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Nonsteroidal antiinflamatuvar (NSAI) ilaglar osteoartrit, romatoid artrit,
ankilozan spondilit, gut gibi inflamasyon ve agrinin eslik ettigi hastaliklarda
yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Ancak bu ilaglarin ézellikle gastrointestinal
sistemde neden olduklar Ulser, perforasyon ve kanama gibi ciddi advers
etkileri kullanimlarini 6nemli oranda sinirlandirmaktadir (92).

NSAIi ilaglar, siklooksijenaz (COX) enzimlerini inhibe ederek
prostanoidlerin olusumunu azaltirlar. Terapdtik ve advers etkilerinden bu
mekanizmanin sorumlu oldugu dusdnilmektedir (72). Siklooksijenaz
enzimlerinin COX-1 ve COX-2 olmak (zere, farkli lokalizasyona ve
fonksiyonlara  sahip 2 izoformunun  saptanmasi, arastirmalarin
prostaglandinlerin biyosentezinin daha selektif inhibitorlerinin gelistiriimesi
ybninde yogunlasmasina neden olmustur (94). COX-1 dokularin ¢ogunda
sUrekli bulunan temel izoformdur; midede bulunan COX-1, Kkoruyucu
prostaglandinler (PG)’ in olusumuna neden olur. COX-2 ise 6zellikle iltihap
kosullarina eslik eden, induklenebilir bir enzimdir. Bazal kosullarda bdbrek,
santral sinir sistemi, reproduktif sistem ve pankreas gibi sinirl bélgede
bulunmasina karsin, inflamasyon durumlarinda indiklenerek inflamasyonlu
dokuda yilksek diizeyde olusur. NSAI ilaglar ile olugan gastrointestinal
toksisitenin  esas olarak gastrik COX-1 izoformunun inhibisyonu,
antiinflamatuvar 6zelliklerinin ise COX-2 izoformunun inhibisyonu ile iligkili
oldugu hipotezi, COX-2’ yi selektif inhibe eden yeni antiinflamatuvar ajanlarin

gelistirimesine yol agmustir. Bu yeni NSAI ilaglarin gliclii antiinflamatuvar



etkinliklerine karsin, renal ve gastrointestinal toksisitelerinin daha disuk
olacagr dusunulmuastir (72). Nimesulid, bu amacla gelistirilen, gucli
analjezik, antiinflamatuvar ve antipiretik etkinlige sahip selektif COX-2
inhibitéri bir ilagtir. Ozellikle hizh ve glicli antipiretik etkinligi nedeniyle,
pediyatride siklikla kullaniimaktadir. Cesitli nedenlere bagli atesi olan
cocuklarda antipiretik ve analjezik etkinliginin, parasetamol ve ibuprofene
gbre daha fazla oldugu gdésterilmistir (23). Nimesulidin glvenli ve iyi tolere
edilen bir ila¢ olduguna iligkin cesitli vaka raporlari, pazarlama dénemi
arastirmalari ve epidemiyolojik caligmalar olmasina karsin, son yillarda
bildirilen fatal advers reaksiyonlar nedeniyle, 6zellikle gocuklarda kullanimi
yeniden sorgulanmaya bagslanmigtir (153,179). Nimesulid fatal olabilen deri
reaksiyonlari ve neonatal bdbrek yetmezligine neden olmakla birlikte,
bildirilen vakalarin ¢ogu, ilacin 6zellikle kadinlarda ve c¢ocuklarda goérulen
hepatotoksisitesiyle iligkilidir. Cocuklarda gérllen 3 fatal karaciger yetmezIigi
vakasi nedeniyle nimesulid preparatlarr 1999’ da lisrail de piyasadan
cekilmig, Portekiz de ise pediyatrik kullanimi durdurulmustur. Ingiltere,
Almanya ve Fransa gibi cesitli llkelerde nimesulidin pediyatrik preparatlari
ruhsatlandirimamistir. 2002 yilinda Finlandiya ve Ispanya’ da nimesulid
preparatlari Boehringer tarafindan piyasadan cekilmistir (84,179). Ulkemizde
27/10/2003 tarihinde Saghk Bakanligi yalnizca pediyatrik preparatlarin
kullanimi yasaklamistir.

Nimesulidin ~ hepatotoksik ~ etki ~mekanizmasi  kesin  olarak
aydinlatiimamistir.  Molekller dizeyde, aromatik nitro  grubunun
indirgenmesine bagl biyoaktivasyonunun, oksidatif strese neden olabilecegi

ve reaktif ara Urlnlerin proteinlere kovalent baglanmasini indukleyecedi ileri



surllmektedir (23). Diger taraftan nimesulidin ve/veya temel metaboliti 4-OH-
nimesulidin serbest oksijen radikallerini temizleyici 06zelligi nedeniyle
antioksidan aktivite gésterdidi, in vitro modellerde MDA olusumunu anlamli
olarak inhibe ettigi gbsterilmis, nimesulidin antioksidan &6zelliginin
farmakolojik etkisinden sorumlu oldugu ileri strtimustir (57,58).

Tam bu verilerden hareketle ¢calismamizda gelisim asamasindaki disi
sicanlarda nimesulidin hepatik, renal ve hematolojik toksisitesini ve olasi
hasar durumunda oksidatif stres ve antioksidan enzim aktiviteleriyle iligkisini
arastirmayr amacladik. Nimesulid, selektif COX-2 inhibitért bir ilactir ve
terap6tik dozlarda, az da olsa, COX-1 izoformunu inhibe eder (16). Bu
nedenle calismamizda, yalnizca COX-2' ye spesifik NSAI ilaglardan olan
selekoksibi kullanarak, olasi nimesulid toksisitesini, selekoksib ile elde edilen

bulgularla karsilastirmali olarak degerlendirmeyi amagladik



Il. GENEL BILGILER

Il.1. Nonsteroidal Antiinflamatuvar ilaclar (NSAIi)

Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaclar analjezik, antipiretik ve
antiinflamatuvar 6zellikleri nedeniyle tedavide kullanilirlar. Ozellikle agril ve
inflamasyonlu hastaliklarda, uzun slre analjezik kullaniimasi gereken
durumlarda, badimhlik yapmamalari ve terapdtik etkilerine tolerans
gelismemesi, bu grup ilaglarin terapétik degerini artirmaktadir. Bu gruptaki
ilaglarin blydk bir kismi sayilan G¢ etkiyi de gosterirler. Bazilarinin ise
sadece analjezik ve antipiretik etki vardir. Genellikle semptomatik, kismen de
tedavi edicidirler (53,92).

I.1.1. NSAI ilaclarin Siniflandiriimasi

NSAI ilaglarin kimyasal olarak siniflandiriimasi (92):

Nonselektif COX inhibitorleri: Salisilik asit trevleri:
Aspirin, sodyum salisilat, diflunisal.
Para-aminofenol tirevleri:
Asetaminofen.
Pirazolon tlrevleri:
Aminopirin, dipiron, fenilbutazon,
oksifenbutazon, propifenazon.
indol asetik asit tiirevleri:
indometasin, sulindak.
Profenler (Fenil propionik asit tlrevleri):
ibuprofen, naproksen, fenoprofen, ketoprofen,
flurbiprofen.
Fenamik asit tlrevleri:
Mefenamik asit, flufenamik asit.
Enolik asit tirevleri (Oksikamlar):
Piroksikam, tenoksikam.
Fenil asetik asit tlirevleri:
Diklofenak sodyum, nabumeton.




Selektif Siklooksijenaz-2

inhibitorleri: Rofekoksib, selekoksib, etodolak, nimesulid.

Diger antiinflamatuvar ilaclar: Romatoid artrit tedavisinde kullanilanlar:
Altin bilesikleri, penisilamin, sulfasalazin.
Gut tedavisinde kullanilan ilaglar:
Kolsisin, allopurinol, probenesid.

