kollajen sentezini azaltir ve bozulmalarin1 hizlandirirlar
(11). TME-OA’da sinoviyal sivida IL-1 ve TNF disinda nitrik oksit (NO), 16kotrien B4
ve prostaglandin E2 (PGE2) gibi inflamatuar mediatorler de bulunur. TME-OA
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patogenezinde yiikselmis IL-1 ve NO seviyeleri, matriks metalloproteinazlarin (MMP)
indiiksiyonu da dahil olmak iizere katabolik durumu gosterir ve stromal dokunun tahrip
olmasina neden olur (11, 56).

Matriks Metalloproteinazlar:

Matriks metalloproteinazlar (MMP), ECM’nin proteolitik yikimindan sorumlu
yapisal enzimlerdir. Genel olarak {i¢ smifa ayrilirlar: kollajenazlar, jelatinazlar ve
stromelisinler. Substratlari; Tip IV kollajen veya denature kollajen (jelatin) gibi fibriller
kollajeni ve diger ECM elemanlarmi1 (PG, laminin, fibronektin, kazein) igerir.
TME-OA’da sinoviyal sivida tespit edilen MMP varligi, dejeneratif degisikliklerin
varligin1 dogrular niteliktedir (11,56).

Matriks metalloproteinazlar sitokinler ya da mekanik stres tarafindan uyarildiktan
sonra kondrositler, sinoviositler ve osteoblastlar tarafindan sentezlenebilirler. OA
kondrositleri ¢esitli matriks bozucu enzimler {iretirler. Bunlar arasinda MMP-1,
MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-14 yer alir (57).

Tip II kollajen, eklem kikirdaginin major yapisal bilesenidir. Tip II kollajendeki
degisiklikler esas olarak MMP-1 ve MMP-13’e baghdir. Ek olarak OA sinoviyal
dokusunda MMP-1 de bulunabilir. ki MMP arasinda OA’da dikkatler MMP-13’e
yogunlagmistir, ¢iinkii Tip II kollajeni bolmede etkilidir (58). OA’da MMP-3 ve

MMP-9, sinoviyal sivida ve plazmada artar.

4.5.1.2. Kondrosit Apoptozu

Osteoartritik kikirdak dejenerasyonunun en 6nemli 6zelliklerinden biri kondrosit
apoptozudur. Kikirdak dejenerasyonunun en oOnemli erken donem karakteristik
ozelliginin kondrosit apoptozu oldugu ve apoptotik kondrosit hiicrelerinden salgilanan
sitokinlerin subkondral kemik destriiksiyonuna katkida bulundugu gosterilmistir (2,59).

Kondrosit apoptozunun uyarilmasi birka¢ stimulusa bagl gerceklesebilir. Bunlar
arasinda NO, mekanik stres, intraseliiler ya da periseliiler matriks dengesizligi, ECM

dejenerasyonuna bagli yer degistirme sayilabilir.
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4.5.2. Deneysel Osteoartrit Mekanizmasi

Hastalardan kikirdak biyopsilerinin alinmasi etik olmadig: i¢in eklem biyolojisi,
dejenerasyonu ve tamiri ile ilgili siliregcleri anlamamiz ve tedavi ydntemleri
gelistirmemiz agisindan eklem kikirdagi ile ilgili hayvan modelleri gelistirilmistir.

Osteoartrit hayvan modelleri kikirdak dejenerasyonunun patogenezisi ve
potansiyel tedavi tiirlerinin calisilmasi amaci ile siklikla kullanilmaktadir. Deneysel
modellerde hastalifin basladigi zaman bilinir, ciddiyeti ve seyri izlenebilirken
insanlarda bunlar1 belirlemek giigtiir. Hayvanlar {izerinde tedavi edici ajanlarin etkileri
ve yan etkileri daha kolay aragtirilabilmektedir (58,60-62).

Uygulanan deneysel OA modelleri; cerrahi, mekanik, spontan gerceklesen ve
ilagla olusturulan OA modelleri olarak siiflandirilabilir (2,14,63,64).

Ilagla olusturulan OA modeli ¢esitli avantajlar1 sebebiyle bir ¢ok ¢alismada tercih
edilmektedir: Kolay uygulanabilir, tekrar edilebilir, diger yontemlere kiyasla daha kisa
zamanda model olusturulabilir, patolojik bulgular gergege yakindir (2).

Eklemde kimyasal dejenerasyonla deneysel OA modeli olusturmak i¢in Complete
Freud’s Adjuvan (CFA), sodyum mono iyodoasetat (MIA), karragenan, zimosan,
papain gibi antijenik 6zelligi olan ilaglarin eklem i¢ine enjeksiyonu yapilmaktadir
(2,65-67).

Complete Freud’s Adjuvan enjeksiyonu, literatiirde ¢ok kez basarili sekilde
uygulanmig ve etkinligi kanitlanmis bir yontemdir (68-73). CFA mineral yagda
emiilsiyon olarak hazirlanmis bir bir antijen ¢ozeltisidir. Inaktif ve kurutulmus
mycobacterium tuberculosis igerir. CFA’nin TME’deki inflamasyonu ve akut fazi
indiikledigi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (68-70,73) .

Complete Freud’s Adjuvan enjeksiyonu hizli ¢aligir, kolay uygulanabilir ve tekrar
ediliebilir bir yontemdir. TME’deki kikirdak dejenerasyonu, subkondral kemik iligi
lezyonlar1 gibi morfolojik degisiklikler CFA enjeksiyonundan bir hafta sonra belirgin
hale gelmektedir (68,69,71,72). Calismalar; sicanlarda TME’ye yapilan tek doz
intraartikiiler CFA enjeksiyonu sonrasi, uzamis inflamatuar cevabin 6 haftadan fazla

stirdligiinii gostermistir (68,69,73).
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4.5.3. Temporomandibular Eklem Osteoartritinin Tedavisi

Osteoartrit hastalarinda uygulanan tedavilere ragmen hastalik ilerlemeye devam
etmektedir. TME-OA patogenezi hala tam olarak anlagilamamistir ve avaskiiler TME
kikirdaginin iyilesme potansiyeli diistiktiir (21).

Temporomandibular eklem osteoartriti tedavisinin amaclar1 eklemdeki agr1 ve
sisligi azaltmak, cigneme kaslarindaki agr1 ve spazmi ortadan kaldirmak, TME’nin
yeniden fonksiyon gdérmesini saglamak ve hastaligin ilerlemesini durdurmaktir (1,2,7).

Temporomandibular eklem osteoartriti i¢in bir¢ok tedavi modeli dnerilmektedir.
Bunlar non-invaziv, minimal invaziv ve invaziv olmak iizere ii¢ baslik altinda

incelenebilir.(7,8,9)

4.5.3.1. Non-invaziv Tedavi Yaklasimi

Osteoartrit hastalarina ilk yaklasim asir1 ya da tekrarlayan travmayi engellemek
olmalidir (11).

Non-invaziv tedavi yaklasimlari, diizenli takip, hasta egitimi, masaj, fiziksel
egzersiler, termal uygulama, elektriksel stimulus uygulamalari, ultrason, okluzal splint
kullanim1 ve farmakolojik tedavi olarak siniflandirilabilir (11).

Okluzal splint kullanim1 ve okluzal terapiler eklemdeki asir1 yiiklemeyi ortadan
kaldirip kas aktivitesini azaltarak OA’ya bagli inflamasyonu azaltabilir. Splint tedavisi
eklemdeki dejeneratif degisikliklerden kaynakli agriyr azaltabilir ve semptomlari
hafifletebilir (11).

Farmakolojik  tedavide non-steroid  antiinflamatuar  ilaglar  (NSAII),
kortikosteoidler, analjezikler, kas gevseticiler, antidepresanlar ve anksiyolitikler tercih
edilebilir (11). NSAII agr1 ve inflamasyonu azaltmaktaki ¢ift etkisi nedeni ile TME-OA
hastalarinin  tedavisinde oldukca faydalidir. NSAIi’lerin terapétik etkisi COX-2
aktivitesini inhibe ederek mandibular kondilde sitokinin neden oldugu hasari
azaltmaktir. Inflamatuar prosesi azaltmasi ile birlikte otomatik olarak dejeneratif siirec

de yavaslamaktadir (2,8). Bununla birlikte farmakolojik tedavi TME-OA’nin progresif
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ve multifaktoryel dogasi1 karsisinda; agriyr azaltma, uzun siireli kullanimda
giivenilirlilik ve tolere edilebilme konusunda yetersiz kalabilir (11).

Son yillarda diisiik doz lazer tedavisi (DDLT) uygulamalar1 OA gibi dejeneratif
eklem rahatsizliklarinda; analjezi, antiinflamatuar ve biyositumulasyon etklerinden

faydalanma amaciyla kullanilmaktadir (67,74).

4.5.3.2. Minimal invaziv Tedavi Yaklasimi

Artrosentez ve artroskopi TME-OA tedavisinde uzun siiredir kullanilmaktadir.
Artroskopi artritik prosesten etkilenmis TME’de erken teshis ve tedavi amach
kullanilabilir (21). Artrosentez ise inflamatuar ve agri mediatorlerini ortamdan
uzaklastirarak agriyr azaltmak ve serbest partikiilleri uzaklastirmak amaci ile
uygulanmaktadir (11).

Minimal invaziv yaklasim olarak; HA, glukozamin, statin ve kortikosteroid gibi
ajanlarin superior TME bosluguna intraartikiiler enjeksiyonu savunulmustur (12-19).
Bununla birlikte, TME’ye intraartikiiler tek doz kortikosteroid enjeksiyonundan sonra
histopatolojik olarak osteoklastik aktivitede artts ve TME kondilinde destriiksyon
gozlenmistir (75). TME’ye intraartikiiler kortikosteroid enjeksiyonundan sonra
hastalarda eklem hasarin1 bildiren vaka raporlar1 da mevcuttur (76).

Son yillarda iizerinde ¢aligmalar yapilan trombositten zengin plazmanin (TZP)
TME icine enjeksiyonunun NF-KB aktivasyonunu engelleyerek IL-13’nin indiikledigi
inflamatuar siireci inhibe ettigi ve bdylece kikirdak dejenerasyonunu baskiladigi

gosterilmistir (77).

4.5.3.3. Cerrahi Tedavi Yaklasimi

Temporomandibular eklemde ciddi patoloji, inat¢1 agri ve disfonksiyona sahip
hastalarda cerrahi tedavi yaklasimi diisiintilebilir (7).

fleri diizey TME-OA’da artroplasti, otojen hemiartroplasti, alloplastik
hemiartroplasti, osteotomi ve protetik total eklem replasmanini igeren prosediirler

uygulanabilmektedir (9,11).
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Uygulanacak tedavi prosediiriinii segerken; cerrahi riskler ile agr1 azalmasi, TME

fonksiyonunda artig gibi elde edilebilecek faydalar karsilastirilarak karar verilmektedir

(11).

4.6. Resveratrol

Resveratrol (trans-3-4-5-trihidroksitilben) , liziim kabugu, kirmiz1 sarap, yer fistig
ve Polygonum cuspitatum bitkisinin kdk ekstresinde yogun konsantrasyonda bulunan,
antifungal 0Ozelligi bilinen, dayaniklilik mekanizmasiin olusturulmasi igin bitki
tarafindan {retilen polifenolik dogal bir fitoaleksindir (22,23). Ayrica dut, yaban
mersini, bogiirtlen gibi birgok besin maddesinde de degisik konsantrasyonlarda
resveratrol mevcuttur.

Epidemiyolojik caligmalarda, kirmizi sarap tliketiminin ¢ok sayida koruyucu
etkisinin oldugu ve resveratroliin bu yararl etkilerden sorumlu oldugu gosterilmistir
(22,23). Ogzellikle Giiney Fransa’da koroner kalp hastaliklarindan kaynakli 6liim
oraninin diigiik olmasiyla iligkilendirilen bu fenomen ‘Fransiz paradoksu’ olarak
tanimlanmistir (22,23). Resveratrol konsantrasyonu kirmizi saraplarda beyaz saraplara
gore oldukca yiiksektir. Bu durum her iki sarabin iiretim sekillerindeki farklarla
aciklanabilir. Resveratroliin yogun konsantrasyonda bulundugu iiziim kabugu, beyaz
sarap iretimi sirasinda soyulmaktadir (78).

Resveratrol oral yoldan alindiktan kisa bir siire sonra bagirsaklardan emilir ve bir
saat gibi kisa bir siirede kana gecer. Karaciger, bobrek, kalp ve beyin basta olmak iizere
viicuda dagilir. Biyotransformasyonu esas olarak karaciger mikrozomlarinda ve az
miktarda da bagirsaklarda olur. Oksidorediiksiyon reaksiyonlarina ugrar ve idrarla atilir
(79). Oral resveratrol alimindan sonra yarilanma dmriiniin 9.2 saat oldugu bulunmus ve
resveratroliin oral biyoyararlaniminin diisiik oldugu tespit edilmistir (80).

Resveratrol biyolojik olarak olduk¢a genis bir aktiviteye sahiptir. Resveratroliin
kardiyoprotektif, noroprotektif, antioksidatif, antiapoptotik, antiinflamatuar, analjezik,

osteojenik, immun diizenleyici ve antikanser etkileri oldugu gosterilmistir (22-26,79).
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4.6.1. Resveratrol ve Antiinflamatuar Etki

Siklooksijenaz (COX) enzim inhibisyonu, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) araciligr ile gerceklesen NO olusumu ve salimiminin engellenmesi
antiinflamatuar 6zellikte etkilidir (81).

NF-KB aktivasyonu, proinflamatuar sitokin iiretiminde dnemli bir role sahiptir.
NF-KB; TNF-a, IL-1p3, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin salinimina aracilik eder ve bu
sitokinler iNOS ve COX-2 gibi inflamatuar mediatdrlerin salinimini baslatir (81).

