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Amag: Bu ¢alismada avocado/soya fasiilyesinin sabunlagma-
yan ekstresinin (ASE) kopek osteokondral defekt modelinde
iyilesmeye etkisi belirlendi.

Gere¢c ve y6ntemler: On dort kopek c¢alismaya alin-
di1 ve rastgele olarak iki gruba ayrildi. Diz ekleminin
troklear olugunun lateral yuzunde iki adet osteokondral
defekt olusturuldu. Tedavi grubuna (grup 1; n=7) her u¢
gunde bir 300 mg’lik ASE kapsilleri, kontrol grubuna
(grup 2; n=7) ise normal diyet verildi. On beg hafta son-
rasinda oOtenazi yapilana kadar hayvanlar kafesler i¢inde
serbest gezinmeye birakildi. Dizler ac¢ilarak defektli trok-
lear oluklar patolojik inceleme i¢in cikarildi. Rejenere
doku miktar1 goruntu analiz yontemiyle kantitatif olarak,
doku igerigi ise Safranin-O ve Masson trikrom histokim-
yasal boyamalari ile semikantitatif olarak degerlendirildi.
Transforme edici biuyume faktori-beta (TGF-B) artisi,
immunhistokimyasal boyama yontemiyle semikantitatif
olarak degerlendirildi.

Bulgular: Morfometrik analiz sonucunda grup 1’de anlam-
I olgude daha fazla immatur iyilesme dokusu saptandi
(p<0.002). Grup 1’de rejenere dokuda hem kollajen hem
de kondral doku igerigi anlamli olcide artmisti (p<0.002).
Grup 2’ye kiyasla grup 1’de kikirdak dokusunda TGF-3
immiin boyanma reaksiyonu ¢cok daha belirgindi.

Sonug: Avocado/soya fasulyesinin sabunlagsmayan ekstresi
ile yapilan tedavi, kopek dizinde osteokondral defekt iyiles-
mesini uyarmakta ve muhtemelen dokuda TGF-f’y1 artirarak
bu etkiyi saglamaktadir.

Anahtar sozciikler: Hayvan deneyleri; avocado/soya fasiilyesinin
sabunlagmayan ekstresi; osteokondral defekt iyilesmesi.

Objectives: This study aims to determine the effects of avo-
cado/soybean unsaponifiables (ASU) on healing in a canine
osteochondral defect model.

Materials and methods: Fourteen dogs were included
in the study and randomly divided into two groups. Two
osteochondral defects were produced in the lateral aspect of
the trochlear groove of the knee joint. The treatment group
(group 1; n=7) was given 300 mg ASU capsules every three
days whereas the control group (group 2; n=7) was given a
normal diet. Animals were then allowed to ambulate normally
until euthanasia at 15 weeks. The knees were dissected and
the trochlear grooves with defects were removed for patho-
logical examination. The amount of regenerated tissue was
determined quantitatively using image analysis and the tissue
content was evaluated semi-quantitatively using Safranin-O
and Masson trichrome histochemical stains. Transforming
growth factor beta (TGF-B) increase was evaluated semi-
quantitatively with immunohistochemical staining methods.

Results: Morphometric analysis revealed a significantly
more immature repair tissue in group 1 (p<0.002). Both col-
lagen and chondral tissue content of the regenerated tissue
were significantly increased in group 1 (p<0.002). Compared
to that in group 2, cartilage tissue in group 1 showed a much
more marked immunostaining reaction of TGF-J3.

Conclusion: Avocado/soybean unsaponifiables treat-
ment stimulates the healing of the osteochondral defects
in canine knee possibly by increasing TGF- in the tis-
sues.

Key words: Animal experiments; avocado/soybean unsaponifiables;
osteochondral defect healing.
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ASE’nin osteokondral defekt iyilesmesine eftkisi

Eklem kikirdak hasarlar genellikle travma, primer
osteoartrit veya osteokondritis dissekans gibi hastalik-
lardan kaynaklanir. Subkondral tabakay1 gegen eklem
kikirdak hasarlar1 (tam kat defektler), kemik iligi ve
vaskiiler kaynakli mezenkim hiicreleri sayesinde sinir-
I1 spontan iyilesme potansiyeline sahiptir.! Fakat bu
potansiyel kalitatif ve kantitatif acidan ¢ok degiskenlik
gosterir.