I1.1.2. NSAI ilaclarin Etki Mekanizmalari

inflamasyon, enfeksiyon ajanlari, iskemi, antijen-antikor etkilesmesi,
yanma veya diger fiziksel yaralanmalar gibi cok sayida farkli uyari sonucu
olusan bir seri olaylar zinciridir. Sonugta genellikle eritem, éddem, agri ve
sicaklik artmasi olusur. NSAI ilaglarin ana etki mekanizmalarinin
siklooksijenaz enzimini (COX) bloke ederek prostaglandin sentezini baski
altina almak yoluyla oldugu kabul edilmektedir (25,94) (Sekil 1).

Membran fosfolipidleri

Fosfolipaz A;
Aragidd;ﬂk asit

Sitokrom P45(Q Wnaz

Epoksitler‘/cox Loékotrienler

(-) Aspirin ve Diger NSAIi

v

PGH, ___, Tromboksanlar

/AN

PGEz; PGF2. PGA2 PGl2

Prostaglandinler

Sekil 1: Arasidonik asit metabolizmasi

Gerek siklooksijenazlar, gerekse lipoksijenazlar yoluyla ortaya ¢ikan

ardnler kuvvetli inflamasyon aracilaridir. Ayrica ayni Urtnlerin ates olusturma



ve agri uyarma Ozellikleri de vardir. Tedavide guvenle kullanilan lipoksijenaz
inhibitérleri  yoktur. COX enzimleri ise prostaglandinleri olusturur.
Prostaglandinler bir yandan olduk¢a kuvvetli inflamasyon aracilaridir, bir
yandan da oldukca énemli fizyolojik iglevleri vardir. NSAI ilaglarin TXA2
inhibisyonu reversibl olup kullanilan NSAI ilacin yarilanma émriine bagl
olarak ortadan kalkar. NSAI ilaglarin tim etkileri prostaglandin inhibisyonu ile
aciklanmaz. Klinik etki ise ancak ¢ok yuksek dozlarda gérdlar. Diger dnemli
bir nokta da degisik organlara d6zgii COX enzimi bulunmasidir. Ornegin
beyinde bulunan COX enzimine bu ilaglar etki etmez. Tim bunlar NSAI
ilaglarin etki mekanizmalarinin henliz tam olarak acikliga kavusmadigini
gOstermektedir (191).

inflamatuvar reaksiyona bagli agrinin, dokularda iki ayri tipte doku
mediyatoru tarafindan duyusal sinir uglarinin sinerjik olarak uyarilmasina
bagl oldugu gdésterilmistir. Dokuda olugan agri mediyatérlerinin bir grubu,
sinir ucunu dogrudan dogruya uyaran aljezik mediyatérlerdir. ikinci grup ise
tek baslarina agri olusturmazlar, duyusal ve sinir uglarinin aljezik etkenlere
karsi duyarhligini arttirirlar ve agn yapici etkilerini gtglendirirler. Bu gruba da
hiperaljezik mediyatdrler denir. Hiperaljezik mediyatérlerin en basta gelenleri
prostasiklin ve prostaglandinlerdir. NSAI ilaglar da bu maddelerin sentezini
inhibe ederek, yani hiperaljezik komponenti baski altina alarak agri kesici etki
gbsterirler. Dokudaki tahris ve zedelenme sonucu olusan inflamasyon
durumunda ise, lokal arasidonik asitten yine prostasiklin ve prostaglandinler
sentezlenir. Bu sirada siklik endoperoksitler (PGG2 ve PGH2), tromboksan

A2 ve trombosit aktive edici faktér (PAF)’ Gn olugumlari da artar (92).



NSAI ilaclarin etki mekanizmalari su sekilde 6zetlenebilir (92):

1-PG sentezini azaltmak (Siklooksijenaz enzim inhibisyonu).

2-Lizozomal enzim salinimini azaltmak.

3-Kompleman aktivasyonunun inhibisyonu.

4-Serbest oksijen radikallerinin inhibisyonu.

5-Lipooksijenaz inhibisyonu ile I6kotrienlerin sentezini azaltmak.

6-inflamatuvar hiicrelerin fonksiyonlarini ve gogalmalarini baskilamak.
I1.1.3. NSAi ilaclar Tarafindan Prostaglandin Biyosentezinin

inhibisyonu ve Arasidonik Asit Metabolizmasi

1970' lerde NSAI ilaglarin  antiinflamatuvar  6zellikleri  ve
mekanizmalari, prostaglandin sentezini inhibe etmeleri ile iligkili bulunmusgtur.
Prostaglandin sentez yolagindaki ilk enzim prostaglandin endoperoksit
sentaz’ dir. Bu enzim arasidonik asiti PGH2 ve PGG2’ ye gevirir. Arasidonik
asitin  prostaglandinlere biyotransformasyonunu katalizleyen enzimler
siklooksijenaz (COX) enzimleridir. Bu enzimlerin bloke edilmesiyle PG
sentezinin inhibe oldugu acgiga c¢ikariimistir (164). Arasidonik asitin fosfolipaz
A2 tarafindan hiicre membranindaki fosfolipidlerden salinmasindan sonra iki
basamakta COX tarafindan metabolize edilir; ilk reaksiyon PGG2 ile ilgilidir,
ikincisi 15 no’ lu karbondaki peroksit grubunun PGH2’ nin yapisindaki bir
alkol grubuna indirgenmesiyle olusan peroksidaz reaksiyonudur. PGH2
biyolojik aktif PG’ lerin ve tromboksanlarin éncultdir (64,116).

Arasidonik asit, hicre membranindaki fosfolipidlerden esas olarak
fosfolipaz A2 enzimi aracilidi ile koparilir. NSAI ilaglar COX enzimini inhibe
ederler, fosfolipaz A2 yi etkilemezler. Arasidonik asit, COX enzimi ile

endoperoksitlere doéndsar (PGE2, PGI2, TXA2). Bunlar agri, ates,



inflamasyon, pihtilasma, ovllasyon, dogumun baslamasi, kemik
metabolizmasi, yara iyilesmesi, sinirlerin gelismesi, vaskdiler tonus artisi,
imman cevap ve bdbrek fonksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar. Prostaglandin
ve diger COX Urinlerinin sentezinde hiz kisitlayici basamak fosfolipaz A2’
dir. Arasidonik asitten lipoksijenaz enzimi ile |6kotrienler olusturulur. Ancak
NSAI ilaglarin l6kotrienler (izerinde belirgin bir inhibitor etkisi yoktur.
Monositler hem LTB4 hem de LTC4’ i sentez ederler. TXA2 trombositlerde
sentezlenir ve onlarin agregasyonunu saglar. PGI2 gug¢li vazodilatatérdr,
trombosit agregasyonunu inhibe eder. PG’ ler ise lokal kikirdak ve kemik
yikimini uyarir (92,147).

Prostaglandinler, LTB4, TA2, polimorfonikleer I6kositler ve monosit
/makrofajlar aktive ederler ve iltihap odagina cekerler, yani kemotaktik etki
yaparlar. Polimorfonikleer |6kositler akut inflamatuvar reaksiyonun
olusmasinda rol oynayan en ©6nemli hlcrelerdir. Bu hicrelerin aktive
edilmeleri sonucu fagositoz fonksiyonu da aktive olur ve 3 gesit sitotoksik
madde salgilanir: Serbest oksijen radikalleri, lizozomal enzimler ve
lipoksijenaz urdnleri.

Siklik endoperoksit olan PGG2’ nin PGH2’ ye dénisimu sirasinda ve
ayrica arasidonik asitten lipoksijenaz araciligi ile lipid peroksitler olusurken,
reaktif oksijen radikalleri olan stperoksit radikali ve serbest hidroksil radikali
olusur. Sitotoksik olan bu bilegikler inflamasyon olayinin olusumuna katkida
bulunurlar. Gergekte reaktif oksijen radikalleri hiicrede normal durumda da
olusurlar, fakat sUperoksit dismutaz ve benzeri enzimlerle hemen inaktive

edilirler. inflamasyonlu dokuda &zellikle polimorfoniikleer l6kositler ve



makrofajlar tarafindan asiri derecede ve kontrolstiz bir sekilde reaktif oksijen
radikali Uretilir .