Resveratroliin NF-KB aktivasyonunu potansiyel olarak inhibe ettigi ve boylece
NF-KB’ye bagli sitokinlerin salimimimi durdurdugu gosterilmistir (82). Resveratrol
NF-KB iizerindeki etkisini; endojen bir antiinflamtuar ve anti-TNF-oa molekiilii olan
sirtulin-1 (SIRT-1) proteinini aktive ederek gosterir (83). SIRT-1 ayrica iNOS’u aktive
eden hipoksiyle uyarilabilir faktor-2 Alfa (HIF-2a) tizerinde de etkilidir (34).
Resveratrol hem COX-2’yi direkt inhibe ederek hem de reaktif oksijen tiirevlerini
inhibe ederek antiinflamatuar etki gostermektedir. Resveratrol OA patogenezinde
onemli rol oynayan COX-2, IL-1p ve IL-6 gibi katabolizma ile ilgili yapilar1 (NF-KB
aktivasyonunu engelleyerek) inhibe eder (29-31).

4.6.2. Resveratrol ve Kemik Metabolizmasi

Resveratrol anti-inflamatuar 6zelligi sayesinde, inflamatuar mediatorlerin asir
salgilanmasina bagli osteoklast aktivitesinin artmasiyla olusan kemik rezorpsiyonunu
engeller (84). Resveratrol, osteklast diferensiyasyonu ve kemik rezobsiyonuna neden
olan RANKL’1 baskilar (85). Resveratroliin OA’da subkondral kemik yapisini korudugu
bildirilmistir (33,34).

Resveratroliin, kemik morfogenetik proteinlerini (BMP) ve osteopontin diizeyini
ylikselterek; kemiklesme miktarint artirdigi gosterilmistir (86). Sicanlara maksiller
ekspansiyon uygulanan bir ¢alismada, intermaksiller sutura resveratrol enjeksiyonu
yapilmigtir. Ekspansiyonun erken safhalarinda enjekte edilen resveratroliin kemik
formasyonunu uyardigi, kemik alani ve osteoblast sayisini arttirdigi, boylece si¢anlarda

retansiyon periyodunu kisalttigi rapor edilmistir (87).
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4.6.3. Resveratrol ve Antiapoptotik Etki

Resveratroliin insan hiicre kiiltiirlinde hiicre biiyiimesi ve apoptoz gibi ¢oklu
yolaklar1 modiile ettigi tespit edilmistir (88). Ayrica resveratroliin ndronlarda
radyasyona bagli olusan oksidatif stres ve apoptoz artigini, SIRT-1 proteini aktivasyonu
yolu ile azalttig1 gosterilmistir (89). Resveratroliin SIRT-1 proteinini aktive etmesi;
antiinflamatuar, antiapoptotik ve antioksidatif 6zelliklerinin gostergesidir (34,89).
Ayrica resveratrol insan kondrositlerinde antiinflamatuar ve antiapoptotik aktiviteleri

sayesinde kondroprotektif etki gostermektedir (27,28).

4.7. Resveratrol ve Osteoartrit Patogenezi

Osteoartritin progresif ve multifaktoryel dogas1 karsisinda, minimal invaziv
girisimlerde kullanmak iizere hem inflamasyonu azaltacak hem kemik gelisimini
olumlu yonde etkileyecek hem de biyoyararlanimi yiiksek bir tedavi edici ajana ihtiyag
duyulmaktadir.

Dogal bir fitoaleksin olan resveratroliin (trans-3-4-5-trihidroksitilben) OA
patogenezinde onemli rol oynayan COX-2, IL-1p ve IL-6 gibi katabolizma ile ilgili
yapilar1 (NF-KB aktivasyonunu engelleyerek) inhibe ettigi gosterilmistir. (29-31)

Oral uygulanan resveratrolin OA kikirdaginda sinoviyal dokulardaki COX-2
protein seviyesini ve kandaki PGE2 serum konsantrasyon diizeyini azalttigi rapor
edilmigtir (90). Ek olarak, adjuvan indiiklii artrit olusturulan siganlarda iki hafta
boyunca oral resveratrol (10 veya 50mg/kg) alimiyla, artrit etkileri geri ¢evirilmistir.
91).

Intraartikiiler resveratrol enjeksiyonunun OA kikirdagindaki iNOS-pozitif
kondrosit oranin1 anlamli derecede azalttig1 gosterilmistir (34). Intraartkiiler resveratrol
enjeksiyonu OA’da kikirdak destriikksiyonundan sorumlu olan MMP-13 ve iNOS
oranin1 normal degerlere yakin hale getirmistir (34). Resveratroliin OA’da kalsifiye
kikirdak kalinligin1 arttirmakla birlikte subkondral kemik yapisii da korudugu
bildirilmigtir (34). Diz eklemlerinde inflamatuar artrit olusturulmus tavsansanlar
iizerinde yapilan baska bir calismada, intraartikiiler resveratrol uygulamasinin hem

kikirdak dekstriiksiyonunu engelledigi hem de subkondral kemik yapisin1 korudugu
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gosterilmistir  (33). Oral biyoyararlanimi  diisitk bulunan resveratroliin (80),
intraartikiiler uygulanmasinin biyoyararlanimi arttiracagi diigiiniilmiistiir.

Bir ¢ok aragtirmada TME {izerinde deneysel OA olusturulmus ve cesitli tedavi
edici ajanlarin etkileri incelenmistir ama TME’ye intraartikiiler uygulanan resveratroliin
TME f{izerindeki etkisi incelenmemistir. Bu ¢alismada; bircok aragtirmaya konu olan
resveratrolin TME-OA kikirdagi ve sinoviyum iizerindeki iyilesmeye etkisinin

histolojik olarak belirlenmesi ile literatiire katki saglanmas1 hedeflenmektedir.
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5. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun KU
2017/14 karar numarali onayini takiben baslandi (Ek 1). Bu tez ¢alismasi, Kocaeli
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklendi
(2017/085) ve Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nde

yuriitiildi.

5.1. Deney Hayvanlar

Gii¢ Analizi: Dort grup arasinda TME diizeyleri bakimindan biiylik bir etki
biiytikliigii beklentisinin (=0, 7) anlamli bulunmasi i¢in gerekli minimum toplam 6rnek
sayist 28 olarak belirlendi (a=0,05, 1-f=0,80). Benzer calismalar ve olusabilecek
kayiplar dikkate alinarak bu saymnin 40’a ¢ikartilmasimna her gruba 10 6rnek dahil
edilmesine karar verildi. Hayvan sayisini azaltmak i¢in kontrol grubundaki sicanlarin
cift tarafli TME’leri ¢alismaya dahil edildi. Gii¢ analizi Gpower 3.1.9.2 yazilimi
kullanilarak yapildu.

Calismamizda Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastrma ve Uygulama
Birimi’nden temin edilen 35 adet 250-300 gr agirliginda Wistar albino 1irki erkek sican
kullanild1. Anestezinin komplikasyonlar1 sebebiyle kontrol grubundan bir adet, artrit ve
tedavi gruplarindan ikiser adet olmak iizere toplam yedi adet hayvan 6limii sebebiyle
calismadan ¢ikarildi. Calisma 28 adet hayvanda toplam 32 6rnek incelenerek yapildi.
Hayvanlar 12 saat aydmlik 12 saat karanlik ortamda, sicaklig1 yaklasik 22-24° C olan bir
odada, uygun kafesler icerisinde beserli gruplar halinde barindirilarak, serbestce
beslenip su i¢gmeleri saglandi. Tiim hayvanlar deney siiresi boyunca normal pellet yem

ve su ile beslendi.

5.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Sicanlar bir adet kontrol grubu ve ii¢ adet calisma grubu olmak iizere rastgele
secilerek toplam dort gruba ayrildi ve serbestge beslenip su igmeleri saglanacak sekilde

kafeslendi.
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1. Grup: Kontrol grubu (n=4): Deney gruplarn ile es zamanl ve esit miktarda
%0,9 izotonik NaCl enjeksiyonu yapildi. Hayvanlarin ¢ift tarafli TME’leri ¢alismaya
dahil edildi.

2. Grup: TME artrit (CFA) grubu (n=38): Bu gruptaki hayvanlarin sag TME’lerine
unilateal olarak tek doz CFA enjeksiyonu yapildi [50 pl Complete Freund’s Adjuvant
(5881; Sigma-Aldrich, USA), dilue 1:1 salin]. Bu gruptaki hayvanlara da resveratrolle
ayn1 anda esit miktarda NaCl enjeksiyonu yapildi.

3. Grup: CFA + diisiik doz intraartikiiler resveratrol [RES(D)] grubu (n=8): Bu
gruptaki hayvanlarin sag TME’lerine unilateal olarak tek doz CFA uygulamasindan bir
hafta sonra haftalik olarak toplam {i¢ doz inraartikiiler diisik doz resveratrol
(100 pg /80 ul ) enjeksiyonu yapildi.

4. Grup: CFA + yiiksek doz intraartikiiler resveratrol [RES(Y)] grubu (n=38): Bu
gruptaki hayvanlarin sag TME’lerine unilateal olarak tek doz CFA uygulamasindan bir
hafta sonra haftalik olarak toplam {i¢ doz inraartikiiler yiiksek doz resveratrol

(1mg/80 ul) enjeksiyonu yapildi.

5.3. Deneysel Osteoartrit Modelinin Dogrulanmasi

(Calismaya baslanmadan 6nce deneysel artrit modelinin dogrulanmast igin iki adet
siganda On caligma yapildi. CFA ile sicanlarin sag TME’lerinde deneysel OA
olusturuldu ve TME’deki ostaoartritik degisiklikler bu evrede belirginlestigi
(68,69,71,72) icin deneysel OA olusturulduktan bir hafta sonra hayvanlar sakrifiye
edildi. Hayvanlarin kontralateral TME’leri kontrol grubu olarak kullanildi. Ornekler
histopatolojik olarak degerlendirildiginde; deneysel OA olusturulmus eklemlerde artmis
l16kositik  infiltrasyon, sinoviyal membranda hiperplazi, kan damarlarinda
vazodilatasyon, artmis 6dem, vaskiilerizasyon artig1 gibi inflamasyon bulgular1 ve disk
yapisinda deformasyon goézlendi (Resim 2.d,e,f). Kontrol grubunda diizgiin disk ve
kondil yapis1 ile beraber biitiinliigiinii koruyan membran epiteli ve organize dizilmis
membran epitel hiicreleri goriildii (Resim 2.a,b,c). Bununla birlikte kontralateral

eklemlerden olusan kontrol grubunda ¢ok az da olsa inflamasyona rastlandu.
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Resim 2. Kontrol ve CFA gruplarina ait 6n ¢alisma fotomikrograflari (H&E boyama).
a,b,c: Kontrol grubu kesitleri. Kontrol grubunda saglikli kondil (a), sinoviyal membran
(b) ve disk (c) morfolojisiyle birlikte hafif 6dem (yildiz) ve c¢ok az miktarda
inflamasyon ( siyah ok) goriilmektedir.

d,e,f: CFA grubu kesitleri. CFA grubunda subsinoviyal alanda (d) yogun bazofilik
boyanan siddetli inflamasyon alanlariyla birlikte (siyah ok) ddematdz bolgeler (yildiz)
ve dilate olmus kan damarlar1 (siyah ok basi) dikkati ¢ekmektedir. Sinoviyal
membranda hiperplazi (e) (beyaz ok) ve disk yapisinda deformasyon (f) goriilmektedir.

5.4. Deney Prosediirii

Sicanlar intramiiskiiler Xylazin (10mg/kg) ve Ketamin (90mg/kg) enjeksiyonu ile
genel anestezi altina alindilar. Anesteziyi takiben TME bolgesinin cildi traslandi.
Aseptik ve antiseptik sartlarin saglanmasindan sonra, TME-OA olusturmak i¢in 1 ml’lik
plastik siringaya sahip 30 gauge igne yardimi ile ¢alisma grubundaki hayvanlara
unilateal olarak sag TME ig¢ine tek doz CFA enjeksiyonu yapildi [50 pl Complete
Freund’s Adjuvant (5881; Sigma-Aldrich, USA), dilue 1:1 salin].

Complete Freud’s Adjuvan doz ayarlamasi ve intraartikiiler TME enjeksiyonlar1
Spears ve ark.’nin (68) tarif ettigi sekilde yapildi. Once kulagm éniindeki temporal
kemigin zigomatik arki ve mandibular kondil palpe edildi. Steril 30 gauge igne,
zigomatik arkin posteroinferior kenarina (eklem fossasinin catis1) konumlandirild: ve
mandibular kondilin posterolateral kenarini gegip superior eklem bosluguna ulasmak
icin anteromedial yonde ilerletildi (Resim 3). Enjeksiyon, TME’nin superior eklem

bosluguna yapildi (Resim 4).
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Resim 3. Intraartikiiler CFA enjeksiyonu.

Resim 4. Sican TME’sinde iist eklem boslugundaki enjeksiyon sahasinin gosterimi
(Wang’dan 2). igne giris yeri eksternal akustik meatusun oniinde (b), zigoma kokiiniin
sag alt tarafinda (kesikli ok), tist eklem boslugunda (siyah daire) konumlanmistir (c). 50
ul boyar madde enjekte edilmistir (d). Kapsiil agildiginda boyar maddenin iist eklem
boslugunda sinirli kaldigi goriilmektedir (disk ve kondil: i¢i bos ok).
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Hayvanlarin ¢igneme fonksiyonlarini baskilamamak i¢in tiim enjeksiyonlar sag
TME’ye unilateral olarak yapildi. Hayvanlar enjeksiyon islemini takiben anesteziden
ayilana kadar takip altinda tutuldular ve tekrar kafeslerine yerlestirildiler. Hayvanlarin
iyilesmeleri takip edildi. Diger hayvanlarin iyilesmelerinde herhangi bir problem
goriilmedi.

Calismalar, TME’deki kikirdak dejenerasyonu, subkondral kemik iligi lezyonlar
gibi morfolojik degisikliklerin ve inflamatuar sitokin ekspresyonunun CFA
enjeksiyonundan bir hafta sonra belirgin hale geldigini gostermektedir (68,69,70,72).
Bu nedenle, bu ¢alismada da CFA uygulamasindan sonra bir hafta (yedi giin) beklendi
ve ardindan resveratrol enjeksiyonuna baglandu.