Avakado/soya fasiilyesinin sabunlagmayan ekstresi
(ASE), insanda osteoartritin semptomatik tedavisinde
kullanilmaktadir. Avakado/soya fastilyesinin sabun-
lasmayan ekstresi muhtemelen doénistiirticii biiytime
faktorii beta (transforming growth factor beta; TGF-f)
tiretimini artirmas1 ve matriks metalloproteinaz tireti-
mini azaltmasi sayesinde kondrositlerin matriks sen-
tezini uyarmaktadir.® Dontistiirticii biiytime faktorii
beta da kondrositlerde, tip II kollojen ve proteogli-
kan (PG)lar gibi ekstraseliiller matriksin tiretimini
uyarmaktadir.’! Ayrica in vitro ortamda osteokondral
defektteki tamir dokusunun farklilasmasina yardimci
olmaktadir. Déniistiirticii biiytime faktorii beta kar-
tilaj tamirinde 6nemli bir uyarici olmasina ragmen,
klinik uygulamalarda heniiz giivenle kullanilama-
maktadir.

Canlida ASEmin tam kat eklem kikirdak lezyon-
larina etkisi heniiz ortaya konulmamigtir. Avakado/
soya fastilyesinin sabunlasmayan ekstresi verilen sag-
likl1 képeklerin diz eklem sivisinda TGF-f1 ve TGF-B2
seviyelerinin arttidig1 gdsterilmistir.® Bizim g¢alisma
hipotezimiz, ASE tedavisinin dokuda TGF-f salinimini
artiracag1 ve bu sayede kikirdak defektinin iyilesmesi-
ni hizlandiracag: seklindeydi.

GEREC VE YONTEMLER
Hayvan modeli ve cerrahi yontem

Bu deneysel galisma igin Universitemiz Veterinerlik
Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulundan izin alindi. On
dort saglikl eriskin (1.5-3 yag arasinda) 25-30 kg ara-
sinda, erkek ¢oban kopegi sokak hayvani ¢aligmaya
alindi. Kopekler rastgele olarak iki esit gruba ayrildi.
Avakado/soya fasiilyesinin sabunlagmayan ekstresi
tedavisinde giinliik insan dozu 300 mg'dir fakat kdpek-
ler iizerinde yapilmis doz galismast yoktur. insan dozu
(4 mg/kg/giin) referans alinarak, ortalama 25 kg olan
kopeklere 100 mg ilag verilmesi planlandi. Avakado/
soya fastilyesinin sabunlagmayan ekstresi (Piascledine
300 mg kapsiil, Laboratoires Expanscience, Courbevoie,
France), avokado ve soya fastilyesi yaginin 1:2 oranin-
da karigimidir. flacin kapsiil formunda olmasi ve esit
100 mg'lik pargalara béliinme zorlugu, ayrica tedavi
edici etkinin uzun zamanda olugmasi nedeniyle, her ti¢
glinde bir 300 mg’lik biitiin kapsiil tedavi grubundaki
(grup 1) hayvanlara yiyecek i¢inde oral yolla verildi.
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Kontrol grubuna (grup 2) ise normal diyet verildi.
Toplam deney siiresi 15 hafta idi.

Tim cerrahi girisimler, genel anestezi altinda ve
kopek sag arka dizinde yapildi. Eklem anteromedial
yaklagsimla a¢ildi, 4 mm ¢ap ve 8 mm derinligindeki cilt
panglari, tizerine 2 mm derinlik isareti konularak kul-
lanildi. Pang isaretlenen kisma kadar ¢akilarak kemik
tidemark’ gegildi. Bu sekilde troklea lateral kisminda
iki ayr1 defekt olusturuldu (Sekil 1). Kikirdak doku
kiiretle ¢ikarildi. Subkondral kanama goriildii. Sonugta
25.12 mm¥liik iki osteokondral defekt elde edildi. Doku
katlar1 usuliince kapatildi. Hayvanlar serbest gezin-
meye birakildi. On bes hafta sonra 6tenazi yapilarak,
defekt bolgesi normal kikirdak ve subkondral doku ile
birlikte ¢ikarildi. Doku histolojik ve immiinhistokim-
yasal inceleme i¢in %10 tampone formalin soliisyonun-
da bekletildi.