NSAI ilaclarin hepsi, inflamasyona yol acan etkenler tarafindan nétrofil
|6kositlerin aktive edilmesini ve ona eslik eden olaylari doza bagimh bir

sekilde onlerler (92).

I.2. Siklooksijenaz Enzimleri (COX)

COX ya da prostaglandin endoperoksit sentaz (PGHS) enzimleri
arasidonik asitten prostaglandinleri sentezleyen anahtar enzimlerdir.
Prostaglandinler vicutta erirositler hari¢ birgok hicrede yapilan ve cesitli
kimyasal ve mekanik uyarimlar ile salinan lipid mediyatorleridir.
inflamasyonda agri, ates ve o&demin en ©6nemli mediyatérleridirler.
GUnimUizde COX tarafindan sentezlenen ve arasidonik asit kaynakli 100’
den fazla madde tanmimlanmistir. NSAI ilaglar tarafindan biyosentezlerinin
inhibe  edilmesi organizmada fizyopatolojik  fonksiyonlarda  blyuk
degisikliklere neden olur (25). COX enziminin iki farkli gen tarafindan
kodlanan ve farkli fizyopatolojik olaylarca indiklenen 2 alt grubu
bulunmaktadir:

1) COX-1: Bu enzim genelde homeostazisi dizenleyici 6zelliktedir.
Aktivitesi genelde sabittir ve bazi nadir durumlarda artis gésterir. Enzim
aktivitesi genel olarak dort farkli bolgede bulunmaktadir (25,62):

» Trombositlerde, arasidonik asidin tromboksan A2’ ye ddnlsmesini
saglar. Klinikte yaygin olarak kullanilan asetil salisilik asit, etkisini
trombositlerde  COX-1 enzimini inhibe ederek g0sterir. Trombositlerdeki
tromboksan A2 yapimindaki azalma sonucu trombosit agregasyonu ve

vazokonstriktif etki, dolayisi ile tromboza olan egilim azalir.



* Gastrik mukozada yaygin olarak bulunur.  Sitoprotektif
prostaglandinlerin  olusumundan sorumludur. inhibe olmasi sonucu
mukozasinda koruyucu etki saglayan prostaglandinlerin sentezi azalir ve
ulser olusumu kolaylagir.

« Damar endotelinde, Ozellikle aterosklerotik boélgelerdeki prostasiklin
(PGI2) Uretiminde rol oynadigi gOsterilmigtir.

» BObrekte, vaskuller yapida, toplayici kanallarda ve Henle Kulbunda
yaygin olarak bulunmaktadir. Bu bdlgelerde prostaglandin E sentezini
uyararak bdbrek kan akimini artirir, su ve tuz tutulumunu azaltir.

2) COX-2: Saglikh bireylerde yapilan calismalarda COX-2' nin
vaskiler endotel dokuda PGI2 Uretiminden sorumlu asil enzim oldugu
gOsterilmistir (25,94). Normal kosullarda endotel disindaki bélgelerdeki
aktivitesi gcok dusuktir. Ancak COX-2 geni inflamasyon basta olmak lzere bir
¢ok durumda induklenebilir. Sitokinler ve blUyime faktérleri bu enzimin
aktivasyonunu arttirirlar (94). Bazal kosullarda beyin, bébrek, reproduktif
sistem ve pankreas gibi sinirli bélgelerde COX-2 aktivitesi saptanirken,
inflamatuvar sdreclerde 6zellikle sinovyal sivilarda COX-2 aktivitesinde
belirgin artis olmaktadir. Romatoid artritte bu aktivite artigi ¢ok belirgin iken,
osteoartritte de daha az olmakla birlikte sinovyal bdlgede yine bir aktivite
artisi  oldugu gosterilmistir. Bobrekteki etkisi COX-1° e benzerlik
gbstermektedir. Kolorektal adenom ve karsinomlarda COX-2 varligi
artmaktadir. Aterom plaklarinda COX-2 enzim aktivasyonunun arttiginin
gosteriimesi  selektif COX-2 inhibitérlerinin  ateroskleroz  strecini

yavaslatabilecedi diglincesini dogurmustur (62).
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11.2.1. COX-1 ve COX-2 Enzimlerinin Ozellikleri

1976’ da 71 kDa molekldl agirhgindaki COX-1 koyun seminal
vezikilinden izole edilmis ve 1988 de ¢ farkli grup tarafindan
tanimlanmigtir. Bu enzim hem COX hem de hidroperoksidaz aktivitesi
gosterir. Garavito ve arkadaglar (135) COX-1’ in ¢ bagimsiz Gniteden
olusan, U¢ boyutlu yapisini tayin etmiglerdir; epidermal biyime faktérl
benzer yapi, membrana bagli bdlim ve enzimatik yapi (Sekil 2) (25). Enzim
membran lipid bariyerin tek bir bdlimuyle batinlesir ve bdylece COX
kanalinin pozisyonu bariyerin iginden aktif bélgeye aragidonik asitin gecisine

izin verir. COX aktif bélgesi uzun hidrofobik bir kanaldir.

Vala3a
Phe518

WUUUY U

Sekil 2: COX enzimlerinin 3 boyutlu yapisi (25).

(COX-1" deki tarali bolgeler amino asit yapisi nedeniyle COX-2' den daha ulasilabilir
boélgelerdir. Aragidonik asit ve NSAl ilaglar Try 385 ve Arg 120 bdlgesine baglanirken, aspirin
Ser 530 bélgesine baglanir. SP: Side pocket, ES: Extra space)

COX-1, COX enziminin fizyolojik fonksiyonlarda yer alan yapisal
izoformudur. Normal hicre aktivitesini diizenleyen prostaglandin sentezinde

yer alir. Aktivasyon durumunda ise ©Ornegin, prostasiklin Gretimi,
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endotelyumdan saliverildiginde antitrombojenik, gastrik mukoza tarafindan
saliverildiginde hiicre koruyucudur. Trombositlerdeki COX-1’ de TXA2
uretimine neden olur, bu da beklenmeyen kanamalarin 6nlenmesinde
trombositlerin agregasyonunu saglar (25).

COX-2 izoenzimiyle ilgili arastirmalar 1980’ lerin sonlarinda
baglamigtir. ilging olarak inflamasyonlu dokularda COX proteinlerinin
miktarinin normal dokulardan anlamli derecede yiksek oldugu gosterilmistir.
Ayni etkiler interlékin (IL)-1 ile wuyanlan insan fibroblastlarinda ve
lipopolisakkaritlerle (LPS) uyarilan monositlerde de go6rtlmuastir. LPS
tarafindan indiklenen PG’ lerin olusumu deksametazon ya da
antiinflamatuvar interldkinler (IL-4, IL-11 ve IL-13) tarafindan baskilanabilir
(144). Ancak bu etkilerin tersi olarak temel PG Uretiminin LPS tarafindan
indiklenmedigi ve deksametazon tarafindan inhibe edilmedigi de
gosterilmistir. inflamasyon boélgelerinde farkli bir stimllasyona neden olan
siklooksijenaz  enziminin varligi kabul ediimis ve COX-2 olarak
adlandiriimistir. 1991’ de COX-2 izoformunun varligi kanitlanmistir.