Resveratrol (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) dimetilsulfoksit (DMSO) iginde
¢ozildi ve treticinin belirledigi protokole gore hazirlandi. CFA enjeksiyonu sonrasi
yedinci, 14. ve 21. giinlerde; iiclincli gruptaki hayvanlara inraartikiiler diisiik doz
resveratrol (100 pg /80 ul), dordiincii gruptaki hayvanlara intraartikiiler yiiksek doz
resveratrol (Img/80 pl) uygulandi. igne penetrasyonundan kaynakli inflamasyon
bulgusunu standardize etmek i¢in kontrol ve artrit grubundaki deney hayvanlarina es
zamanli olarak ayni1 miktarda intraartikiiler %0,9 izotonik NaCl enjeksiyonu yapildi.

Her gruptaki tiim hayvanlar son enjeksiyondan bir hafta sonra (28. giinde)
veteriner kontroliinde; yiiksek doz intraperitoneal Xylazin (30 mg/kg) ve Ketamin (250
mg/kg) anestezisi ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen siganlarin TME’leri diseke edildi
(Resim 5). Cevreleyen yumusak dokuya zarar vermeden, tur ile irrigasyon altinda
kemik frezlendi ve eklem bdlgesi, temporal kemik ve mandibulanin kondiler prosesini
icerecek sekilde en blok eksize edildi (Resim 6). Ornekler %10’luk formaldehit
sollisyonuna yerlestirilerek fikse edildi. Cikarilan ornekler en az iki giin formaldehit

soliisyonunda bekletildikten sonra histolojik inceleme i¢in ilgili birime gonderildi.
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Resim 5. Sican TME’sinin diseksiyonu.

Resim 6. Sican TME’sinin en blok sizyou.

5.5. Histopatolojik Degerlendirme

Sakrifiye edilen sicanlarin TME’leri nazikce cikarildiktan sonra %10’luk ndtral
tamponlanmis formalin soliisyonu igerisine koyuldu ve 48 saat boyunca immersiyon
yontemiyle fiksasyonu saglandi. Kisa bir yikama isleminin ardindan dokular, Thermo
Scientific Shandon TBD-2 Decalcifier soliisyonu igerisinde dekalsifiye olana kadar
bekletildi. Dekalsifiye olan dokular yikama isleminin ardindan kademeli olarak artan

etil alkol serilerinden (sirasiyla %70, %90, %96, %100) (Merck) gecirilerek dokularin
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dehidrasyon islemi gergeklestirildi. 30 dk toluen (Merck) ile seffaflandirma islemini
takiben dokular 58°C’lik etiivde 30 dk boyunca 1:1 oraninda hazirlanmis toluen-parafin
karisiminda bekletildi. Ardindan saf parafin igerisinde 2 saat kadar tutulan dokular, oda
sicakliginda parafin bloklara gomiildii. George ve ark.’in (92) calismalarinda belirttigi
gibi Parafin bloklardan mikrotom (Leica SM 2000R) ile 200 pum araliklarla 4 pm
kalinliginda kesitler alind1.

Doku takibi yapilan TME’lerde, mandibular kondilin lateral yiizeyine paralel
olarak alman 4 um kalmligindaki midsagital kesitlerde mandibular kondil, disk,
sinoviyal membran ve subsinoviyal doku-retrodiskal bolge histopatolojik olarak
incelendi. Kondiler kikirdak ve disk kalinligi Leica LASX (Leica LAS Version 4.6.1)
programi ile histomorfometrik olarak analiz edildi. Kikirdak kalinligi olgiiliirken
kondilin anteroposterior olarak merkezi kismi belirlendi ve bu bodlgeden Ol¢iim
gerceklestirildi. Artikiiler diskte ise anterior, orta hat ve posterior bolgelerden Sl¢iim
alindi. Retrodiskal bolgede inflamasyon derecesi kalitatif olarak degerlendirildi ve bu
yontemde skorlama Kristensen ve ark.’nin (94) sistemi esas alinarak su sekilde
gerceklestirildi: 0- inflamatuar hiicre yok, 1- birka¢ dagilmis hiicre, 2- inflamasyon
belirgin olarak var, 3- bantlar halinde diizenlenmis bir¢ok inflamatuar hiicre, ve 4- ¢cok
fazla miktarda inflamatuar hiicre varligi.

Alinan kesitlere, morfolojik incelemeler (kondil kikirdak kalinligi, disk yapisi,
sinoviyum/sinoviyal membran) i¢cin Hematoksilen & Eozin (H&E); subkondral kemigi
incelemek i¢in Masson trikrom (MT) boyamalart yapilirken; immiinohistokimyasal
inceleme i¢in MMP-13 ekspresyonlarina bakildi. CFA’nin kondiler kikirdakta
olusturdugu hasarda apoptoz/hiicre Oliimiinii arastirmak ve kondil kikirdagindaki
kondrosit rezervini tanimlamak i¢in 4 um kalinliginda alinan kesitlere TUNEL (S7101
ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, Merck Millipore) metodu
uyguland1 ve apoptotik kondrositler sayildi. Boyanan tiim kesitler Leica DM 1000
model 151k mikroskobu ile incelendi.

Calismamizda kondiler kikirdak dejenerasyonu, kikirdak kalinlifinda azalma,
apoptotik kondrosit sayisindaki artig, disk yapisinda bozulma, disk kalinliginda artis
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, retrodiskal dokularda vaskiilerizasyon artisi,

vazodilatasyon, sinoviyumda hiperplazi, subsinoviyal dokuda 6dem ve ayrilma gibi
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inflamasyon bulgulari, subkondiler kemikte trabekiiler kemik yapisindaki bozulmalar ve

MMP-13 ekspresyonundaki artis TME-OA bulgusu olarak kabul edildi.

5.5.1. Hematoksilen&Eozin Boyamasi

58°C’lik etiivde deparafinize edilen kesitler toluen igerisine alinarak parafinden
iyice arindirildi. Ardindan, kademeli olarak azalan etil alkol serilerinden (%100, %96,
%90, %70) gecirilen kesitler distile suya kadar indirgenerek rehidrasyon islemi
saglandi. Mayer hematoksilen ile 5 dk boyanmanin ardindan 2 kez distile su ile yikanan
kesitler 10-15 saniye bluing reagent ile inkiibe edildi. 2 kez distile sudan gegirilen
ornekler absolute etanole daldirildi. Daha sonra 2-3 dk Eosin Y (modifiye alkolik)
soliisyonunda inkiibe edilen kesitler absolute alkolde yikanarak dehidre edildi. Son
olarak toluende yaklasik 30 dk bekletilen dokular Entellan araciligiyla lamel ile
kapatildi.

5.5.2. Masson Trikrom Boyamasi

H&E metodunda oldugu gibi distile suya indirgenen kesitler esit hacimde
Weigert A ve Weigert B karigimindan olusan soliisyonun igerisinde 5 dk inkiibe
edildikten sonra 2 dk ¢esme suyu ile yikandi. Distile sudan gegirilen kesitler asit fuksin
soliisyonunda 15 dk bekletildikten sonra distile su ile yikandi. Ardindan kesitler
fosfotungustik asit ile 15 dk diferensiye edildi ve yikama islemi olmadan 5-10 dk
siireyle Anilin blue soliisyonuna alindi. Distile su ile yikamanin ardindan asetik asit
sollisyonunda 3-5 dk bekletilen kesitler hizlica iki kez %96 alkolden ve ardindan %100
alkolden gecirilerek dehidre edilen kesitler toluen igerisine alindi. Son olarak entellan

ile kapama islemi gergeklestirildi.
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5.5.3. Immiinohistokimyasal boyama

5.5.3.1. TUNEL isaretlemesi

Terminal deoxynucleotide transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL)

Parafin bloklardan alinan 4 pm‘lik kesitler 1 gece 56 °C‘lik etiivde tutularak
parafini giderildi ve ardindan toluende 3x10 dk bekletilerek parafinden iyice
arindirildiktan sonra azalan alkol serilerinden (sirastyla %100, %100, %96, %90, %70)
gecirilip 5 dk PBS‘de yikandi. Pap-pen ile isaretlemenin ardindan kesitlere 15 dk
boyunca oda 1sisinda proteinaz K soliisyonu (Merck) uygulandi ve distile su ile yikanan
(2x2 dk) kesitler endojen peroksidazi bloklamak i¢cin H,O,’de (Hydrogen peroxide
block, Lab Vision Co.) 5 dk karanlikta bekletildi. PBS (2x5 dk) ile ¢alkalandiktan sonra
kesitlere 10 dakika oda 1sisinda equilibration buffer (dengeleme tamponu) uygulandi.
Daha sonra kesitler 37 °C*de TdT (terminal deoksiniikleotidil transferaz) enzimi ile 1
saat inkiibe edildikten sonra PBS ile yikand1 (3x1 dk) ve ardindan oda 1sisinda humidity
chamber icerisinde 30 dk antidigoksigenin konjiigati uygulandi. PBS ile yikamanin
ardindan (4x2 dk) 7 dk DAB kromojen soliisyonu uygulamasi yapildi. Distile suya
alinan kesitlere % 0.5 (w:v) metil green ile 10 dk oda sicakliginda zit boyama
yapilmasinin ardindan kesitler dehidre edildi ve kapatma medyumu ile kapatildi. Leica

DM 1000 151k mikroskobu ile apoptotik kondrositler degerlendirildi.

5.5.3.2. MMP-13 Isaretlemesi

Parafin bloklardan polilizinli lamlar iizerine alinan 4 pm‘lik kesitlerin 1 gece
56 °C‘lik etiivde tutularak parafini giderildi ve toluende 3‘er kez 5 dk bekletilerek
parafinden iyice arindirildi. Ardindan, sirasiyla 2x5 dk 100° alkolde, 1x5 dk 96° alkolde,
1x5 dk 90° alkolde, 1x5 dk 70° alkolde ve son olarak 2x5 dk distile su i¢inde bekletildi.
Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS)-Tx soliisyonu igerisinde 5 dakika bekletilen
kesitler antigen retrieval islemi i¢in sitrik asit soliisyonuna alinarak mikrodalgada 10 dk
kaynatild1 ve sogumasi i¢in 20 dk bekletildi. Hidrofobik bir havuz olusturmak amaciyla
Pap-pen ile ¢evrelenen kesitlere endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek i¢in H,O,

sollisyonu (ab64264, Abcam) damlatilarak 10 dk bekletildi. Ardindan PBS‘de yikanan
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kesitlere 6zgiil olmayan antikor baglanmalarini bloklamak iizere protein blok soliisyonu
(ab64264, Abcam) 10 dk siire ile uygulandi. Tekrar PBS ile yikanan kesitlere 1/100
dilusyon oranindaki MMP-13 primer antikoru (bs-0575R; Bioss Inc.) damlatildi
ve +4°C*de bir gece boyunca bekletildi (94). PBS ile yikanan doku kesitleri biyotinli
goat antipolyvalent soliisyonu (ab64264, Abcam) ile 10 dakika inkiibe edildikten sonra
tekrar PBS ile yikandi ve streptavidin peroksidaz soliisyonu (ab64264, Abcam) kesitler
iizerine eklendi. 10 dakikalik inkiibasyonun ardindan PBS‘ten gecirilen kesitlerde
MMP-13 ekspresyonunun oldugu bdlgeler diaminobenzidin (DAB) adi verilen
kromojen ile kahverengi renkte gbzlemlendi. Mayer hematoksilen (ab128990, Abcam)
ile zit boyama yapilan dokular dehidrasyon isleminin ardindan (artan alkol serilerinden

gecirilerek) toluen icerisine alind1 ve Entellan (Merck) ile lamel yardimiyla kapatildi.

5.6. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme IBM SPSS 22.0 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA) paket programi ile yapildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunlugu
Shaphiro Wilk testi ile test edildi. Normal dagilan degiskenlerin dort grupta
karsilagtirllmasinda ANOVA ve LSD testleri, normal dagilmayan degiskenlerin dort
grupta kargilagtirllmasinda Kruskal Wallis ve All Pairwise testleri kullanildi. Kategorik
degiskenler arasindaki iliskiler Ki-kare testi ile test edildi. iki yonlii hipotezlerin testi

icin p<0,05 anlamli kabul edildi. Tiim analizlerde giiven aralig1 olarak %95 secildi.
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6. BULGULAR

Calismaya 35 adet erkek Wistar sican dahil edildi. Kontrol grubundan bir adet,
artrit ve tedavi gruplarindan ikiser adet olmak {iizere toplam yedi adet hayvan anestezi
sirasinda 6lim nedeniyle ¢aligma dis1 birakildi. Son durumda kontrol grubunda dort,
artrit ve tedavi gruplarinda sekizer adet hayvanla ¢aligma bitirildi. Kontrol grubundaki
hayvanlarin ¢ift tarafli TME’leri calismaya dahil edildi. Calisma sirasinda higbir

hayvanda enfeksiyon gelismedi.

6.1. Histopatolojik Bulgular

Gruplara ait TME kesitleri incelendiginde, kontrol grubunda diizgiin disk ve
kondil yapis1 gozlemlendi, sinoviyal dokuda inflamasyon tespit edilmedi (Resim 7A).
CFA grubunda ise disk yapisinda bozulma, kondiler kikirdakta diizlesme, dejenerasyon
ve kikirdak kalinliginda azalma gozlemlendi (Resim 7B-8B). Sinoviyal membrani
olusturan hiicrelerde hiperplazi tespit edildi (Resim 9B). Ayrica CFA verilen artritik
siganlarin subsinoviyal dokusunda 6dem, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, ozellikle
nodiil seklinde mononiiklear hiicre topluluklari, lipid damlaciklari, prolifere ve dilate
olmus kan damarlar1 goriildii (Resim 10B, Resim 11). RES(Y) ve RES(D) tedavi
gruplarinda ise CFA grubuna gore kondil yapisinda diizelme, kondiler kikirdak
kalinliginda artig, sinoviyal membran hiperplazisi ve subsinoviyal bdlge

inflamasyonunda azalma tespit edildi (Resim 7C-D, 8C-D, 9C-D, 10C-D).
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Resim 7. Gruplara ait TME kesitlerinin genel goriintiisii. A, Kontrol; B, Artrit (CFA);
C, Diisiik doz resveratrol [RES(D)]; D, Yiiksek doz resveratrol [RES(Y)]. H&E, 4x
objektif, 40X magnifikasyon. Kontrol grubunda diizgiin disk ve kondil yapis1 (A), CFA
grubunda kondiler kikirdakta diizlesme ve dejenerasyon (B), RES(Y) ve RES(D) tedavi
gruplarinda ise CFA grubuna gore kondil yapisinda diizelme (C, D) goriilmektedir.