Doku igleme ve histomorfometrik
degerlendirme yontemi

Dokular 48 saat formalinde tutulduktan sonra,
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) soliisyonunda
bir hafta dekalsifiye edildi. Ornekler durulama ve
dehidratasyon sonrasi, 60 °C'de parafin ile bloklandu.
Mikrotom (LEICA RM 2145) ile 5 ym kesitler alindi.
Histomorfometrik degerlendirme igin sistematik rast-
gele ornekleme yontemi kullanilarak,® defekt bol-
gesinden yapilan her 40 kesitten bir tanesi alindi
Alinan kesitler hematoksilen eozin (H-E), Safranin-O
ve Masson trikrom ile boyandi.

Olusturulan defektin rejenere doku ile dolma
miktari, kantitatif histomorfometrik analizi yonte-
miyle” belirlendi. Boyama sonrasi elde edilen mik-
roskopik gortintiiler IBM uyumlu bilgisayar, yiiksek
¢oziintirliiklii video monitér ve imaj analiz programi

Sekil 1. Képek dizinde, troklea olugu lateral tarafinda olusturu-
lan osteokondral defektler.
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(BS200Docu versiyon 2.0, BAB imaj sistem, Ankara,
Tiirkiye) ile degerlendirildi. Her bir kesit H-E ile
boyandi ve defekti dolduran doku alani mm? olarak
hesaplandi (Sekil 2). Sonuglar 1/40 (200 ym) kalinlik ile
carpilarak defekt dolum hacmi “mm?®” cinsinden elde
edildi. Bu ol¢timler her bir 19 kesit igin yapilarak yeni
olugan toplam doku miktar1 bulundu. Her bir hayvan
dizinde olusturulan iki defektin dolum miktarlarinin
ortalamalar1 alinarak kaydedildi.

Safranin-O ve Masson trikrom boyamalar semi-
kantitatif olarak degerlendirildi. Tamir dokusunda
kollojenize-fibr6z doku orani Masson trikrom boyama
ile kondral ve amorf doku orani ise Safranin-O boyast
ile degerlendirildi. Degerler ytizde olarak verildi.

Immiinhistokimyasal metot ve degerlendirme

Doku Orneklerinin TGF-f immiinhistokimya-
sal boyamas: icin 5y kalinhigindaki parafin kesitler
poly-I-lysine kapli lamlarin tizerine yerlestirildi. Ksilen
icinde deparafinize edilen kesitler ve hidrasyon igle-
minden sonra distile su i¢ine alindi. Yiiksek frekans-
ta mikrodalgada 95 °C'de bes dakika citrate buffer
(0.01 M, pH=6.0) uygulanarak antijen alim: (antigen
retrieval) yapildi. Kesitlere endojen peroksidaz akti-
vitesini gidermek icin yedi dakika %1lik hidrojen
peroksit uygulandi ve phosphate buffered saline (PBS)
ile yikandi. Nonspesifik boyanmay1 azaltmak icin
kesitler ilk olarak serum blok ile 20 dakika ve daha
sonra tavsan poliklonal TGF-B (Santa Cruz, CA, USA)
antikoruyla iki saat stiresince 37 °C’de inkiibe edildi.
Antikor belirlenmesi kromojen olarak 3-3' diamino-
benzidin tetraklorid (DAB) (Santa Cruz, CA, USA) ve
immiinoCruz boyama sistemi kullanilarak yapildi.
Zemin boyamasi Mayer’s hematoksilenle yapild1 ve
dehidrasyondan sonra Clarion Mounting Medium
(Santa Cruz, CA, USA) ile kapatildi.
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Sekil 2. Gorintl analiz sistemi ile defekti dolduran rejenere
doku miktarinin hesaplanmasi (H-E x 40).

Eklem Hastalik Cerrahisi

Kesitler 1s1k mikroskobunda incelendi. Rejenere
dokuda TGF-B boyanmasi semikantitatif olarak deger-
lendirildi. Degerlendirmede birincil kriter kondrosit
stoplazmasinin immiin boyanma siddetiydi.® Hafif (+),
orta (++) ve siddetli (+++), boyanma olarak derecelen-
dirildi.