Bunu takiben normal fonksiyonlardan ve bazal PG dizeylerinden
sorumlu enzim COX-1 olarak adlandinimistir. Yaklasik olarak b0tin
dokularda; kolon, mide, dalak, bobrek, akciger, karaciger, kalp ve beyin bu
enzimi icermektedir. COX-1" ler tarafindan Uretilen PG’ ler bébrek ve midede
vazodilatér olarak davranir ve Gl kanaldaki COX-1 hucre koruyucu 6zellikleri
olan PG’ leri Ureten asil izozimdir. Renal plazma akisi ve glomeruler
filtrasyon, sistemik vazokonstriiksiyon periyodu sirasinda COX-1’ in etkisiyle
surddraldr. Trombositlerde, trombosit agregasyonunun mediyatéri olan

tromboksanin dretiminde de bu enzim rol oynamaktadir.
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1970’ lerde aspirinin prostaglandin salinimini bloke ettigi acikliga
kavusturulmustur. Ardindan naproksen, ibuprofen, piroksikam, diklofenak gibi
bircok NSAI ilac kullanima sunulmustur. PG sentezi inhibisyonu NSAI
ilaclarin batdn etkilerini agiklamaktadir. Bu ilaglar inflamatuvar strece neden
olan PG’ lerin COX-2 tarafindan patolojik olarak fazla dizeyde Uretilmesini
engellerler (terapétik etki) ve ayni zamanda COX-1 tarafindan fizyolojik
gorevlerdeki prostanoidleri engeller (yan etki) (25). Ornegin, aspirinin
Ulserojenik etkisi gastrik mukozada 6nemli hicre koruyucu etkiye sahip
midedeki PG Uretiminin inhibisyonu nedeniyle olusur. Aspirin tarafindan
olusan inhibisyon COX-1’ in aktif bdlgesindeki serin 530’ un irreversibl
asetilasyonuyla olmaktadir. Bu etki indometazin, ibuprofen gibi diger NSAI
iaclar ile de olugmaktadir. Bu inhibisyon analjezik, antipiretik ve
antiinflamatuvar etkiden sorumlu oldugu kadar, gastrotoksisite, antitrombotik
etkiden de sorumludur (Sekil 3) (25).

Son yillarda COX’ In yeni bir izoformunun daha varligi bildirilmigtir.
Antiinflamatuvar bir izoform olan COX-3 izoformunun inflamasyonun ¢ézilme
basamaginda indUklenen bir izoenzim olarak 6ngoéraldigu Willoughby ve
arkadaslari tarafindan bildirilmistir (189). 2002’ de Simmons ve arkadaslari
COX-3 0 asetaminofen tarafindan inhibe edilen bir COX-1 degiskeni olarak
tanimlamiglardir (36). Ancak bu izoenzim ve insanlardaki varhdi heniz

tartismalidir.

I.3. COX-2’ nin Rolu
NSAI ilaglarin her iki izozim (COX-2, COX-1) iizerindeki etkilerinin
orani onlarin antiinflamatuvar dozlarda olusturduklari yan etkilerle ilgilidir.

COX-2’ ye kars! ylUksek glce sahip ilaglar ve dusik COX-2/COX-1 aktivite
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oranina sahip ilaglar daha gucli antiinflamatuvar etki ile daha az mide ve
bbbrek yan etkilerine sahip olacaklardir (25).

ilk Gretilen selektif COX-2 inhibitérleri selekoksib ve rofekoksibdir.
Selekoksibin yapisi bir stilffonamid grubu ve rofekoksibin yapisi bir metilstlfon
icermektedir. Bu ilaglarin sUlftr iceren fenil halkasi enzimin COX-2 katalitik
kanalinin yan cebine baglanir ancak COX-1’ in aktif bdélgesiyle hafifce
etkilesir. BOylece bu ilaglar gugli COX-2 inhibitért, zayif COX-1 inhibitérh
olurlar. Ancak insan ¢alismalarinda COX-2 selektiviteleri selekoksib i¢in 7.6,
rofekoksib igin 35 bulunmustur (143).

COX-2 aktivitesi, antiinflamatuvar ajan olarak selektif COX-2
inhibitérlerinin kullaniimasi durumunda, inflamasyondan sorumlu bazi hlcre
tiplerinde indiklenir. Bu fizyolojik sartlar altinda COX-2' nin omurilik,
bobrekler ve pankreatik adacik hicreleri gibi degisik dokularda yapisal olarak

bulundugunu giderek daha giclu sekilde kanitlamaktadir (13,193).

Aragidonik asit Kortkoosteroidler
COx-1 Cox-2
(yapisal) (indikl enebilir) —I
\Q }/ Beyin
Babrek
Monszelektif C QX inhibitdrler U ckanal
) (Klasik MS AL ilaclar)
Mide ¢ E nflam asyan bilgesi
Ela?rsaklar M akrofajlar
EI:::brekIer Sinovisitler
T rom bosit Endotel hiicraleri

Sekil 3: Siklooksijenaz enzimlerinin etki yerleri (25).

COX-2 ovulasyonda ve implantasyonda énemli rol oynar ve hamileligin
erken dénemlerinde farkli zamanlarda ortaya ¢ikar. Enzim, anjiojeneziste
(plasenta olugumu igin gerekli) ve yumurtalarin fertilizasyonunda rol oynar,

ayrica dogum sancilarinin ilk belirtileri icinde énemlidir. Bu ytzden COX-2
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inhibitérleri hamilelik sirasinda kontrendikedir. COX-2 ayrica yara iyilesmesi
sirasinda ortaya ¢ikmakta (34), Alzheimer hastaligi ile ilgili gérinmekte (12)
ve kolorektal kanser gelisiminde ortaya ¢ikmaktadir (140).

COX-1’ in aksine COX-2, beyin ve omurilikte gorulir, ancak ayni
zamanda iskemi, immunomodulatérler, sitokinler, yapisal beyin hasari, toksik
ajanlar ve olgunlagsma sureci gibi farkli faktérlerle ylksek oranda dizenlenir.
COX-2’ nin beyin endotel hlcrelerdeki tayini ve bunun ates sirasindaki rolt
de 6énemli konulardandir (83). Bir yandan COX inhibitérlerinin analjezik etkisi
santral, 6zellikle omurilikteki duzeyleriyle ilgili olabilir, diger yandan periferde
lokalize olan kismiyla da ilgili olabilir (87).

Yapisal omurilikte COX-2 izozimi hiperaljezik etki icin 6énemli bir
katilimcidir ve omurilikte agri mediasyon sureclerinde yer alirlar. Beyin
omurilik sivisinda PGE2 diizeylerinin ylikselmesiyle omurilik néronlarinda ve
SSS’ nin diger bélimlerinde yaygin bir sekilde COX-2’ nin inhibisyonu séz

konusudur (150).

I.4. COX-1 ve COX-2 icin ilaclarin Selektivitesi ve

Advers Etkiler

Birgcok deneysel ve Klinik veri antiinflamatuvar terapide COX
enzimlerinin inhibisyonunun rolini ve NSAI ilaglarin kullanimiyla ilgili yan
etkilerde, COX-1 inhibisyonunun iligkili oldugunu desteklemektedir (10,94).

COX-1 ve COX-2 arasindaki en o6nemli farkhliklar, yukarida s6z
edildigi gibi farkli dagihmlarinin yanisira, genetik tanimlamadaki farklilik ve
farkh protein yapisidir. COX-1’ in geni 9. kromozomda lokalize olurken COX-
2 1. kromozomdadir (96,178). COX izoenzimleri endoplazmik retikulumda

membrana bagh olarak bulunurlar (66). Bu enzimler, hlicre membranindan
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gecisi saglayan hidrofobik kanallar olustururlar. Arasidonik asit veya bir
inhibitér bu kanala baglanir. COX-2 proteini COX-1’ den biraz daha biyuik
kanal olusturur ve buraya selektif COX-2 inhibitérleri baglanir. COX-1 ve
COX-2’ nin farkli baglanma bdlgeleri ve protein yapilari, ila¢ etkilesmeleri,
farmakolojik etkilerde de dnemli rol oynar.

inflamasyon ve agr tedavisinde, COX-1 ve COX-2 inhibitérleri benzer
aktivite gosterirler. Ancak COX-1 inhibitérlerinin yan etkilerinin daha fazla
olmasi, son yillarda COX-2 inhibitérlerinin énemini artirmistir. Klasik NSAI
ilaclarla ilgili en sik rastlanan sikayet gastrointestinal komplikasyonlardir. Bu
konuda COX-2 inhibitérleri ile yapilan karsilastirmal ¢alismalarda, 6 ve 12 ay
sureyle yapilan uygulamalar sonucunda selekoksibin de diklofenak kadar
tlser komplikasyonu olusturdugu, ancak ibuprofenden daha iyi oldugu FDA
tarafindan bildirilmistir (61).