-

Resim 8. Gruplara ait mandibular kondil ve disk yapisini1 gosteren fotomikrograflar. A,
Kontrol; B, Artrit (CFA); C, Disiik doz resveratrol [RES(D)]; D, Yiiksek doz
resveratrol [RES(Y)]; yildiz, dejenere disk yapisi. 20x objektif, 200X magnifikasyon,
H&E). Kontrol grubunda diizgiin disk ve kondil yapisi (A), CFA grubunda disk
yapisinda bozulma (yildiz), kondiler kikirdakta diizlesme, dejenerasyon ve kikirdak
kalinliginda azalma (B), RES(Y) ve RES(D) tedavi gruplarinda ise CFA grubuna gore
kondil yapisinda diizelme ve kondiler kikirdak kalinliginda artis (C, D) goriilmektedir.
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Resim 9. Gruplara ait sinoviyal membran yapisin1 gosteren fotomikrograflar. A,
Kontrol; B, Artrit (CFA); C, Disiik doz resveratrol [RES(D)]; D, Yiiksek doz
resveratrol [RES(Y)]. Siyah ok, sinoviyal membran hiperplazisini isaret etmektedir. A,
B ve D, 40x objektif-400X magnifikasyon; C, 20x objektif-200X magnifikasyon. H&E.
Kontrol grubunda sinoviyal dokuda inflamasyon tespit edilmedi (A). CFA grubunda
sinoviyal membran hiperplazisi (siyah ok) tespit edildi (B). RES(D) ve RES(Y) tedavi
gruplarinda sinoviyal membran hiperplazisinde azalma goriilmektedir (C, D).

Resim 10. Gruplara ait subsinoviyal bolge yapisini gosteren fotomikrograflar. A,
Kontrol; B, Artrit (CFA); C, Disiik doz resveratrol [RES(D)]; D, Yiiksek doz
resveratrol [RES(Y)]. Siyah ok, dilate damarlari; ok basi, lipid damlaciklarini; yildiz,
inflamatuar hiicre topluluklarmi gostermektedir. A, 40x objektif-400X magnifikasyon;
B, C ve D, 20x objektif-200X magnifikasyon. H&E. Kontrol grubunda subsinoviyal
bolgede inflamasyon tespit edilmedi (A). CFA grubunun subsinoviyal dokusunda 6dem,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu (y1ldiz), lipid damlaciklar1 (ok bas1), prolifere ve dilate
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olmus kan damarlarn (siyah ok) goriilmektedir (B). RES(Y) ve RES(D) tedavi
gruplarinda subsinoviyal bdlge inflamayonunda azalma goriilmektedir (C, D).

Resim 11. CFA grubuna ait sinoviyal membran ve subsinoviyal doku yapisini gésteren
fotomikrograflar. Siyah ok, sinoviyal membran hiperplazisini; ok basi, dilate damarlart;
beyaz ok, lipid damlaciklarini; yildiz, inflamatuar hiicre topluluklarini (nodiil); arti,
subsinoviyal 6demi gostermektedir. 40x objektif-400X magnifikasyon, H&E.

6.1.1. inflamasyon Derecelendirmesi

Sinoviyal membran ve retrodiskal bolgedeki inflamasyon gruplara gore
degerlendirildi. Kontrol grubundaki TME 6rneklerinin alt1 tanesinde (%75) inflamatuar
hiicre tespit edilmedi; iki tanesinde (%25) az ve daginik halde inflamatuar hiicreler
gortildii. Artrit (CFA) grubunda; bir ornekte (%12,5) inlamatuar hiicreler agikca
mevcutken, ii¢ ornekte (%37,5) bantlar halinde ¢oklu, dort o6rnekte (%50) yogun
inflamatuar hiicre varligmma rastlandi. Diisiik doz resveratrol tedavi [RES(D)]
grubundaki bir 6rnekte (%12,5) az ve daginik halde, bes 6rnekte (%62,5) agik¢ca mevcut
sekilde, iki ornekte (%25) bantlar halinde ¢oklu inflamatuar hiicre varligina rastlandi.
Yiiksek doz resveratrol tedavi [RES(Y)] grubunda ise bir 6rnekte (%12,5) az ve daginik
halde, dort 6rnekte (%50) acik¢a mevcut sekilde ve ii¢ drnekte (%37,5) bantlar halinde
coklu inflamatuar hiicreler goriildii. (Tablo 1) (Sekil 1).
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Tablo 1. Sinoviyal membran ve retrodiskal bolge inflamasyon skorlarinin dagilimi.

Sinoviyal
membran Grup1l Grup2 Grup 3 Grup 4
Inflamatuar ve Kontrol  CFA RES(D) RES(Y)
hiicre retrodiskal (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) P
varhgi bolge
inflamasyon
skorlamg n (%) n (%) n (%) n (%)
Yok 0 6 (75,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Az ve
dagmik 1 2(25,0) 0 (0,0 1 (12,5) 1 (12,5)
Acikc¢a
meveut 2 0 (0,0) I (12,5) 5 (62,5) 4 (50,0) 0.001*
Bantlar
halinde 3 0 (0,0) 3375 2250 3375
c¢oklu
Yogun 4 0 (0,0) 4 (50,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

*n <0,05 diizeyinde anlamli

Sinoviyal membran ve
100,0%- ] retrodiskal bolge
inflamasyon skorlama
Enflamatuar hiicre yok
Az, daginik
Agik¢a mevcut
Bantlar halinde ¢oklu
80,0%‘ enflamatuar hiicreler
DYogun enflamatuar hiicre
varhigi
60,0%
@
o
N
=
>
40,0%
20,0%
,0%—

I |
Kontrol CFA RES(D) RES(Y)
Grup

Sekil 1. Deney gruplardaki sinoviyal membran ve retrodiskal bodlge inflamayon
skorlarmin dagilimu.

Inflamasyon skorlar1 gruplar arasinda anlamli farklilk gésterdi (p=0,001).

Karsilagtirllmalara bakildiginda CFA grubundaki inflamasyon skorlar1 kontrol grubuna
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gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,000). CFA grubunun;

RES(D) tedavi

grubu ile arasindaki fark anlamli, RES(Y) tedavi grubu ile arasindaki fark anlamsiz

bulundu (p=0,037; p=0,066). Tedavi gruplar1 arasinda inflamasyon skorlar1 agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,805) (Tablo 2) (Sekil 2).

Tablo 2. Inflamasyon degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmast.

. Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Inflamasyon Kontrol CFA RES(D) RES(Y) P
Skorlama
Ort=SD Ort+SD Ort+SD Ort +SD
025+0,46°  338+0,74"  2,13+0,64° 225+0,71*" 0,001 *

Kruskal Wallis testi kullanild.
*n <0,05 diizeyinde anlamlL.
A,B den anlamli derecede yiiksek bulundu.

C, A ve B’den anlamli derecede diisiik bulundu.

Kontrol CFA RES(D) RES(Y)
Grup

Sekil 2. Deney gruplarindaki ortalama inflamasyon degerleri.
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6.1.2. Trabekiiler Kemik Morfolojisi

Masson trikrom boyamasi, subkondral kemikte trabekiiler kemik morfolojisindeki
degisimi tespit etmek icin yapildi. CFA grubunda kontrol grubuna gore diizensiz ve
bozulmus bir trabekiiler kemik yapis1 goriildii (Resim 12B). Ayrica genis kemik iligi
kaviteleri yine bu grupta tespit edildi. Tedavi gruplarinda nispeten daha diizgiin bir
trabekiiler kemik morfolojisi ve kemik iligi kavitelerinde kiigiilme goriildii (Resim 12C,

12D).

\

Resim 12. Gruplara ait Masson trikrom ile boyanmis subkondral kemik kesitlerine ait
fotomikrograflar. A, Kontrol; B, Artrit (CFA); C, Diisiik doz resveratrol [RES(D)]; D,
Yiiksek doz resveratrol [RES(Y)]. Beyaz ok basi, genis kemik iligi kavitelerini
gostermektedir. 20x objektif-400X magnifikasyon, MT. CFA grubunda diizensiz ve
bozulmus trabekiiler kemik yapisi ve genislemis kemik iligi kaviteleri (beyaz ok basi)
(B), RES(D) ve RES(Y) tedavi gruplarinda nispeten daha diizgiin trabekiiler kemik
morfolojisi ve kemik iligi kavitelerinde kii¢lilme goriilmektedir (C, D).

6.2. Histomorfometrik Bulgular
6.2.1. Kondiler Kikirdak Kalinhg Ol¢iimii

Gruplara ait kondiler kikirdak kalinlig1 analiz edildiginde gruplar arasinda anlaml

farklilik bulundu (p=0,001). CFA grubunda kontrol grubuna gore belirgin bir azalma
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olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0,504). RES(Y) ve
RES(D) tedavi gruplarina ait 6rneklerden alinan dlgiimler ise CFA ve kontrol grubuna
gore anlaml artig gosterdi. [RES(Y) icin p=0,001; p=0,010 RES(D) i¢in p=0,004,
p=0,027]. Tedavi gruplan arasinda kikirdak kalinli§i agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p=0,712) (Tablo 3) (Sekil 3) (Resim 13).

Tablo 3. Kondiler kikirdak kalinliginin gruplar arasi karsilagtirmasi.

Kondiler Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
kikirdak Kontrol CFA RES(D) RES(Y) P
kalinhg
(um) Ort£SD Ort+SD Ort + SD Ort + SD
168,15 + 147,96 + 234,37+ 255,95 +
26,67" 38,9° 54,11% 62,75 0,001*

Kruskal Wallis testi kullanild.
*n<0,05 diizeyinde istatistiksel anlamli.
A,B den anlamli derecede yiiksek bulundu.

400 |-

350 |-

300 |-

250 |-

200 |-

T™MJ

150 |-

100 |-

50 |-

1 1 1
Kontrol CFA RES(D) RES(Y)

Grup

Sekil 3. Deney gruplarindaki ortalama kikirdak kalinlig1 degerleri.
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Resim 13. Gruplara ait kondil kikirdagi kalinligimi gosteren fotomikrograflar. A,
Kontrol; B, Artrit (CFA); C, Diisiik doz resveratrol [RES(D)]; D, Yiiksek doz
resveratrol [RES(Y)];. 20x objektif, 200X magnifikasyon, H&E. Kontrol (A) ve CFA
(B) gruplarina gore, RES(D) ve RES(Y) tedavi gruplarina ait orneklerden alinan
kikirdak kalinlig1 6l¢iimlerinde (C, D) artig goriilmektedir.

6.2.2. Artikiiler Disk Kahnhgi Ol¢iimii

Artikiiler disk kalinlig1 6l¢iimleri degerlendirildiginde orta hat ve diskin posterior
bolgesinden yapilan disk kalinlig1 dl¢timleri gruplar arasinda anlamli farklilik gosterdi
(p=0,038, p=0,001). Bununla birlikte diskin anterior bdlgesinden yapilan 6l¢iimlerde
gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0,206) (Tablo 4) (Sekil 4).

Tablo 4. Artikiiler disk kalinlig1 6l¢ctimlerinin gruplar arasi karsilagtirmasi.

Disk Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
kalinhg Kontrol CFA RES(D) RES(Y) P
olciimii

(Lm) Ort=SD Ort+SD Ort = SD Ort £ SD

Anterior  33,59+451  30,59+7,5 3522+5,63  2924+6,28 0,206
Orta 6,711,058  934+1,72%  713+0,65% 7,54+276"" 0,038%*
Posterior 23,84 +2,14® 3593+866" 27,18+427°%  2492+4" 0,001 *

Anova testi yapild.
*0<0,05 diizeyinde istatistiksel anlamli.
A,B den anlaml él¢iide yiiksek bulundu.
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Sekil 4. Deney gruplarindaki anterior bolge disk kalinligi Ol¢iimlerinin ortalama
degerleri.

Diskin orta hattindan yapilan 6l¢iimler karsilastirildiginda, CFA grubundaki disk
kalinlig1 dl¢timleri kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,007).
RES(D) tedavi grubunun disk kalinlig1 6l¢iimlerinde CFA grubuna gore anlamli azalma
gozlendi (p=0,021). RES(Y) tedavi grubundaki olgiimlerde de CFA grubuna gore
belirgin bir azalma olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0,056). Tedavi gruplar1 kendi arasinda kiyaslandiginda anlamli bir fark goriilmedi
(p=0,646). Kontrol grubu ile RES(D) ve RES(Y) tedavi gruplari arasindaki fark
anlamsiz bulundu (p=0,628; p=0,348) (Tablo 4) (Sekil 5).
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Sekil 5. Deney gruplarindaki orta hat disk kalinlig1 6l¢timlerinin ortalama degerleri.

Diskin posterior bolgesindeki dl¢iimler karsilastirildiginda, CFA grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p=0,001). Tedavi
gruplarina bakildiginda ise; RES(D) ve RES(Y) gruplarindaki disk kalinligi dl¢iimleri
CFA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olgiide diisik bulundu (p=0,003;
p=0,001). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda anlamli fark goriilmedi
(»=0,390). Kontrol grubu ile RES(D) ve RES(Y) tedavi gruplari arasindaki fark
anlamsiz bulundu (p=0,208; p=0,680) (Tablo 4) (Sekil 6).
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Sekil 6. Deney gruplarindaki posterior bolge disk kalinligi olglimlerinin ortalama
degerleri.