Grup 1 ve 2min istatistiksel karsilastirmala-
r1 Windows igin SPSS (SPSS Inc, Chicago, Illinois,
USA) 10.0 versiyon paket programi kullanilarak Mann-
Whitney U-testi ile yapildi. P<0.05 degeri anlaml kabul
edildi.

BULGULAR

Rejenere dokunun histomorfometrik
degerlendirmesi

Her iki deney grubu, defekti dolduran rejene-
re doku miktarlar1 ve dokunun &zellikleri agisindan
kiyaslandi. Goriintii analiz sistemi ile her bir hayvan
icin hesaplanan defekti dolduran ortalama rejenere
doku miktarlari, kontrol grubuna kiyasla tedavi gru-
bunda daha fazla bulundu (Tablo I).

Fibrokollajen ~komponent Masson trikrom
(Sekil 3a, b) ile, kikirdak doku ve amorf kisim
Safranin-O (Sekil 3¢, d) ile boyandi. Tedavi grubunda
subkondral kemik tabaka iizerinde yogun mavi boyan-
manin isaret ettigi fibrokollajen doku olusumu tespit
edildi. Bu bolgede hiicresel yapimin dikey kolonlar
seklinde diizenlendigi gozlendi. Bu dizilim ozelligi
de bolgede olusan yeni kikirdak dokusunun kikir-
dak 6zelliginde oldugunu diistindiirdii. Buna karsilik
kontrol grubunda defekt bolgesinde daha az fibro-
kollajen doku olustugu ve bolgedeki rejenere doku
i¢inde hiicrelerin diizensiz dagilim gosterdigi goriildii.
Safranin-O ile boyanan preparatlarda tedavi grubunda
amorf aramadde iginde kikirdak hiicresi ve proteog-
likan miktar1 tidemark tizerinde yogun olarak tespit
edildi. Bu durumda defektin agirlikli olarak kikirdak
ozellikli doku ile doldugu sonucuna varildi. Buna kar-
silik kontrol grubunda amorf aramadde iginde kikir-
dak ve proteoglikan varligimi diistindiirecek boyanma
ozelligi goriilmedi. Bu da defekt bolgesindeki rejenere
dokunun kikirdak i¢ermedigi (veya az igerdigi) sonu-
cuna ulagsmamizi saglad1.

Semikantitatif degerlendirme sonucunda, her iki
boyama yontemi ile boyanan kisimlarin miktarlar,
tedavi grubunda kontrol grubuna kiyasla belirgin ola-
rak fazla bulundu (p<0.002; Tablo I).

TGF-f ile immiinhistokimyasal boyanma

Rejenere dokudaki kondrositler grup 1'de daha
belirgin olarak immiinhistokimyasal boyanma goster-
di (Sekil 4a-d). Santral fibrokikirdak doku ve periferik
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TABLO |

Rejenere doku miktari ve spesifik boyanma oranlari

Hayvan (n) Grup 1 Grup 2 p
Histomorfometrik analiz
(mm3) 1 19.48 9.28 0.002
2 26.73 10.23
3 27.05 8.12
4 23.96 9.19
5 22.54 5.98
6 20.25 8.18
7 25.99 9.20
Ortalama 23.7 (19.5-27.1) 8.6 (6.0-10.2)
Safranin-O
(Rejenere kondral icerik, %) 1 28.16 8.42 0.002
2 27.63 5.53
3 27.89 8.47
4 27.89 711
5 28.16 8.95
6 27.37 7.37
7 27.89 8.16
Ortalama 27.9 (27.4-28.2) 7.7 (5.5-9.0)
Masson trikrom
(Rejenere fibrokollojendz igerik, %) 1 64.47 28.16 0.002
2 65.00 27.63
3 63.68 27.89
4 63.95 27.89
5 64.74 28.16
6 65.53 27.37
7 61.84 27.89
Ortalama 64.2 (61.2-65.6) 27.9 (27.4-28.2)

Grup 1: Avocado/soya fasiilyesinin sabunlagsmayan ekstresi verilen; Grup 2: Kontrol.

hiyalinle kikirdak i¢indeki kondrositlerin stoplazma-
lar1 koyu kahverengi boyandi. Boyanan bu yerlerin
hemen komsgulugunda hayvanin kendi kikirdaginda
immiinhistokimyasal boya tutulumu goriilmedi. Bu
durum ASE verilen hayvanlarda tamir dokusu iginde
TGF-beta aktivitesinin fazla oldugu seklinde yorum-
landi. Buna karsilik kontrol grubunda TGF-B boyan-
mast ¢ok daha azdi, ASE verilmeyen grupta tamir
dokusu i¢inde TGF-f aktivitesinin ¢ok daha az gercek-
lestigi seklinde yorumlandi. Semikantitatif degerlen-
dirme sonucu Tablo II'de goriilmektedir.