Son zamanlarda COX-2 inhibitérlerinin renal ve kardiyovaskuiler
glvenilirligi ile ilgili yapilan calismalar énem kazanmistir. COX-2 enzimi
bdbreklerde zaten yapisal olarak bulundugundan renal fonksiyonlar tzerine,
COX-2 inhibitérleri sasirtici bir sekilde COX-1 ve COX-2 inhibitér etki
gosteren klasik NSAI ilaglarla ayni etkiyi gsteriyor olabilir (72). Klinik
calismalarda selekoksib ve rofekoksibin klasik NSAI ilaglarla benzer sekilde
driner prostaglandin atihminda, glomertler filtrasyon oraninda, sodyum
tutulumunda ve periferal 6dem olusumunda kalitatif degisiklikler olusturdugu
bildirilmistir. Selektif COX-2 inhibitéri ya da nonselektif NSAI ilag kullanan
hastalarda renal hasar olugum riski benzer bulunmustur. NSAI ilaglarla renal

hasar olugsum riski, dilretik kullanimi, dehidratasyon, konjestif kalp
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yetmezlidi, hepatik yetmezIligi olan hastalarda ve yasli hastalarda artmaktadir
(72).

Yine son vyillardaki caligmalarda kolon timédrlerinde COX-2' nin
varhdinin saptanmasi, kolon kanserlerinde selektif COX-2 inhibit6ru ilaglarin
koruyucu etkisini gindeme getirmistir. Ancak kardiyovaskuler risk nedeniyle
bu yéndeki ¢alismalar durdurulmustur (165).

I.4.1. COX-2 inhibitorleri

Su andaki bitiin NSAI ilaglar COX-1 ve COX-2' enzimlerine farkli
derecelerde selektivite gdstermektedirler. iki izoformun relatif etkileri COX-1
ve COX-2 icin ICs¢’ nin orani olarak tanimlanmigtir ve test sistemlerine bagli
oran olarak verilmistir. NSAI ilaglarin enzim selektivitesi azalmig yan etkili,
disik riskli NSAI ilag kullanimi bakimindan énemlidir.

Halen kullaniimakta olan COX-2 enzim inhibit6ru ilaglar :

1. COX-2’ ye selektif olanlar (nimesulid, meloksikam, etodolak),

2. COX-2’ ye spesifik olanlar (selekoksib, rofekoksib),

olarak iki grupta siniflandiriimaktadir. COX-2’ ye selektif inhibitérler

yUksek dozlarda COX-1’ i inhibe edebilmelerine karsin diisik dozlarda

COX-2' ye spesfiklik gdstermektedir. COX-2’ nin spesifik inhibitérleri

ise klinikte kullanildiklari maksimum dozlarda bile COX-1’ i inhibe

etmedigi kabul edilen inhibitdrlerdir (92).

IL5. Nimesulidin Kimyasal Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Nimesulid  (4-nitro-2-fenoksistlfonanilid) antipiretik ve analjezik
dzelliklere sahip nonsteroidal antiinflamatuvar (NSAI) bir ilagtir. Bilesik zayif
asidiktir (pKa=6.5) ve diger NSAI ilaglardan farkli olarak kimyasal yapisinda

asidik grup olarak bir metansulfonanilid grubu igerir. COX-2 inhibitéra ilaglar
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icerisinde aril heteroarileterler grubunda yer alir (47,129,138). Romatoid
artrit, osteoartrit ve akut inflamasyonlu hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan ilag, disik gastrointestinal yan etkiler gostermekte ve genellikle iyi
tolere edilmektedir (23,47,94). Nimesulid, iskelet-kas hastaliklari, basagrisi,
jinekolojik ve Urolojik problemler, vaskiler hastaliklar, postoperatif travmalar,
kanser agrilari, solunum yolu inflamasyonlari gibi rahatsizliklarda

kullaniimaktadir (16).

H S0uCHs

S

Sekil 4: Nimesulidin kimyasal yapisi

Nimesulid selektif COX-2 inhibitérii NSAI bir ilagtir, ancak ayni
zamanda terapdtik dozlarda COX-1’e karsi da bir aktiviteye sahiptir. Bu
6zelligi, diger COX-2 inhibitérleri ile karsilastirildiginda nimesulidin yUksek
gastrik uyuncunu iyi bir sekilde agiklamaktadir (23).

NSAI ilaglarin terapétik etkileri, bilyilk oranda COX’ larin inhibisyonu
yoluyla prostaglandin sentezinin inhibisyonu ile iligkilidir. Ancak bu etkiler
gastrointestinal intoleransa neden olan gastroprotektif prostaglandinlerin
inhibisyonundan da sorumludur. in vitro olarak nimesulid, prostaglandin
sentezinin inhibisyonunda oldukga zayiftir ve etkileri degisik mekanizmalarla
ortaya cikiyor gibi goérinmektedir. Bu ilacin etki mekanizmasi oldukca

kompleks gérinmekte ve belki COX’ lardan bagka diger enzimler, reaktif
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oksijen tdrleri, sitokinler, trombosit aktive edici fakioér ve histamin gibi
mediyatorlerle etkilesebilecegi dusuntlmektedir (15,16,47).

Nimesulidin prostaglandin sentez inhibisyonu aktivitesi olduk¢a
zayiftir. Etkilerinin  olusumunda trombosit aktive edici faktér sentezinin
inhibisyonu, sitokinlerin saliveriliginin inhibisyonu, hipoklorik asitin tutulmasi,
metaloproteaz sentezinin inhibisyonu, histamin saliverilisinin inhibisyonu,
fosfodiesteraz 4 aktivitesinin inhibisyonu gibi farkli mekanizmalarin roll
oldugu dastnulmektedir (47). Nimesulid ayrica polimorfontkleer I6kositler ile
superoksit radikali olusumunu ihhibe eder. Facino ve arkadaslari nimesulidin
dogrudan serbest radikal tutucu aktivitesini gdstermislerdir (58). Nimesulid
coklu doymamis yag asitlerinden hidrojen cikisini artirarak membran
fosfolipidlerinin peroksidasyonu yoluyla hiicre hasarina yol acan hidroksil
radikali (OH®) ile selektif olarak etkileserek koruyucu antioksidan rol

oynamaktadir (23,47,57).

I.6. Farmakokinetik Ozellikler
1.6.1. Absorpsiyon ve Dagilim

Nimesulid gastrointestinal kanaldan olduk¢a hizli absorbe olur. Saghkli
yetigkinlere nimesulidin 50-200 mg’ Ik tabletlerinin oral uygulanmasindan
sonra ortalama maksimum plazma konsantrasyonlari 1.98 mg/L ile 9.85 mg/L
arasinda degismektedir. Bu konsantrasyonlara ulasma siresi 1.67 ile 3.17
saat arasindadir. Benzer sonuglar granll ve stispansiyon formulasyonlari igin
de elde edilmistir (16). Rektal formilasyonlarda 100-200 mg nimesulid
uygulandiginda ise plazma konsantrasyonu daha dasik cikarken (2.14-2.32
mQ/L) tmax sUresi uzamistir (3-4.58 saat). 100 mg’lik tabletlerin besinlerle

alinmasi aglik durumunda alinmasiyla karsilastirildiginda Cmax degerleri % 21
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daha disuk cikmistir. Ancak besinlerin  absorbsiyona etkisi sinirli
bulunmustur (47).

Nimesulidin 100 mg’lik tabletlerinin 7 gin sidreyle ginde 2 kez oral
uygulanmasindan sonra Cmax degerleri 3.11 mg/L ile 2.86 mg/L olarak hafifce
yUkselmis olarak gozlenirken tmax dederleri (2.67 ile 2.63 saat) ilk doz
uygulamasindan sonraki degerler ile benzerlik géstermistir (47).