6.3. immunohistokimyal Bulgular

6.3.1. TUNEL Isaretlemesi ve Apoptotik Kondrosit Tayini

TUNEL yontemi ile belirlenen apoptotik kondrosit sayis1 gruplar arasinda anlamh
farklilik gosterdi (p=0,001). Kontrol ve CFA grubu karsilastirildiginda CFA grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p=0,000). Buna ek olarak CFA
grubunun artikiiler diskinde de bol miktarda apoptotik kondrositlere rastlandi (Resim
14B). Tedavi gruplarina bakildiginda ise; RES(D) ve RES(Y) apoptotik indeksleri CFA
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulundu (p=0,002; p=0,018).
Tedavi gruplan kendi arasinda kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli bir fark

gorlilmedi (p=0,464) (Tablo 5) (Sekil 7).

51



Tablo 5. TUNEL sonuglarinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Apoptotik Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
kondrosit Kontrol CFA RES(D) RES(Y) P
saysisi
Ort£SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
30+ 8,47°  89,57+238% 33,57+7,14% 41,43+ 18,04° 0,001 *

*n<0,05 diizeyinde istatistiksel anlamli.
A,B den anlamli derecede yiiksek bulundu.
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Sekil 7. Deney gruplarindaki ortalama apoptotik kondrosit degerleri.
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Resim 14. Gruplara ait kondil kikirdaginda apoptotik kondrositleri gésteren TUNEL
fotomikrograflari. A, Kontrol; B, Artrit (CFA); C, Diisiik doz resveratrol [RES(D)]; D,
Yiiksek doz resveratrol [RES(Y)]. Siyah ok, DAB ile kahverengi renkte boyanan
TUNEL(+) apoptotik kondrositleri gostermektedir. 40x objektif-400X magnifikasyon.
CFA grubunda kikirdak ve artikiiler diskte apoptotik kondrosit sayisinda artis (B),
RES(D) ve RES(Y) tedavi gruplarinda apoptotik kondrosit saysisinda azalma
goriilmektedir (C, D).

6.3.2. MMP-13 isaretlemesi

Kontrol grubunun kondil kikirdaginda diisiik oranda MMP-13 ekspresyonu
goriiliirken, CFA grubunda Tip II kollajeni yikan bu metalloproteinazin ekspresyonunda
ciddi oranda bir artis goriildii (Resim 14B). RES(D) ve RES(Y) tedavi gruplarinda ise
CFA grubuna gére MMP-13 immiinreaktivitesinde belirgin bir azalma tespit edildi
(Resim 15C, 15D). Ayni sekilde sinoviyal membran ve periartikiilar dokuda da MMP-
13 ekspresyonu CFA grubunda kontrol grubuna gore belirgin bir artis gosterirken
(Resim 15B), tedavi gruplarinda CFA grubuna gore belirgin bir diisiis gosterdi (Resim
16C, 16D).
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Resim 15. Kondil kikirdagina ait MMP-13 ekspresyonunu gosteren fotomikrograflar.
A, Kontrol; B, Artrit (CFA); C, Diisiik doz resveratrol [RES(D)]; D, Yiiksek doz
resveratrol [RES(Y)]. MMP-13 immiinreaktivitesinin oldugu alanlar kahverengi
renktedir. Siyah c¢izgilerin arasinda kalan alanlar, MMP-13 ekspresyonunun goriildigii
matriksi gostermektedir. 40x objektif-400X magnifikasyon. MMP-13 ekspresyonu
kontrol grubunda diisiik (A), CFA grubunda yiiksek (B) goriilmektedir. RES(D) ve
RES(Y) tedavi gruplarinda ise CFA grubuna gore belirgin azalma goriilmektedir (C, D).

Resim 16. Sinoviyal membran ve periartikiilar dokuda MMP-13 ekspresyonunu
gosteren fotomikrograflar. A, Kontrol; B, Artrit (CFA); C, Diisiik doz resveratrol
[RES(D)]; D, Yiiksek doz resveratrol [RES(Y)]. 40x objektif-400X magnifikasyon
MMP-13 ekspresyonu CFA grubunda (B) kontrol grubuna (A) gore belirgin bir artis
gosterirken, RES(D) ve RES(Y) tedavi gruplarinda CFA grubuna gore belirgin bir
diisiis gostermektedir (C, D).

X . —
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7. TARTISMA

Temporomandibular eklem ile ilgili yapilan deneysel hayvan ¢aligmalarinda sigan,
tavsan, maymun, koyun ve domuz kullanilabilen hayvanlardir (61). Artikiiler eminensin
olmamas: disinda sican TME’si insan eklemine benzer uygun anatomik ve histolojik
ozellikler gostermektedir (62). Sigan TME’sinin insan TME anatomisine benzer
ozellikleri, TME kikirdaginda izlenen yapisal degisimlerin morfolojisinin ve gelisiminin
insanlar ile uyum gostermesi, diskin histopatolojik olarak insan TME diskine benzer
olmasi, biiyiik hayvanlara gére manipiilasyonun, temin edilmesinin ve bakiminin kolay
olmasi1 gibi nedenlerle TME ile ilgili bir¢ok arastirmanin deneysel hastalik modelinde
deney hayvani olarak sigan tercih edilmektedir (14,17,62,67,75,120). Bu arastirmada da
albino Wistar si¢an kullanimi tercih edilmistir.

Osteoartrit; sinoviyal inflamasyon, progresif kikirdak dejenerasyonu, subkondral
kemigin yeniden sekillenmesi ve kronik agr ile karakterize, etyolojisi bir ¢cok faktdre
dayanan kronik bir rahatsizliktir (1,2). Kadinlarda osteoartrit goriilme orani erkeklere
gore yiiksektir. Kadinlarda Ostrojen hormonunun eklem ligamentlerinin gevsemesine
neden olarak eklem mobilitesini arttirdigr bildirilmistir  (95). Ayrica Ostrojen
hormonunun yapisal 6zellikleri nedeniyle serbest radikaller ve katabolik enzimlerin
daha kolay serbestlendigi diisliniilmektedir (95). Etéz ve arkadaglarinin TMD’deki
oksidatif durumu degerlendirdikleri ¢alismada, kadinlarda total antioksidan
kapasitesinin daha diisiik bulunmasi bunu dogrular niteliktedir (96). Orajarvi ve ark.
overektomi ve diyet diizenlemesi yaptiklar1 disi si¢anlar iizerinde yaptiklar1 aragtirmada
TME kikirdaginin = Ostrojen seviyeleri ve diyet sertligindeki degisikliklerden
etkilendigini agik¢a gostermiglerdir (97). Birgok arastirmada, kikirdak ve kemik
metabolizmasint etkileyen hormonel faktorlerin eliminasyonu igin erkek hayvan
kullanilmaktadir (14,17,67,68,97). Biz de bu ¢aligmada erkek Wistar sigan kullanimini
tercih ettik.

Kondrosit ve artikiiler kikirdak dejenerasyonu icin cesitli tedavi modelleri
onerilmekte olup etik nedenlerle insan ¢aligmalarinin yapilamadig1 durumlarda in vitro
ve hayvan modeli odakli ¢aligmalar 6nem kazanmaktadir (98). Hastalardan kikirdak
biyopsilerinin alinmasi etik olmadigi i¢in OA patogenezinin degerlendirilmesinde

deneysel OA modelleri gelistirilmistir. Uygulanan deneysel OA modelleri; cerrahi,
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mekanik, spontan gerceklesen ve ilagla olusturulan OA modelleri olarak
siniflandirilabilir (2,14,63,64). ilagla olusturulan OA modeli; kolay uygulanabilir, tekrar
edilebilir, diger yontemlere kiyasla daha kisa zamanda model olusturulabilir, patolojik
bulgular gercege yakindir (2). OA modeli olusturmak icin kullanilan ilaglar arasinda
CFA; literatiirde bir ¢ok arastirmada, Ozellikle siganlar iizerinde basarili sekilde
uygulanmasiyla dikkat ¢ekmektedir (68,69,70-73). Bu yiizden ¢aligmamizda; sicanlarda
TME-OA modeli olusturmak i¢in CFA tercih edilmistir.

Spears ve ark. (68) calismalarinda, sicanlarin TME’lerine bilateral tek doz CFA
enjeksiyonu yaptiktan sonra ikinci gilin, ikinci, dordiincii ve altinci haftalarda
hayvanlar1 sakrifiye etmisler; TME ve trigeminal gangliyondaki kalsitonin gen iligkili
peptid (CGRP), norotropin sinir biiyiime faktorii (NGF), IL-18 ve TNF-a yogunlugunu
degerlendirmislerdir. ikinci giinden altinci haftaya kadar tiim inflamatuar sitokin
konsantrasyonlar;; TME’de kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Bununla beraber NGF, IL-1f3 ve TNF-a konsantrasyonlar1 ikinci giin ve
ikinci hafta arasinda en yiiksek seviyededir. Wang ve ark. (73) CFA enjeksiyonu
sonrast sigan TME’lerinde iNOS ve IL-1B seviyelerini yliksek bulmuglardir.
Xu ve ark. (72) sicanlar iizerinde yaptiklari ¢alismada TME’ye tek doz CFA
enjeksiyonu sonrasi birinci, ikinci, {igiincii ve dordiincii haftalarda hayvanlar1 sakrifiye
etmiglerdir. Birinci haftadan dordiincii haftaya kadar tiim ¢alisma gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli derecede kikirdak incelmesi, kondrosit sayisinda azalma ve hiicre
kaybina rastlamiglardir. Kramer ve ark. (69) TME’ ye bilateral CFA enjeksiyonu
sonrasi yedinci, 21. ve 42. gilinlerde sakrifiye ettikleri siganlardan aldiklar1 6rneklerde
yedinci giinden 42. giine kadar tiim gruplarda IL-1f seviyesini anlamli derecede yiiksek
bulmuslardir. Bununla beraber IL-1p seviyesi yedinci giinde en yiiksek seviyede
izlenmisgtir.

Calismalar, TME’deki kikirdak dejenerasyonu, subkondral kemik iligi lezyonlar
gibi morfolojik degisikliklerin ve inflamatuar sitokin ekspresyonunun CFA
enjeksiyonundan bir hafta sonra belirgin hale geldigini gostermektedir (68,69,71,72).
Bizim ¢aligmamizda da; CFA uygulamasindan sonra erken osteoartritik degisikliklerin
biiylik dl¢iide belirginlestigi birinci haftada resveratrol enjeksiyonuna baslanmistir.
Boylece resveratroliin  TME-OA iizerindeki tedavi edici rolii degerlendirilmistir.

TME’ye yapilan tek doz intraartikiiler CFA enjeksiyonu sonrasi, uzamis inflamatuar
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cevabin alt1 haftadan fazla siirdiigli gosterilmistir (68,69,73). Bizim ¢alismamiz da CFA
enjeksiyonu sonrasi 28. giinde (dordiincii hafta) sonlandirilmistir.

Harper ve ark. (99), deneysel OA olusturmak i¢in unilateral TME i¢i enjeksiyon
yaptiklar1 siganlarin, kontralateral eklemlerinde de az miktarda inflamatuar etkiler
gozlemislerdir. Ek olarak CFA ile deneysel OA modelini dogrulamak i¢in yaptigimiz 6n
caligmada, kontrol grubu olarak kullandigimiz kontralateral eklemler iizerinde daginik
halde az miktarda inflamatuar hiicreyle birlikte hafif 6dem goriilmiistiir. Bu yilizden
calismamizda hi¢ CFA enjeksiyonu yapilmamis ayr1 bir kontrol grubu olusturulmustur.

Sicanlar {iizerinde bilateral CFA enjeksiyonu ile olusturulan TME-OA’da,
sicanlarin 6giin alma siirelerinin uzadigr goriilmiistiir. Bununla beraber alinan 6giin
sayist ve miktarinda degisiklik saptanmamistir. (100,101). Yine de hayvanlarin ¢igneme
fonksiyonlarin1 baskilamamak ve 6giin paterninde degisiklige neden olmamak igin
bizim aragtirmamizda enjeksiyonlar unilateral olarak sag TME’ye yapilmstir.

Okeson, OA’nin asil sebebinin ekleme gelen asirt mekanik yiikler oldugunu ve
tedavi i¢in etkenin ortadan kaldirilmasi gerektigini vurgulamistir (36). TME-OA’nin
tedavisi ve kikirdak dejenerasyonunun tamiri i¢in bir ¢ok yaklasim onerilmistir. Bunlar
girigsimsel olmayan tedavilerden cerrahi yaklasima kadar degisebilir (7-9). Her yontemin
avantajlar1 olmakla beraber TME-OA tedavisinde kisitlamalar1 da bulunmaktadir.

Non-invaziv tedavi yaklasimlarindan okluzal splintler, eklemdeki asir1 yiiklemeyi
ve asir1 kas aktivitesini ortadan kaldirip diskal dokulara gelen basinct azaltarak; kondil-
disk iligkisinin yeniden saglanmasi i¢in mandibulayr konumlandir ve bu sekilde
semptomlar1 hafifletebilirler (11,36). Bununla birlikte okluzal splintler TME-OA’nin
progresif dogasi karsisinda tek basina yetersiz kalabilirler (11).

Farmakolojik yaklasimda, NSAII’ler dejeneratif inflamatuar eklem hastaliklarinin
tedavisisi icin siklikla tercih edilirler (11). Hem agriy1 hem de inflamasyonu azaltirlar.
Inflamasyonda olusan ve eklem dejenerasyonuna yol acan serberst radikallerin
(02, OH, H,0,) olusmasimi engellerler (102). Inflamasyondaki azalma ile birlikte
dejeneratif sure¢ de yavaslar (2,8). Bununla birlikte kontrollii ve kohort ¢alismalarda;
NSAIi’lerin uzun sureli kullaniminda &zellikle gastrointestinal sistem (GIS) toksisitesi
icin risk faktorii olduklar: gosterilmistir (103). Basta renal ve kardiyovaskiiler sistem ile
ilgili olmak iizere NSAIl’lerin yan etkilerinin goriilme riski yasla beraber artmaktadir

ve en ciddi yan etkiler GIS’i ilgilendirmektedir (103). NSAil’lerin dort haftadan uzun
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sureli kullaniminda yan etki goriilme olasiligi %25-35 olarak belirtilmistir (104). Sonug
olarak farmakolojik tedavi TME-OA’nin progresif ve multifaktoryel dogas1 karsisinda;
uzun siireli kullanimda giivenilirlilik ve tolere edilebilme konusunda yetersiz kalabilir
(11).