TARTISMA

Travmatik eklem kikirdag: yaralanmalar: sik rast-
lanmakta ve uzun dénem sakatlik, eklem disfonksiyo-
nu ve kronik agriya neden olmaktadir. Yaralama son-
rast eklem kikirdaginin sinirli iyilesme kapasitesinin
olmas: hekimleri osteokondral iyilesmeyi diizeltecek
daha yeni yontemlerin aragtirilmasina yénlendirmistir.
Subkondral abrazyon, atroplasti, mikrokirik ve kikir-
dak hiicre transplantasyonu osteokondral lezyonlarin
tedavisinde kullanilan yéntemlerdir. Lokal biiyiime
faktorleri (6zellikle TGF-B ailesi) ile transfer edilen

kikirdak hiicre kiiltiirtiniin kombine edilmesi kondro-
genezi saglamaktadir. Fakat TGF-B1'in lokal kullanimi
doz ve tedavi siiresine bagli olarak eklem dejeneras-
yonuna yol agabilir. Sistemik kullanimi ise hayvan
Sliimiine yol agmigtir.®! Giiniimiizde ASE, sadece oste-
oartritin semptomatik tedavisinde kullanilmakta olup,
in vitro ortamda kondrositlerden matriks sentezini
artirdig1 ve yikimi azalttig1 gosterilmistir.? Dolayisiyla
onemli bir lokal biiytime faktorii olan TGF-B1'in dog-
rudan lokal veya sistemik kullanim sakincalar1 nede-
niyle, biz ¢alismamizda TGF-f salinimini saglayan
ASE'nin, osteokondral kikirdak hasarinda doku iyi-
lesmesine fayda saglayabilecegini diisiindiik. Kopek
osteokondral defekt modelinde eksojen fibrin, kiiltiire
kondrositler, osteojenik protein-7 (BMP-7) ve lipozo-
mal TGF-f1 kullamilmis ve kikirdak rejenerasyonuna
pozitif etkileri gosterilmistir.”'? Fakat bugtine kadar
osteokondral kikirdak hasarinda ASE etkisini gosteren
bir in vivo ¢alisma literatiirde heniiz yayinlanmamugtir.

Boumediene ve ark.”® ASEnin sifir kikirdak hiicre
kilttirtinde TGF-B1 ve TGF-B2 salinimini sagladigini bil-
dirmiglerdir. TGF-B kodrosit ve osteoblastlardan salin-
makla beraber kikirdak matrikste de bulunmaktal™
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$ekll 3. Her iki grupta tedavn sonraS| defekti dolduran dokunun
kargilagtirmali gérinimu ve boyanma 6zellikleri. 3a ve 3c grup
1’e, 3b ve 3d grup 2’ye ait. (a) Masson-Trikrom boyama ile koyu
boyanan yerler tedavi grubunda fibrokollajen dokunun (FC)
yogun oldugunu gostermektedir. Altta subkondral tabaka gorul-
mekte ve hicreler yer yer dikey kolumnar dizilim gdstermek-
tedir. (b) Masson-Trikrom boyama ile kontrol grubunda tedavi
grubuna goére daha az fibrokollajen doku gelistigi goérdltyor.
Hicreler daginik ve diizensiz gériinimdedir (Masson-Trikrom,
x 40). (c) Safranin-O boyamada, tedavi grubunda tidemark’in
hemen Uzerinde ara madde icinde kikirdak ve proteoglikan
miktarinin yogun sekilde koyu renkte gérilmektedir. (d) Kontrol
grubunda Safranin-O boyanmasinin daha zayif oldugu ve
defekti dolduran dokunun amorf ve diizensiz oldugu gérilmek-
tedir (Safranin-O x 40).