Nimesulid diger NSAI ilaglarda oldugu gibi plazma proteinlerine % 99
oranda baglanir (19,26). Baglanma doygunlugu artan dozlarla degismez.
Albdminin baglanma yerlerinin goguna diger ilaglar da baglanabildigi igin
klinik olarak anlamh farmakokinetik ilag etkilesmeleri olur. Ancak renal
hasarli, hepatik sirozlu ve hipoalbuminemili hastalardan alinan &6rneklerde
plazma proteinlerine baglanma orani duser ve albimin konsantrasyonuyla
ters orantilidir (26). Nimesulid, doku kompartmanlarindan daha g¢ok
ekstraselller sivi kompartmanlarda dagiimis olarak yer alir (19).

1.6.2. Metabolizma ve Eliminasyon

Nimesulid, c¢esitli ~mekanizmalarla hizh  ve biydk 6él¢ide
biyotransformasyona ugrar. ilacin blylk bir kismi karacigerde metabolize
edilir. Temel oksidatif metaboliti 4-OH nimesuliddir. Bu metabolit silfit ya da
glukronit konjugati seklinde bébrek yoluyla ya da safrayla atilir. ilacin
biyotrasformasyonunda nitro grubunun indirgenmesi, aromatik amin olusmasi
nedeniyle toksikolojik agidan dnemlidir. Amin metaboliti N-asetilasyonla daha
ileri metabolizma sonucu sulfo ya da glukronit konjugati seklinde atilmaktadir.
Karacigerde reaktif metabolitlerin olusumu nimesulidle gérilen advers
hepatik reaksiyonlarda énemli rol oynayabilir. Ozellikle nitro rediiktif yolak

gUcll reaktif tdrlerin olusumuna neden olur. Olusan reaktif ara Grlnler
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oksidoredUktif strese ve /veya hedef proteinlere kovalent olarak baglanmaya
neden olurlar (23).

Aromatik nitro bilesiklerinin intraselller oksidatif strese neden olduklari
in vitro olarak gdsterilmigtir. Bunun nedeni aromatik nitro bilesikleri nitro
rediktazlarla katalizlenen bir ya da iki elektron transfer yolaklari ile
indirgenmeleridir. Bir-elektron transfer yolagi ylksek reaktiviteye sahip nitro
radikali olusturur; bu da aerobik kosullarda molekiler oksijene elektron
transfer ederek slperoksit radikalini olusturur. Bu sUperoksit radikalinin
olusumu in vitro olarak go6steriimis olmasina kargin in vivo olarak
gOsterilememistir. Bunun nedeni olasilikla hizla otooksidasyon sonucu ana
bilesige déntsimu olabilir.

iki-elektron transfer yola@i hidroksilamin ve nitrozo ara metabolitleri ile
birlikte amin olusumuna neden olur. Hidroksilamin ve nitrozo ara urUnler
elektrofilik, protein reaktif Grlnlerdir ve glutatyon tiketimine neden olarak
proteinlerle kovalent eklenti olustururlar. Aromatik amin ve N-asetilkonjugati
nimesulidin temel metabolitleridir. Buna karsin hidroksilamin ve reaktif nitrozo
ara Urdnleri kisa vyarilanma ©6mdrlerine sahip olmalari ve Kkolayca
indirgenmeleri nedeniyle in vivo olarak gésterilmemigslerdir (23).

Tekrarlanan doz uygulamalari, tek doz uygulamalari ile
karsilastinldiginda  farmakokinetik  profilinde  anlamh  bir  degisiklik
bulunmamistir (121). Tek doz oral 200 mg nimesulid uygulamasindan sonra
ilacin yalnizca % 1-3’ 0 degismeden idrarla atilmis, metabolitleri ise % 70
idrarla, % 20 fecesle serbest ya da konjuge formda atilmistir. ilacin biiyiik bir
kismi 4-hidroksinimesulide metabolize olmaktadir ve antiinflamatuvar

aktiviteden  bu  bilesigin  sorumlu  oldugu  ddsUnulmektedir.  4-
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hidroksinimesulidin Cnax degerleri 0.84-3.03 mg/L ve pik konsantrasyonlarina
ulasma suresi 2.61-5.33 saattir (58).

Hepatik sirozlu ve renal hasarli hastalarda nimesulidin atihiminin
degisebilecegi ve hem nimesulid hem de 4-hidroksinimesulidin
birikebilecegine iliskin calismalar vardir. Bu ylUzden ciddi hepatik ve renal

yetmezligi olan hastalarda kullaniimasinin riskli olacagi bildirilmistir (19,121).

I.7. Farmakolojik Ozellikleri
11.7.1. Antiinflamatuvar Aktivite

Polimorfonikleer I6kositler inflamasyon alaninda aktive edildiklerinde,
superoksit radikalleri, hidrojen peroksit ve hipoklorik asit gibi toksik oksijen
metabolitlerinin arttigi belirlenmigtir (146). Oksijen radikalleri normal olarak
mikroorganizmalara kargi koruma yapsalar da, asiri ve uygunsuz lékosit
yaniti inflamasyon alaninda akut doku hasari ile sonuglanabilir. Oksijen
radikalleri, Ozellikle hipoklorik asit, bazi biyolojik moleklllerle ¢ok hizl
reaksiyona girebilir ve polimorfonikleer |6kositlerle olusan inflamasyon ve
doku hasarindan sorumludur. Oksijen radikallerinin romatoid artrit, beyin ve
miyokard reperflizyon hasari gibi degisik hastaliklarin patojenezinde rol aldigi
distnUlmektedir (159).

Oral EDsy degerleri géz 6nline alindiginda nimesulid, siganlarda
karragenine bagll pence &6demi, kobaylarda UV 1siga baglh eritem gibi
standart hayvan modellerinin kullanildigi inflamasyon c¢alismalarinda
indometazinden 3-4 kez daha gugli bulunmustur (172). Ayrica nimesulid,
sican karragenin édemi ve adjuvan artrit testlerinde indometazin, diklofenak

ve piroksikam ile benzer etkinlige sahip bulunmustur (47).
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1.7.2. Analjezik ve Antipiretik Aktivite

Gocuklarda nimesulidin granlle ve suppozituvar formilasyonlarinin
yetigkinlere gbére daha hizli emilmesi, preparatin ates dusuricu olarak daha
hizli etki gbstermesi (47) ve aspirinin Reye sendromuna neden olmasi,
nimesulidin bazi Ulkelerde daha ¢ok tercih edilmesine neden olmustur (1,47).

Cocuklarda yapilan bir c¢alismada nimesulid ve parasetamol
stspansiyonlari kullaniimis, sonugta nimesulidin parasetamolden daha hizli
ve daha uzun sire ates dusUriicl etkiye sahip oldugu gésterilmistir. Ayrica
nimesulidin  naproksen, aspirin, ketoprofen ve mefenamik asit ile
karsilastinldigr cocuklarda yapilan calismalarda en az bu sayilan ilaglar
kadar ya da onlardan daha etkili oldugu bildirilmistir (73).

Nimesulidin analjezik aktivitesi, si¢canlarda asetik asit kullanilarak
uygulanan aci testlerinde indometazin, diklofenak ve piroksikamin gosterdigi
aktiviteyle benzerdir, fakat benzokinon ile farelerde yapilan testlerde bu
bilesiklerin gosterdigi aktiviteden daha dasuktar (24).

Ust ve alt solunum yolu enfeksiyonu rahatsizligi olan 65 yasin
Uzerindeki 39 hastada 200 mg nimesulid ve 500 mg parasetamol
supozituvarlari vicut 1sisini anlamli oranda azaltmistir (44).