Son yillarda DDLT uygulamalart OA gibi dejeneratif eklem rahatsizliklarinda;
analjezi, antiinflamatuar ve biyositumulasyon etkilerinden faydalanma amaciyla
kullanilmaktadir (74). DDLT nin biyositumulasyon ve analjezik etkisini antiinflamatuar
mekanizma lizerinden gosterebilecegi belirtilmistir (67,74). OA’da histolojik olarak
inflamatuar belirtilerin geriledigini bildiren ¢alismalar oldugu gibi, DDLT nin TME-
OA’da etkisiz oldugunu savunan ¢alismalar da vardir (105). Sonu¢ olarak TME-OA
tedavisinde belirlenmis standart bir DDLT protokolii yoktur.

Minimal invaziv yaklasim i¢cinde HA, kortikositeroid, simvastatin gibi cesitli
terapotik ajanlarin TME’ye intraartikiiler enjeksiyonu savunulmustur. (14-17,19,104).
Bununla birlikte mevcut ilaglar TME-OA’nin hem kikirdak hem de kemik
komponentlerinde istenilen etkiyi gosterememektedir (15,18,19,75,76,92).

Temporomandibular eklem osteoartriti tedavisinde sik¢a kullanilan HA, GAG
ailesinden bir polisakkarittir. Kikirdak ve sinoviyal sivi da dahil olmak {izere bir ¢ok
ekstraseliiler dokuda bulunur (106). HA nin mekanik ve metabolik olarak bir ¢ok gorevi
vardir. Sinoviyal dokularda lubrikasyonu saglar, eklem komponentlerini stabilize eder,
eklem komponentleri ve cevresinde hidrostatik ve osmotik basinglar arasi dengeyi
saglar, sinoviyal sivinin viskozitesini korur, intraartikiiler adezyonlar1 engeller,
avaskiiler kondil kikirdagi ve diskin beslenmesini saglar, kikirdak formasyonunda
yapisal olarak onemli bir role sahiptir (108,110). HA enjeksiyonunun sinoviyal
dokulardaki dogal HA {iretimini arttirabilecegi savunulmustur (109). Calismalar genel
olarak HA’nin TME-OA’daki antinflamatuar ve kondroprotektif etkileri iizerinde
durmaktadir (14,15,17). Bununla birlikte HA’nin subkondral kemikte koruyucu bir
etkisi olmadig1 gosterilmistir (15).

Duygu ve ark. (15) yiiksek molekiil agirliklit HA’nin TME-OA iizerindeki etkisini
incelemek i¢in tavsanlarin TME’lerinde MIA ile OA olusturmuslar ve birer hafta arayla
toplam ii¢ doz HA (Hylan G-F 20) enjeksiyonu yapmislardir. Hayvanlar dordiincii,
altinci, ve sekizinci haftalarda sakrifiye edilmistir. Kikirdak, osteokondral birlesim,

kondrosit dagilimi ve subkondral kemikteki degisimler incelenmistir. Yiiksek molekiil
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agirlikli HA’nin, OA’nin erken dénemlerindeki kikirdak degisimlerini azalttigini, erken
donemdeki hipertrofik cevap sonucu olusan kondrosit kiimelenmelerinin HA’nin
kondroprotektif etkisinin gostergesi oldugunu, HA’nin antiinflamatuar etkisiyle
ECM’deki PG kaybini onledigini ve hasarli kikirdagi orterek eklem lubrikasyonunu
regiile ettgini rapor etmiglerdir. Bununla beraber osteokondral birlesimdeki
invajinasyon ve zayiflama gibi degisimlerde gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmadigi, bunun subkondral kemikteki fibrozis ile iligkili olabilecegi belirtilmistir.
TME-OA’da HA enjeksiyonunun subkondral kemige bir etkisi olmadig1 gdsterilmistir.

Calismalar yliksek molekiil agirlikli HA’nin antiinflamatuar ve eklem yapilar
iizerindeki koruyucu etkisine dikkat ¢ekmistir. El Hakim ve ark. (14) erkek Wistar
sicanlar ile yaptiklar1 aragtimada hayvanlara 10 giin boyunca manuel hipermobilite
uygulayarak OA olusturmuslar ve tedavi grubunda sag ekleme tek doz 0,12 mg HA, sol
ekleme salin enjeksiyonu yapmislardir. Enjeksiyon sonrasi hayvanlar birinci, ikinci ve
dordiincii haftalarda sakrifiye edilmislerdir. Dordiinciti haftada HA tedavi grubunda disk
yapisinin normal kalinhigina dondiigiinii, kondildeki fibrokartilaj yapimin kalinliginin
arttigini, salin grubunda goriilen ve inflamasyon gostergesi olan; prolifere fibroz tabaka
ve vaskiilerizasyon artisinin HA tedavi grubunda goriilmedigini kaydetmislerdir. Lemos
ve ark. (17) yiiksek molekiil agirlikli HA’nin TME-OA {izerindeki morfolojik ve
biyokimyasal etkilerini arastirmak icin yaptiklar1 ¢alismada, deneysel OA modeli
olusturmak amaciyla erkek Wistar sicanlara tek doz (50 pl) CFA enjeksiyonu
yapmiglardir. Tedavi i¢gin CFA enjeksiyonundan bir hafta sonra baslayip ii¢ hafta
boyunca haftada bir kez sicanlara HA enjeksiyonu yapilmistir. Son enjeksiyondan bir
hafta sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir. Anterior ve posterior bdlgede disk kalinligi
Ol¢timii ile sinoviyal dokulardaki GAG konsantrasyonu 6l¢iimiinde CFA grubu ve HA
tedavi grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. MMP-9 ve
MMP-2 ekspresyonuna bakildiginda aktif ve latent MMP-9 ile baraber MMP-2
izoformlar1 HA tedavi grubunda anlamli derecede diisiiktiir. Bununla birlikte tim
gruplarda MMP-2 tespit edilmistir.

Temporomandibular eklem osteoartriti tedavisinde kortikosteroid uygulamasi;
inflamasyonu azaltmak ve semptomplar1 rahatlatmak amaciyla Onerilmistir.
Betametazon, deksametazon, triamsinolon gibi ilaglarin intraartikiiler uygulanmasinin

agriy1 ve inflamasyonu azalttigi, TME fonksiyonlarinda iyilesmeye neden oldugu rapor
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edilmigtir (16,18). Bununla beraber tek doz steroid enjeksiyonundan sonra kondilde
osteoklastik aktivitede artis, rezorbsiyon, nekroz ve ankiloz oldugunu bildiren raporlar
da mevcuttur (75,76). Sistemik veya lokal uygulama sekilleri ve lokal uygulamada
baska ilaglarla karsilastirildiginda ise kortikosteroid avantajli  bulunmamistir
(16,18,19,92). Ayrica kortikosteroidin ne kondiler kikirdakta ne de subkondiler kemikte
koruyucu bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (18,19,75,92).

Knudsen ve ark. (18), gen¢ Sprague-Dawley cinsi siganlar lizerinde sistemik ve
intraartikiiler uygulanan deksametazonun (P-DEX), TME inflamasyonu ve mandibular
kemik yapisi lizerindeki etkisini incelemislerdir. TME-OA olusturmak igin sicanlara bir
ay ara ile iki doz intraartikiiler CFA enjeksiyonu yapilmistir. Dordiincii haftada tedavi
gruplarindaki hayvanlara CFA ile birlikte P-DEX, intravendz veya intraartikiiler olarak
uygulanmistir ve hayvanlar sekizinci haftada sakrifiye edilmiglerdir. Histolojik ve
mikro-bilgisayarli tomografi (mikro-CT) inceleme sonucu; yiiksek doz P-DEX her iki
uygulama sonucunda da TME’de inflamasyonu azaltmig, bununla birlikte sistemik
uygulama intraartikiiler uygulamadan daha etkili bulunmustur. Her iki uygulamanin da
gen¢ sicanlarda ramus yiiksekligi ve kondil genisligini degistirmedigi ama kemik
yogunlugu ve kalitesini etkiledigi rapor edilmistir. Kortikosteroid subkondiler kemikte
koruyucu bir 6zellige sahip olmadigi gibi kemik yogunlugunda da azalmaya neden
olmustur.

El Hakim ve ark. (75), 10 giin boyunca mandibular manuel hipermobilite
uygulayarak deneysel OA olusturduklari si¢anlara tedavi i¢in tek doz intraartikiiler veya
intraperitoneal deksametazon vermislerdir. Tedavi gruplarindaki hayvanlar enjeksiyon
sonrasi birinci ve altinci haftalarda sakrifiye edilmislerdir. Histolojik inceleme sonucu
altinct haftada intraartikiiler deksametazon grubundaki hayvanlarda sinoviyal
hiperplazinin azaldig1 goriilmiis fakat kondil basinda rezorbsiyon ve osteoklastik
aktivitede artis gozlenmistir. Arastirma ekleme uygulanan lokal steroidlerin olas1 yan
etkilerine dikkat ¢ekmektedir. Schindler ve ark.’nin rapor ettigi vakada (76) ise 29
yasinda, TME’de kronik agrisi olan ve kapsiilit tehsisi ile intraartikiiler 40 mg
triamsinolon enjeksiyonu yapilan kadin hastada semptomlarin arttig1 belirtilmistir. Dort
ay sonraki muayenede agri artisi, agiz acikhiginda kisithilik ve krepitus gelistigi
goriilmilis ve manyetik rezonans goriintillemede (MRG) kondilde nekroz saptanmuistir.

Siddetli agr1 ve TME’de ankiloz sebebiyle hasta cerrahi olarak tedavi edilmistir.
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Bjornland ve ark. (16) yaptiklart caligmada TME-OA hastalarint iki gruba
ayirmis; birinci gruba iki hafta ara ile iki doz HA (Hylan G-F 20), ikinci gruba ise iki
hafta ara ile iki doz kortikositeroid (betametazon sodyum fosfat betametazon asetat)
enjeksiyonu yapmiglardir. Hastalar 14. giin, birinci ve altinci aylarda degerlendirilmis;
mandibular fonksiyonlari, agr1 degerlendirmesi ve eklem seslerine bakilmistir. Her iki
ilacin da hastalarda agriy1 azaltip mandibula fonksiyonlarinda ilerlemeye sebep oldugu
ve krepitasyonu azalttigi, bununla beraber agriy1 azaltmada HA’nin kortikosteroidden
daha etkili oldugu belirtilmistir.

Simvastatinler, antiinflamatuar ve kemik anabolizmasi iizerinde etkileri oldugu
bilinen; hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan 3-hidroksi-3-metilgluteril-koenzim A
(HMG-CoA) rediiktaz inhibitorleridir. TME’deki inflamasyonu azaltti§i ve kondil
gelisimini olumsuz etkilemedigi belirtilmis bu sebeple dejeneratif eklem hastaliklarinda
kortikosteroid yerine uygulanmasi onerilmistir (19,92). Bununla birlikte simvastatinin
kondil kikirdaginda koruyucu bir etkisi olmadigi gosterilmistir (92).

Holwegner ve ark. (19), geng sicanlarda tek doz intraartikiiler CFA uygulanmasi
sonrasi, tedavi gruplarindaki hayvanlara CFA enjeksiyonuyla ayn1 anda intraartikiiler
triamsinolon, simvastatin ve triamsinolon + simvastatin uygulamiglardir. Bu sekilde
tedavilerin TME {izerindeki koruyucu etkisini incelemek istemislerdir. Mikro-CT
Ol¢timlerinde lineer kondil genisligi steroid grubunda diger gruplara goére anlamli
derecede diisiik bulunmustur. Kemik yogunlugu yalnizca CFA uygulanan grupta en
yiiksektir. TME-OA’da intraartikiiler steroid tedavisinin gen¢ sicanlarda kondil
gelisimini sekteye ugrattigi, lokal simvastatin uygulamasinin normal kondil gelisimini
korudugu sonucuna varilmaistir.

George ve ark. (92), geng sicanlarda intraartikiiler CFA ile ayn1 anda intraartikiiler
0,15 mg triamsinolon, 0,1 mg veya 0,5 mg simvastatin enjeksiyonu yapmislardir.
Hayvanlar1 28 giin sonra sakrifiye etmisler ve TME dokularini histolojik olarak
incelemislerdir. Retrodiskal dokulardaki inflamasyon skorlar1 OA grubuna gore tiim
tedavi gruplarinda diisiikk bulunmakla beraber yalniz yiiksek doz (0.5mg) simvastatin
uygulamasinda istatistiksel olarak anlamhi diislis saglanmistir. Arastirmada
simvastatinin triamsinolona goére antiinflamatuar etkisinin daha fazla oldugu
vurgulanmigtir.  Bununla beraber hi¢ bir tedavinin kikirdaktaki prekondroblast,

kondroblast ve hipertrofik tabakalarda anlamli bir degisiklige neden olmadig:
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belirtilmistir. Sonug olarak simvastatin kondil kikirdag: iizerinde koruyucu bir etkiye
sahip degildir.

Giincel yaklagimlar icerisinde bulunan TZP enjeksiyonunun NF-KB
aktivasyonunu engelleyerek IL-1f’nin indiikledigi inflamatuar siireci inhibe ettigi ve
boylece kikirdak dejenerasyonunu baskiladigi gdsterilmistir (77). Kiitiik ve ark. (111),
cerrahi olarak TME’de defekt olusturduklari tavsanlarin eklemlerine ayni seans TZP
uygulamiglar ve bu sekilde TZP’nin TME tamir ve rejenerasyonundaki etkisini
incelmiglerdir. Dort hafta sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir. Isik mikroskobu
incelemesinde TZP grubundaki kemik rejenerasyonu anlamli derecede yiiksektir.
Bununla beraber kikirdak ve bag doku formasyonunda anlamli bir degisiklik
saptanmamustir. Aragtirmada TZP’nin osteojenik etkisi vurgulanmstir.