ve PG sentezini uyarmaktadir™ TGF-Bmin hayvan
eklemi igine enjekte edilmesi de eklem kikirdaginda
PG sentezini saglamigtir.”™ Yine ¢aligmalar ASEmin
plasminojen aktivator inhibitér 1 (PAI-1) yapimini
artirdigini, bu etkinin plasmin kaskad: ve sonug-
ta metalloproteinaz aktivasyonunu bloke ettigini

Sekil 4 (a, c) Grup 1’de TGF -B |mmunh|stok|myasal boyan-
mas! (imminoCruz boyama sistemi, DAB kromojen ile koyu
boyanma). (b, d) Grup 2’de TGF-f immunhistokimyasal boyan-
masi. Grup 2'de fibrokartilaj dokuyu olusturan kondrositler orta
derece pozitif boyanirken, grup 1'de fibrokartilaj ve hiyalin kikir-
dak dokusunu olusturan kondrositlerde belirgin pozitif boyanma

gOruldl. vP: vaskiler proliferasyon; HC: Hiyalin kikirdak; FC: Fibrokartilaj;
Siyah ok: Kondrositler (optik buyltmeler 4a, 4b x 40; 4c, 4d x 200).

gostermigtir.® Avakado/soya fasiilyesinin sabunlag-
mayan ekstresi IL-6, IL-8 ve stromelizin-1 (MMP-3)
sentezini kuvvetle inhibe eder." Bu bulgular ASEnin
TGE-B tizerinden eklem kikirdak matriks tamirini
etkileyebilecegini diistindtirmektedir.

Calismamizda histomorfometrik degerlendirme
sonucunda kantitatif olarak rejenere doku miktari-
nin ASE verilen grupta daha fazla oldugunu bul-
duk. Avakado/soya fasiilyesinin sabunlagmayan
ekstresinin rejenere dokuda, Safranin-O ve Masson
trikrom boyamalar1 sonucunda, hem kondral hem
de kollajen doku miktarini artirdigi ortaya konuldu.

TABLO I

Rejenere dokunun immunhistokimyasal olarak TGF-B boyanma miktarlari

Grup n 1. slayt 5. slayt 10. slayt 15. slayt 19. slayt

Grup 1 1 ++ +++ ++ +++ +++
2 +++ ++ +++ ++ +++
3 +++ ++ +++ ++ ++
4 +++ ++ ++ +++ ++
5 +++ ++ ++ +++ +++
6 +++ ++ +++ ++ ++
7 +++ ++ +++ +++ ++

Grup 2 1 ++ + + ++ ++
2 + ++ + + +
3 + ++ + + ++
4 + + + ++ +
5 ++ + ++ + ++
6 + ++ + + ++
7 + + ++ ++ +

Grup 1: Avocado/soya fasilyesinin sabunlasmayan ekstresi verilen; Grup 2: Kontrol; +: Hafif; ++: Orta derece; +++:

Glg¢li boyanma.
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Immiinhistokimyasal boyama sonucunda ise ASE ile
tedavi edilen kopeklerde rejenere dokudaki kondro-
sitlerin stoplazmalar1 ¢ok daha bariz olarak TGF-B
boyamas1 gosterdigi saptandi. Kollajen tip boyamasi
yapilmadig: icin rejenere kikirdak tipini sdyleyemesek
de elde edilen sonuglar, ASEmin rejenerasyon doku-
sunu ve rejenere dokuda TGF-f’y1 artirmas: nedeniyle
osteokondral hasarlarda invazif tedavilere yardima
ajan olarak kullanilabilecegini diistindtirmektedir.

Tesekkiir

Calismamizda kullandigimiz Piascledine kapsiil-
lerini ticretsiz temin eden Liba Ilag sirketine tesekkiir
ederiz.

Cikar cakismasi beyani

Yazarlar bu yazinin hazirlanmasi ve yayinlanmasi
asamasinda herhangi bir ¢ikar ¢akismasi olmadigim
beyan etmislerdir.

Finansman

Calismamizda kullandigimiz Piascledine kapstille-
rini ticretsiz temin eden Liba Ilac sirketi ile ila¢ temini
haricinde higbir finansal iliskimiz yoktur. Bu ¢alisma-
nin bir kism1 Afyon Kocatepe Universitesi tarafindan
finanse edilmistir.
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