1.7.3. Terapotik Etkinlik

Karsilastirmali calismalarda nimesulid plasebodan ¢ok daha etkili
bulunmustur. Dejeneratif artrit ve osteoartrit semptomlarini azaltmada
piroksikam kadar etkili bulunmustur. Genellikle 200 mg/giin uygulamalarinda
benzidamin, naproksen, ibuprofen, ketoprofen, mefenamik asit ve suprofenin
kullanildigi solunum vyolu enfeksiyonlari, kulak burun bogaz hastaliklari,

dismenore, dental midahale, Urogenital sistem hastaliklari, kas-iskelet
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hasarlarindaki klinik semptomlari azaltmada bu ilaglar kadar ya da onlardan

daha etkili bulunmustur (22,47,59,157,187).

I.8. Cocuklardaki Kullanimi

Nimesulid ile ilgili caligmalar, ilacin ates dusurlcu etkisinin st
solunum yollariyla ilgili inflamatuvar semptomlarin ve ¢esitli orijinli agrilarin
giderilmesinde ¢ocuklarda en az mefenamik asit ve parasetamol kadar etkili
oldugunu géstermektedir (184). Ilag, granil, supozituvar ve siispansiyon
olarak uygulandiginda ¢ocuklarda viral ya da bakteriyel enfeksiyonlarla iligkili
solunum yolu inflamasyonlarinda postoperatif agri ve kas-iskelet hasarlarinda
cok sayida karsilastirmali ¢calisma ile degerlendirilmistir. Diger NSAI ilaclar ve
parasetamol ile karsilastirildiginda nimesulid, genellikle ates digtirmede ve
solunum yolu inflamasyonlariyla iligkili belirti ve semptomlarda daha hizli etki
gOstermistir. Postoperatif agri ve kas-iskelet agrilarinda ¢ocuklarda oral ve
rektal uygulamalari parasetamol ve ketoprofen ile benzer yararlilik géstermis,

agriy! azaltmada plasebodan ¢ok daha etkili bulunmustur (47,73,98).

I.9. Uyung

Nimesulid, genel olarak bitlin hastalarda iyi tolere edilebilen bir ilagtir.
Diger NSAl ilaglara intoleransi olan, astimli ya da aspirine duyarli kisilerde iyi
tolere edilmistir (8,21,153). Yaglilarda yan etki sikligi gengler ile
karsilastinldiginda artis géstermemistir (121). Zayif asit yapili olmasi oldukga
iyi gastrik tolerabiliteye sahip olmasiyla iligkili bulunmustur. Asidik NSAI
ilaclarin yiksek konsantrasyonlari mideden daha ¢ok absorbe olduklari icin
gastrik mukoza ve submukozada birikebilir. Bu ilaglarin gogu nimesulidden

daha asidiktir (16,97). Nimesulid ile ilgili 15 gtne kadar olan kisa sureli ya da
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3 aydan 12 aya kadar olan uzun sureli ¢alismalarda anlamli dl¢clide orta
derecede ya da ciddi gastrointestinal yan etkilere rastlanmamistir (47,52).

Nimesulidin, yash ve cocuklarda yapilan caligsmalarda laboratuvar
parametrelerinde anlaml degisikliklere yol agmadigi rapor edilmigtir (184).
Nimesulid grandllerinin giinde 2 kez 100 mg verildigi bir ¢alismada 133
hastadan 7’ sinde karaciger enzimlerinde (AST, ALT ve ALP) gegici ancak %
20’ den fazla bir artis g6zlenmis, 2 hastada serum Urik asit dizeylerinde
supheli artiglar gdzlenmistir (47).

Nimesulidin renal tolerabilitesi incelendiginde gtiinde 400 ve 600 mg
alindiginda iyi tolere edilebilir bulunmustur. Nimesulid, saglkh geng
génadllilerde yapilan renal toksisite calismalarinda disik toksisite
potansiyeline sahip bulunmustur (42,170).

16 saglkl, gonudlli geng erkekte nimesulidin renal tolerabilitesi
calisiimis (7 gun; 400, 600 ve 800 mg/gin dozlarda), 800 mg/giin dozda
nimesulid alan 2 kiside hafif renal toksisite gézlenmis, 400 ve 600 mg/gin

dozlardaki nimesulid ¢ok iyi tolere edilmigtir (185).

11.10. Advers Etkiler

Hepatotoksik etkiler:
Nimesulid 1985 den beri tedavide kullaniimaktadir. Ancak bununla

birlikte ilacin tedavide kullanimi ile karaciger hasar gelisimi arasindaki iligkiyi
vurgulayan vaka raporlari bildirilmistir. Karaciger hasarinin dizeyi her zaman
coklu ilag tedavisi ve daha énceden var olan karaciger hastaliklariyla iligkili
bulunmustur. ilaca bagh  hepatotoksisitenin  degerlendirmesi  kesin
yapilamamasina ragmen, nimesulidin de diger NSAI ilaclar gibi karaciger

fonksiyon bozukluklarina neden olabildigi kabul edilmektedir. Nimesulid ile
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ilgili bu tdr raporlarin degerlendirmeleri Ulkeden Ulkeye de farklilik
gOstermektedir (101,138,152,181).

Nimesulid ile iligkili ciddi karaciger yan etkilerinin olustugu yayinlanmis
vakalar incelendiginde 3 tip 6zellik ortaya ¢cikmisgtir:

1. Bazi hastalarda, sentrilobiler ya da panlobiiler nekroz olusmustur. Bu
hastalarda artmis serum AST ve ALT degerleri saptanmis, bazi
hastalarda bilirubin  dizeylerinde artma goérUlmuUstir. Hasar
histopatolojik olarak incelendiginde intrahepatik kolestaz gértulmustar.
Bazi hastalarda ise hasar hem hepatoselliler hem kolestatik olarak
ortaya ¢cikmistir (174).

2. Bu iki tip karaciger hasarinin varigi cinsiyete baghdir. Ornegin bir
calismada kadinlarda hepatosellliler nekroz goérulirken, erkeklerde
hafif intrahepatik kolestaz géralmustdr (182).

3. Hipersensitivite reaksiyonlarinin tipik isaretleri cok az vakada ortaya
ctkmigtir. Dolayisiyla nimesulide bagh hepatik reaksiyonlar igin imman
mekanizma rol oynamiyor gibi gérinmektedir (142).

Idiyosenkratik ilag reaksiyonlarinda gok sayida faktdr rol oynamasina
karsin, bu Kkisisel faktérlerden c¢ok azi bilinir. Detoksifikasyonda ve
nimesulidin eliminasyonunda yer alan N-asetil transferaz da polimorfik bir
enzimdir (65,142).

Cok sayida cesitli tek nukleotid polimorfizmli NAT1 ve NAT2’ nin alel
varyasyonlari  tanimlanmigtir.  Genelde hizli  asetilleyici  fenotipler,
sulfonamidlerin reaktif metabolitlerinin toksik etkilerinden bireyleri koruyabilir.

Ancak bu etki nimesulid igin hentiz ¢alisilmamigtir (171).
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Karacigerdeki nimesulid biyoaktivasyonu potansiyel protein-reaktif ara
drinler olusturmakta ve oksidoreduktif stresi ortaya cikarmaktadir. Diger
NSAI ilaglar gibi bu durum da nimesulid igin bir dezavantajdir. Nimesulid, agil
glukronitler olusturmamasina ragmen, nitroredUktif aktivasyona ugrayan
aromatik nitro gruplar tagimaktadir ve aromatik aminler veya diger
nitroaromatik  bilesiklerin  toksisitesi ile iligkili oldugu gd&sterilmigstir.
(43,60,118,119).

Nimesulidi diger NSAI ilaglardan ayiran 6zelliklerden biri nimesulidin
glclu bir fosfodiesteraz 1V inhibitéri olmasidir. Bu etki, TNFa sentezini inhibe
etme yetenegi ile iligkilendirilmistir (91). Fosfodiesteraz IV inhibitérleri, TNFa
sentezi inhibisyonunun yanisira, NSAI ilaclar tarafindan indiiklenen
enteropatiye kargl koruyucu etki goésterirler ve karacigerde ciddi advers
etkilere yol acan intestinal hasari azaltabilirler (141).