Temporomandibular eklemdeki yapim ve yikim faliyetleri arasindaki dengenin
bozulmast sonucu olusan oksidatif stresin, dejeneratif eklem hastaliklar1 {izerinde
onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir (55,102,112). Etéz ve ark. (96) TME’de agr ve
disfonksiyon sikayeti bulunan TMD hastalarina artrosentez uygulamiglar; hastalarin
sinoviyal sivilarindaki total oksidan durumu (TOS) ve total antioksidan kapasitesini
(TAC) degerlendirmislerdir. TAC degerleri TME’de agriyla beraber disfonksiyonu olan
hastalarda anlamli derecede diisiik bulunmustur. Ayrica kadin hastalarda erkeklere gore
TAC degerlerinin diisiik oldugu saptanmistir. Arastirmada oksidatif degisikliklerin
TME’deki agr1 ve disfonksiyon iizerinde rolii oldugu gdosterilmis ve antioksidan
ajanlarin TME’ye lokal olarak uygulanmasi dnerilmistir.

Bu giine kadar uygulanmis tedavi yontemleri TME-OA’nin semptom ve
sikayetlerini tamamen ortadan kaldirmada tam bir ¢6ziim sunamamistir. Mevcut
durumda TME-OA’daki inflamasyonu azaltacak, katabolik prosesi baskilayacak, hem
kikirdak hem kemik gelisimini olumlu yonde etkileyecek bir tedavi edici ajana ihtiyag
duyulmaktadir.

Resveratrol (trans-3-4-5-trihidroksitilben), liziim kabugu, kirmiz1 sarap, yer fistig
ve Polygonum cuspitatum bitkisinin kdk ekstresinde yogun konsantrasyonda bulunan,
antifungal Ozelligi bilinen, dayaniklilik mekanizmasinin olusturulmasi igin bitki
tarafindan {tretilen polifenolik dogal bir antioksidandir (22,23). Resveratrol biyolojik

olarak oldukca genis bir aktiviteye sahiptir. Resveratroliin antioksidatif, antiinflamatuar,
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antiapoptotik, analjezik, osteojenik, immun diizenleyici, antikanser, kardiyoprotektif ve
noroprotektif etkileri oldugu bilinmektedir (22-26,79,117-120).

Oral alimda resveratroliin toksik doz sinir1 yiiksektir. Resveratroliin giinliik 5 g’a
kadar alimi giivenli bulunmustur (113). Sicanlarda yapilan bir ¢alismada 28 giin
boyunca intragastrik gavaj yoluyla verilen 3g/kg resveratroliin siganlarin bobreklerinde
toksisiteye neden oldugu bildirilmistir (114). Bagka bir aragtirmada ise si¢anlara 28 giin
boyunca 20mg/kg/glin resveratrol verilmis ve hayvanlarda hi¢ bir toksik etki olusmadigi
bildirilmigtir (115). Bu doz ortalama bir bardak kirmizi sarapta bulunan resveratrol
konsantrasyonunun 1000 katidir. Ayrica uzun donem klinik ¢aligmalarda resveratroliin
bildirilen bir yan etkisi yoktur (116).

Resveratroliin OA patogenezinde 6nemli rol oynayan COX-2, IL-1f ve IL-6 gibi
katabolizma ile ilgili yapilar1 (NF-KB aktivasyonunu engelleyerek) inhibe ettigi; insan
hiicre  kiiltlirli  ¢alismalarinda  gosterilmistir  (27,29-32). Ayrca resveratroliin
antiinflamatuar ve antiapoptotik aktiviteleri sayesinde kondroprotektif etki gosterdigi in
vitro c¢aligmalarla kanitlanmistir (27,28). Resveratroliin antiinflamatuar etkinligini
gosteren in vivo c¢alismalar da mevcuttur (33,34,83,90,91,121). Resveratrol bir anti-
TNF-a molekiilii olan endojen antiinflamatuar SIRT-1’i aktive ederek NF-KB
transkripsyon aktivitesini bloke eder, katabolik faaliyetlerde 6nemli rolii olan HIF-2a ’y1
baskilar (34) ve fibroblastlarda TNF-o indiikli inflamasyonu inhibe eder (83).
Resveratroliin  SIRT-1 proteinini aktive etmesi, ayni zamanda antiapoptotik ve
antioksidatif etkilerinin gostergesidir (89).

Calismamiz TME-OA tedavisinde resveratroliin antiinflamatuar, antiapoptotik,
antioksidatif, kondroprotektif ve osteojenik aktiviteleriyle; iyilesmeye etkisi olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla planlandi. Calismada deneysel olarak TME-OA
olusturulan erkek Wistar sicanlarda sinoviyal inflamasyon, eklem kikirdagi, kondrosit
apoptozu ve subkondral kemik iizerindeki etkisi incelenen resveratroliin; TME-OA
tedavisinde potansiyel yeni bir tedavi ajant olma ihtimalinin degerlendirilmesi
amagclandi.

Literatiirde farkli alanlarda resveratrol ile yapilmis c¢alismalarin oldugu
goriilmektedir. (18,22-26,79,116-120). Bununla birlikte OA tedavisinde resveratroliin

etkinligini degerlendiren ¢aligmalar azdir ve standart bir resveratrol uygulama protokolii
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yoktur. Calismalarda resveratrol dozu, uygulama sekli, siklig1 ve siiresi ile ilgili
farkliliklar bulunmaktadir (33,34,90,91,121).

Chen ve ark. (90) sicanlarin diz eklemlerinde intradermal CFA enjeksiyonu ile
OA olusturmuslardir. Tedavi grubuna enjeksiyondan sonraki 12. ve 28. giinler arasinda
intragastrik gavajla her giin 5 mg/kg selekoksib, 10 veya 50 mg/kg resveratrol verilmis
ve hayvanlar 28. giinde sakrifiye edilmislerdir. Histolojik incelemenin yaninda serumda
PGE?2, sinoviyal dokularda lenfosit ve COX-2 protein ekspresyonuna da bakilmistir.
Resveratroliin sinoviyal hiperplazi ve pannus formasyonunu inhibe ettigi, inflamatuar
hiicre infiltrasyonunu, COX-2 protein ekspresyonunu ve serumdaki PGE2
konsantrasyonunu anlamli derecede diislirdiigii rapor edilmistir. Selekoksib icin de
sonuglar benzer sekilde bulunmustur. Ayni deney modeli ile yapilan bagka bir
aragtirmada (91), oral alinan resveratrol (10 mg/kg) ve adjuvan indiiklii artrit modeli
karsilagtirtlmistir.  Immunohistokimyasal ~ incelemede  resveratrolin ~ mRNA
ekspresyonunu inhibe ederek sinovisitlerdeki artmis IL-18 ve TNF-a seviyelerini
diisiirdiigii rapor edilmistir. Ayrica resveratrol tedavi grubunda vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) ekspresyonu da anlamli derece diisiik bulunmustur (91).
Calismalarda resveratroliin inflamatuar sitokin ekspresyonunu baskiladig: ve histolojik
olarak OA’da inflamasyonu azalttig1 gdsterilmistir. Bizim arastirmamizin sonuglari da
benzer sekildedir. Resveratrol uygulanan TME-OA tedavi gruplarinda sinoviyal
membran hiperplazisi ve subsinoviyal bolge inflamasyonunda azalma tespit edilmistir.
Yine inflamasyon gostergelerinden olan artikiiler disk kalinhigindaki artis, tedavi
gruplarinda belirgin azalma gostermistir.

Wahba ve ark. (121) caligmalarinda oral resveratrol, fenofibrat, deksametazon ve
metotreksat etkinliklerini karsilagtirmiglardir. Disi Wistar siganlarin diz eklemlerine
intradermal CFA enjeksiyonu yapilmis ve ilaglar 13.-19. giinler arasinda tedavi
gruplarina oral verilmistir. Hayvanlar 20. Giinde sakrifiye edilmistir. Kan, dalak ve
eklem oOrneklerinin histopatolojik incelemesi ile beraber immunohistokimyasal
incelemede; serum romatoid faktor, MMP-3, kartilaj oligometrik matriks protein,
immunoglobulin G, antinuklear antibody, TNF-a, IL-10, myeloperoksidaz ve C-reaktif
protein seviyeleri degerlendirilmistir. Ayrica oksidatif stres biyobelirteglerinden
malondialdehit ve glutatyona bakilmistir. Tiim belirteclerde diislis olmakla birlikte

tedavi gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Yalniz resveratrol grubundaki
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serum TNF-o degeri diger tedavi gruplarina gore anlamli derecede diisiik bulunmustur.
Resveratroliin bu etkisinin bir anti-TNF-a molekiili olan endojen antiinflamatuar
SIRT-1"1 uyarmastyla iligkili olabilecegi belirtilmistir. Resveratrol OA’da inflamasyonu
baskilamistir. Bizim c¢aligmamizda da inflamasyon bulgulart ve skorlar1 tedavi
gruplarinda artrit grubuna gore belirgin sekilde azalma gostermistir. Ayrica artrit
grubunda goriilen diskteki inflamasyon kaynakli kalinlagsma tedavi gruplarinda anlamli
Olciide azalmistir.

Resveratroliin oral biyoyararlaniminin diisiik oldugu tespit edilmistir (80). Ayrica
oral alinan resveratrol barsaktaki bakteriler tarafindan da metabolize edilir. Bu yiizden
oral resveratroliin doza bagh etkinligini belirlemek zordur (122). Calismamizda intra-
artikiiler resveratrol uygulamasinin hedef dokudaki biyoyararlanimi arttiracagi
diistiniilmiistiir. Bununla beraber resveratroliin intraartikiiler uygulandigi c¢alismalar
sinirhdir (33,34).

Elmali ve ark. (33) tavsanlarin diz eklemlerinde cerrahi yolla (6n capraz bag
transeksyonu ile) OA olusturmus ve giinliik olarak iki hafta boyunca DMSO iginde
¢cozlilmiis resveratrol (10 umol/kg veya 22,8 mg) enjeksiyonu uygulamislardir. Son
enjeksiyondan bir hafta sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir. Kikirdak dokular1 ve
sinoviyum histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Sinoviyal inflamasyon skorlarinda
anlamli bir degisiklik bulunmamasina ragmen kikirdak destriiksiyonu resveratrol tedavi
grubunda anlamli derecede azalmistir. ECM’deki PG kayb1 da kontrol grubuna gore
diisik bulunmustur. OA’nin baslangi¢ asamalarinda intraartikiiler uygulanacak
resveratroliin, kikirdaktaki erozyon siddetini azaltacagi sonucuna varilmistir. Bizim
calisgmamizin sonuglar1 da bunu destekler niteliktedir: Sinoviyal inflamasyon, tedavi
gruplarinda CFA grubuna gore azdir ama RES(Y) grubunda sonug istatistiksel olarak
anlamli degildir. Bununla birlikte tedavi gruplari arasindaki fark ¢ok azdir. Buna
ragmen kikirdak kalinlig1 resveratrol gruplarinda anlamli derecede yiiksektir. Bu durum
TUNEL sonuglar ile de gosterilen; resveratroliin kondrositler iizerindeki antiapototik
ve kondroprotektif etkisi ile aciklanabilir.

Li ve ark. (34) intraartikiiler resveratroliin OA kikirdagindaki SIRT-1, HIF-2a ve
katobolik faktorler iizerindeki etkisini arastirmislardir. Farelerin diz eklemlerinde
cerrahi yolla (medial meniskiis destabilizasyonu ile) OA olusturulduktan sonraki

dordiincii ve sekizinci haftalar arasinda, haftalik olarak toplam doért doz yiiksek doz
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(100 wmol/8 ul) ve diisiik doz (10 umol/8 ul) resveratrol uygulamasi yapilmistir.
Resveratrol DMSO i¢inde ¢oziilmiistlir. Son enjeksiyondan bir hafta sonra hayvanlar
sakrifiye edilmistir. Kikirdak, kalsifiye kikirdak ve subkondral kemik tabakalari
histopatolojik olarak incelenmistir. immunohistokimyasal incelemede Tip II kollajen
biyobelirteci (COL II), iNOS, MMP-13, SIRT-1, ve HIF-2a seviyelerine bakilmistir.
Kikirdak kalinligi OA grubuna gore yiiksek doz resveratrol grubunda anlamli derecede
artmistir. Kalsifiye kikirdak ve subkondral kemik kalinligi, yiliksek doz resveratrol
grubunda hi¢ bir cerrahi uygulanmayan kontrol grubuna yakin sonuglar vermistir.
Intraartikiiler yiiksek doz resveratrol, OA kikirdagindaki iNOS ve MMP-13 pozitif
kondrosit sayisin1 anlamli derecede azaltmistir. Ayrica kikirdaktaki COL 1I
ekspresyonunu restore etmistir. Yine yiiksek doz resveratrol grubundaki érneklerde
SIRT-1 yogun, HIF-2a pozitif kondrositler nadir olarak goriilmiistiir. Resveratrol
katabolik faaliyetler ve HIF-20 inhibisyonundaki etkisini SIRT-1 iizerinden
gostermistir. Ayrica resvaratroliin kikirdak kalinligini arttirmakla beraber subkondral
kemik yapisin1 da korudugu ispatlanmistir. Calismamizin sonuglart Li ve ark.’nin (34)
sonuglarini desteklemektedir. Bizim arastirmamizda da resveratrol tedavi gruplarinda
kikirdak kalinligi anlamli 6l¢lide artmistir. Ayrica subkondiler kemik iligi ve trabekiiler
kemik morfolojisinin resveratrol tedavi gruplarinda CFA grubuna goére daha diizgiin
yapida oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte kondil kikirdagi, sinoviyal membran ve
periartikiiler dokulardaki MMP-13 ekspresyonunun; resveratrol tedavi gruplarinda CFA
grubuna gore belirgin sekilde azaldigi tespit edilmistir.

Genel olarak OA c¢alismalarmin diz ekleminde uygulandigi goriilmektedir
(33,34,90,91,121). Literatirde TME’ye intraartikiiler uygulanan resverarolin TME
iizerindeki etkisini inceleyen bir ¢alisma yoktur. TME anatomik ve histolojik olarak
birgok Ozelligi ile viicuttaki diger sinoviyal eklemlerden farklidir. Ayrica ¢igneme
fonksiyonu sirasinda TME’ye gelen kuvvetler, genel viicut hareketleri sirasinda diz
eklemine gelen kuvvetlerden farklidir. Bununla beraber arastirmalarda uygulama
yapilan diz eklemi TME’ye gore daha genis bir alana sahiptir. Ayrica TME
enjeksiyonlarinda enjeksiyon iist eklem bosluguna yapilmakta ve enjekte edilen ilacin
alt eklem bosluguna difiizyon yoluyla etki etmesi beklenmektedir. Biz bu ¢alismada

sican TME’si ilizerinde aragtirma yapmay tercih ettik.
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Sican TME’sine go6ziin arka kenarindan anteroposterior yonde girilerek
enjeksiyon yapilan calismalar mevcuttur (72). Bizim ¢alismamizda ise hem gozde hasar
olusturma ihtimalinin elenmesi hem TME’ye ulagimin daha kolay olmasi hem de insan
TME’sine yapilan enjeksiyon yaklagimina benzerlik gdstermesi nedeniyle Spears ve
ark.’nin uyguladig1 enjeksiyon modeli 6rnek alinmistir (2,68).

Resveratroliin TME-OA tedavisinde uygulanan standart bir tedavi protokolii
mevcut degildir. Calismamizda yiiksek doz (1 mg/80 ul) ve diisiik doz (100 pg /80 pl)
olmak {tizere iki farkli doz resveratrol enjeksiyon protokolii hem kendi aralarinda hem
de kontrol ve hastalik gruplan ile karsilastirilarak TME-OA {izerindeki iyilestirici
etkileri incelenmistir. Intraartikiiler uygulanacak resveratrol dozu, daha énce fareler (34)
ve tavsanlar (33) iizerinde yapilan benzer ¢aligmalar baz alinarak belirlenmistir. Ayrica
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali ile konsiiltasyon
yapilmustir.

Osteoartrit tedavisi i¢in intraartikiiler resveratrolle yapilan ¢alismalarda; Elmali ve
ark. (33) tavsanlarin diz eklemine iki hafta boyunca her giin toplam 14 doz, Li ve ark.
(34) farelerin diz eklemlerine bir hafta ara ile toplam dort doz resveratrol enjeksiyonu
yapmiglardir. Literatiirde, TME-OA tedavisinde en c¢ok intraartikiiler uygulanan
ilaclardan olan HA ile de ¢esitli sayilarda ve haftalik enjeksiyon seklinde yapilmis
caligmalar mevcuttur. Duygu ve ark. (15) tavsanlarda bir hafta ara ile toplam {i¢ doz,
Lemos ve ark. (17) siganlarda bir hafta ara ile toplam {i¢ doz, Bjornland ve ark. (16)
insanlarda bir hafta ara ile toplam iki doz TME icine HA enjeksiyonu yapmislardir.
Mevcut aragtirmalar: referans alarak bu ¢aligmada; hem ilacin yiliksek konsantrasyonda
ve yeterli siirede etkinligini saglamak hem de eklem hasari riskinden korunmak icin
resveratroliin bir haftalik araliklarla {i¢ hafta TME ici enjeksiyonu yeterli bulunmustur.
Yedi giinden daha az araliklarla yapilacak intraartikiiler enjeksiyonlarm; igne
penetrasyonundan kaynakli eklem hasart riskini arttiracagi diigiiniilmiistiir.

Calismamizda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde etmek amaciyla kontrol
grubunda bes adet, diger gruplarda 10’ar adet olacak sekilde toplam 35 adet sican
randomize olarak dort gruba ayrilmistir. Kontrol grubundaki bes adet sicanin cift tarafl
TME’leri diger gruplardaki siganlarin unilateral olarak sag TME’leri ¢alismaya dahil
edilmistir. Kontrol ve hastalik grubuna, tedavi gruplarina uygulanan resveratrol hacmi

kadar izotonik NaCl enjeksiyonu yapilmistir. Bu uygulama, doku gerilimine ve igne

67



travmasina bagli inflamasyonu dengeleyerek gruplar arasindaki farkliligin net olarak
degerlendirilmesine olanak saglamistir. Calismamizda anestezi komplikasyonlari
sebebiyle CFA ve tedavi gruplarindan ikiser adet, islem yapilmamis kontrol grubundan
ise bir adet hayvan calismadan ¢ikarilmistir. Son durumda kontrol grubunda dort, CFA
ve tedavi gruplarinda sekizer adet sigan ile ¢alisma bitirilmistir. Gruplarda kalan hayvan
sayilar istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasina engel teskil etmediginden say1
arttirimi yapilmamastir.

Osteoartrit kikirdagt; erken donemde kikirdakta sisme, kondrosit apoptozu ve
kikirdak fibrilasyonu ile karakterize olup ilerleyen dénemde apoptotik hiicre dliimiine
bagh kikirdak nekrozunun izlendigi ve aciga c¢ikan subkondral kemigin erozyona
ugradigr  bilinmektedir (11,54). TME-OA patogenezi ve artikiiler kikirdak
dejenerasyonu; proinflamatuar sitokin ekspresyonu (IL-18, IL-6, TNF-o, RANKL),
sinoviyal inflamasyon, MMP artisi, ECM sentezinin azalmasi ve kondrosit apoptozunu
icermektedir (5,6). Disk yapisinda da kalinlasma, deformasyon, dejenerasyon gibi
degisiklikler gozlenir (7,17). Literatiirdeki TME-OA ile ilgili ¢alismalarda histolojik
degerlendirmenin yani sira kalitatif olarak inflamasyon skorlamasi ile kikirdak kalinligi
Ol¢timii, disk kalinligi 6l¢iimii, apoptotik kondrosit saymmi gibi kantitatif veriler de
incelenmistir (17,72,92,94,123). Immunohistokimyasal inceleme ile inflamasyon ve
katabolizma ile ilgili faktorleri arastiran ¢aligmalar da vardir (17,34,90,91,121).

Calismamizda TME-OA belirtisi ve iyilesmenin degerlendirilmesi amaciyla
sinoviyum/sinoviyal membran, kondil kikirdagi, artikiiler disk yapisi ve subkondral
kemik histolojik olarak incelenmistir. Ayrica artikiiler disk kalinlig1 da ol¢iilmiistiir.
Inflamasyon simiflamasi i¢in inflamatuar hiicre infiltrasyonu degerlendirilmistir.
Bununla birlikte TME-OA’nin  6nemli  histolojik  bulgularindan  kikirdak
dejenerasyonunun  gostergesi olan artikiiler kikirdak kalinligr  olgiilmiis  ve
immunohistokiyasal incelemede apoptotik kondrosit saymmi (TUNEL ile)
degerlendirilmistir. Tip II kollajeni bolmede etkili olan ve bu yiizden eklem kikirdaginin
yikimindan primer olarak sorumlu tutulan MMP-13 ekspresyonuna bakilmistir.
Kondiler kikirdak dejenerasyonu, kikirdak kalinliginda azalma, artikiiler disk yapisinda
bozulma, disk kalinliginda artis, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, retrodiskal dokulardaki
vazodilatasyon, vaskiilerizasyon artisi, sinoviyumdaki hiperplazi, subsinoviyal dokuda

o6dem ve ayrilma gibi inflamasyon bulgulari, subkondiler kemikte trabekiiler kemik
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yapisindaki bozulmalar, kondiler kikirdak kalinligindaki azalma ve apoptotik kondrosit
sayisindaki artis TME-OA bulgusu olarak kabul edilmistir.

Calismadaki baglangi¢ hipotezimiz intraartikiiler uygulanan resveratroliin
antiinflamatuar, antiapoptotik, antioksidatif, osteojenik etki gibi biyolojik aktiviteleri
sayesinde; TME-OA’daki inflamatuar siireci ve kondral katabolik prosesi baskilayarak
antiinlamatuar ve kondroprotektif faaliyetlere neden olabilecegidir. Literatiirde
resveratrolin OA iizerindeki etkisi ile ilgili ¢alismalarin az olmasi ve TME-OA
tedavisinde intraartikiiler resveratrol ile yapilan bir ¢alisma bulunmamasi, sonuglarin
karsilagtirilmasini ve saglikli bir degerlendirme yapilmasin giiclestirmektedir.

Resveratroliin TME-OA {izerindeki etkinligini histopatolojik, histomorfometrik ve
immunohistokimyasal olarak degerlendirdigimiz calismada; tedavi gruplari arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir fark olmamasina ragmen, deneysel OA grubuna gore
kondil ve subkondiler kemik yapisinda diizelme, kondiler kikirdak kalinliginda artis,
sinoviyal membran hiperplazisi ve subsinoviyal bdlge inflamasyonunda azalma tespit
edilmistir. U¢ bolgeden yapilan artikiiler disk kalinligi 6lgiimlerinde; orta hat ve
posterior bolgelerde anlamli bulunan diskteki inflamasyon kaynakli kalinlagmanin,
tedavi gruplarinda belirgin sekilde azaldig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte yiiksek doz
tedavi grubundaki diisiik inflamasyon skorlar1 istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Tedavi gruplarinda goriilen kondiler kikirdak kalinligindaki artigin
kontrol ve deneysel OA grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Bu durum resveratroliin fibroblastlar ve kondrositler iizerindeki antiinflamatuar ve
antiapoptotik etkileri sayesinde kondral katabolik faaliyetleri baskilamasi ve
kondroprotektif etkisi ile kondrosit rezervini arttirmasina baglanabilir. Calismamizdaki
apoptotik kondrosit sayimi (TUNEL) sonuclar1 bu diisiinceyi desteklemektedir.
Resveratrol tedavi gruplarindaki apoptotik indeks deneysel OA grubuna gore anlamli
derecede diisiik bulunmustur. Ayrica kikirdak destriikksiyonundan sorumlu olan
MMP-13 ekspresyonu tedavi gruplarinda belirgin azalma gostermistir. Resveratrol
antioksidatif etkinligi sayesinde de; inflamatuar ve katabolik faaliyetler sonucu agiga
cikan serbest radikalleri baskilayarak, TME’de iyilesmeye daha uygun bir ortam
saglayabilir. Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda toksik doz oranmmin ¢ok yiiksek
bulunmasi ve uzun dénem klinik kullanimda bilinen spesifik bir yan etkisinin olmamasi

sebebiyle, resveratroliin lokal eklem i¢i uygulamalarda da giivenli bir sekilde
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kullanilabilecegini diistinmekteyiz. Resveratroliin eklem kikirdagi iizerindeki bilinen
olumlu etkilerine ragmen, TME’de uzun dénem sonuglar1 yansitan daha fazla kontrollii

klinik ve hayvan ¢aligmasina ihtiyag vardir.
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8. SONUCLAR

1. Histopatolojik, histomorfometrik ve immunohistokimyasal incelemelerde kontrol grubu
ve artrit grubu karsilagtirlldiginda; sigan TME’sinde 50 pl CFA ile deneysel TME-OA

modelinin basariyla olusturuldugu goriilmiistiir.

2. Histopatolojik incelemede yiiksek ve diisiik doz resveratrol tedavi gruplarinda artrit
grubuna gore kondil yapisinda diizelme, kondiler kikirdak kalinliginda artis, sinoviyal
membran hiperplazisi ve subsinoviyal bdlge inflamasyonunda azalma tespit edilmistir.
Resveratrol TME-OA’daki inflamasyonun kikirdak ve sinoviyum iizerindeki etkilerini geri

cevirmistir.

3. inflamasyon skorlarina bakildiginda; yiiksek ve diisiik doz resveratrol tedavileri
inflamasyon skorlarin1 artrit grubuna gore belirgin sekilde azaltmistir. inflamasyon
skorlarindaki azalma RES(D) tedavi grubunda anlamli, RES(Y) tedavi grubunda anlamsiz
bulunmustur (p= 0,037, p=0,066). Bununla birlikte tedavi gruplar1 arasindaki fark ¢ok

azdir ve istatistiksel olarak anlamsizdir (p=0,805)

4. Resveratroliin subkondral kemik {izerindeki etkisi incelendiginde; tedavi gruplarinda
artrit grubuna gore trabekiiler kemik ve kemik iligi kavitelerinin morfolojisinde diizelme

gdzlenmistir. Resveratrol subkondral kemik tizerinde koruyucu etki gostermistir.

5. Artikiiler disk kalinligr dl¢timleri incelendiginde; diskin anterior bolgesinde gruplar
arasinda anlamli fark bulunmamistir. Artrit grubunda goriilen orta hattaki kalinlik artisi,
tedavi gruplarinda belirgin azalma gostermistir. Aradaki fark ¢ok az olmasina ragmen
sonuclar orta hat icin RES(D) grubunda anlamli, RES(Y) grubunda anlamsiz bulunmustur
(»=0,021; p=0,056). Posterior bolgede ise diskteki inflamasyon kaynakli kalinlagsma
RES(D) ve RES(Y) tedavi gruplarinda artrit grubuna gore anlamli diizeyde azalmigtir
(p=0,003; p=0,001).

6. Tedavi gruplarmin apoptotik indeksleri artrit grubuna gore anlamli Olgiide diisiik

bulunmustur (p=0,002; p=0,018). Tedavi gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
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(p=0,464). Resveratrol TME-OA’da kikirdak dejenerasyonunun gostergesi olan kondrosit

apoptozunu inhibe etmistir ve kondrosit rezervini arttirmistir.

7. Kondiler kikirdak kalinlig1 ol¢iimleri incelendiginde; RES(Y) ve RES(D) tedavi
gruplarindaki kikirdak kalinliginda, artrit ve kontrol grubuna gore anlamli artis tespit
edilmigtir. [RES(Y) i¢in p=0;001; p=0,010 RES(D) i¢in p=0,004; p=0,027]. Tedavi
gruplart arasindaki fark anlamsiz bulunmustur (p=0,712). Resveratrol antiinflamatuar ve
antiapoptotik aktiviteleriyle kondrosit rezervini arttirmis ve kondroprotektif etki

gostermistir.

8. Kikirdaktaki Tip II kollajeni yikan MMP-13 immunreaktivitesi tedavi gruplarinda artrit

grubuna gore belirgin azalma gostermistir.

9. Resveratroliin TME-OA tedavisinde uzun dénem sonuglarini yansitan kontrollii klinik

ve hayvan caligmalarina ihtiyag¢ vardir.
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