Renal etkiler:
inflamasyon  boélgesinde COX-2 enziminin aktivasyonu sonucu

proinflamatuvar prostaglandinler olusurken, normal dokularda prostaglandin
Uretimi COX-1 aktivasyonu sonucu olugur. NSAI ilaglarin uygulanmasiyla
COX-1 enziminin inhibisyonu doku prostaglandinlerinin azalmasina neden
olur ve gastrik ve renal mekanizmalarla ilgili yan etkiler meydana gelir. Renal
prostaglandinler lokal mediyatérler olarak davranir ve hastalarda renal kan
akisini ve glomertler filtrasyon oranini strdirmek igin gereklidirler. COX-2
immanohistolojik olarak arter ve venlerin endotelyal ve diz kas hicrelerinde
lokalize olmustur. Boylece renal perfizyon ve glomeriler hemodinamiklerin
dizenlenmesinde gerekli olduklari disinilmektedir. COX-2 enziminin ciddi

renal patolojilerde 6énemli rol oynadigi dustnilmektedir. Bu bulgularin
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artmasi selektif COX-2 inhibitérlerinin renal hasara neden olabilecegi
kuskusunu yaratmaktadir (100).

Nimesulidin glomeruler filtrasyon oranini ve renal plazma akisini
degistirdigi bilinmektedir, bu da renal prostaglandin sentetaz zerine etkili
oldugunu distndirmektedir. Uzun slreli nimesulid tedavisi sirasinda PGE2
atiliminda % 50’ den daha fazla bir azalma oldugu gézlenmistir. Renal
fonksiyonlarin  sirdirilmesinde prostaglandinlerin  vazodilatér  sistem
Uzerindeki farkl etkileri sonucu, nimesulidin renal etkileri ortaya ¢ikiyor
olabilir (168). Londra’ da baslatilan nimesulid ile ilgili faz lll calismalari,
bobrekler Uzerinde olusturdugu toksik etkiler nedeni ile durdurulmustur (100).

NSAI ilaglarin kullanimindan sonra akut renal yetmezIik, renal kardiyak
ve hepatik fonksiyon bozuklugu olan hastalarda daha sikhkla gériimektedir.
Bu yilizden nimesulid ve diger NSAI ilaclarin kullanimi sirasinda doktorlarin
hastalarini dikkatle izlemesi oldukga 6nem tagsimaktadir (100,153).

Bir baska calismada ise si¢anlarda, 9 mg/kg’ a kadar olan oral dozdaki
nimesulid uygulamasi sonrasinda idrarda PGE; konsantrasyonlari ve bébrek
fonksiyon parametrelerinde degisiklikler gdzlemlenmemistir (33).

Gastrointestinal sistem Uzerine etkiler:

NSAI ilaglarin prostaglandin sentezi (zerindeki inhibitdr etkileri
araciligiyla gastrointestinal mukozal hasara yol agtiklari kabul edilmektedir.
Nimesulid ise diger klasik NSAI ilaglardan daha az gastrointestinal etkili
bulunmustur (22,47). Piroksikam, ibuprofen ve indometazine gére daha
disik oranda Ulserojeniktir (173). Ayrica nimesulidin Glser olusturulmus
hayvanlar GOzerinde yapilan calismalarda akut gastrik Glser olusumunu

anlamh derecede azalttigi bildirilmistir (6).
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Hematolojik etkiler:
Nimesulidin oral tek dozu ve glinde tek doz 5 gUnlik tekrarlanan

uygulamalarindan sonra, ADP, arasidonik asit ya da kollajene bagh in vitro
trombosit agregasyonu degerlendiriimig, tek ya da tekrarlanan dozlarda
trombosit aktivasyonunu kontrole gbre % 50 oraninda inhibe ettigi
gbzlenmistir. Agri ve inflamasyonu inhibe eden, atesi dustren dozdan daha
disUk dozda antiagregasyon aktiviteye isaret eden bu sonuglara ragmen,
ilacin hemorajik komplikasyonlarina iliskin higbir klinik veri bulunmamaktadir

(32,183).

I.11. Selekoksib’in Kimyasal Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Selekoksib, 4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-il] benzen-
sulfonamid kimyasal yapisina sahip analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar
aktiviteye sahip bir ilactir. Spesifik COX-2 inhibitdéri ilag grubunun ilk
(iyelerindendir. Ozellikle romatoid artrit ve osteoartrit tedavisinde, postoperatif
agrilarda sikhkla tercih edilen bir ilag olmustur. Selekoksibin etki
mekanizmasi COX-2 enzimini inhibe etmesine bagli olarak prostaglandin
sentezinin inhibisyonu sonucu olusur, terapdétik dozlarda ilag COX-1 (zerine

etkili degildir. Bu nedenle de daha az yan etkiye sahiptir (92).
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Sekil 5: Selekoksibin kimyasal yapisi.
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in vitro analizler, selekoksibin COX-2 enziminin ve COX-2 aracilii ile
olusan prostaglandin sentezinin kuvvetli inihibitéri oldugunu dogrulamistir
(41). in vivo galismalar, birgok hayvan modelinde antiinflamatuvar etkisini
kanitlanmig ve iyi bir gastrointestinal glvenilirlik profiline sahip oldugunu
gostermistir. In vitro veri ve hayvan modellerinin insanlardaki terap6tik
uygunlugu tam olarak dogrulanmasa da, daha 6nceki geleneksel NSAI
ilaglarla yUksek dozlarda olugan Gl toksisitenin COX-2 spesifik inhibitér olan
selekoksib ile daha az olustugu kabul edilebilir bir yaklagimdir (41).

Selekoksib artrit agrilarinda vicutta belirli bir enzimi hedefleyerek
calisir. Codu analjezikler COX-1 ve COX-2 enzimlerini bloke ederek etki
ederler. Selekoksibin hedefledigi enzim COX-2' dir. COX-2 agrn ve
inflamasyona neden olan anahtar enzimdir. Selekoksib akut agrilar, cerrahi
girisim sonrasi dental agrilar, menstriel kramplar, yetiskinlerde ostreoartrit ve
romatoid artritin semptomlarini hafifletmek ve Familyal (Ailesel) Adenomat6z

Polipozis’li hastalarda kolorektal polipleri azaltmak igin kullanihr (41,180).

I.12. Farmakokinetik Ozellikler
I.12.1. Absorpsiyon ve Dagilim

Oral yolla alindiktan ortalama 2 saat sonra maksimum plazma
konsantrasyonuna ulasilir (130). Selekoksibin biyoyararlihdi hentiz kesin
olarak saptanmamistir. Klinik olarak ilacin a¢ olarak alinmasi ya da besinlerle
birlikte alinmasi farmakokinetik 6zelliklerinde istatistiksel farklihklara neden
olmamistir (67).

Cogu geleneksel NSAI ilaclar gibi, selekoksib de en fazla albiimin
olmak Uzere yuksek oranda proteinlere baglanir (> % 97). Dokular iginde

genis bir dagilim hacmine sahiptir (131).
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11.L12.2. Metabolizma ve Eliminasyon

Selekoksib blylk oranda sitokrom P450 2C9 enzimi ile metabolize
edilir. insan plazmasinda, alkol, karboksilik asit ve bunlarin glukuronid
konjugatlari olarak (¢ metaboliti saptanmistir. Bu metabolitler COX-1 veya
COX-2 inhibitérleri olarak inaktiftirler (130).

Selekoksibin ortalama eliminasyon yarilanma sdresi 11.5 saattir ve
klerensi 30 L/h’ tir. % 3’ ten daha az miktari degismeden idrar ve feges ile
vicuttan atilir (130). Ancak cinsiyet g6z 6nlUne alindiginda disilerdeki
eliminasyon sdresinin erkeklerden daha uzun oldugu, dolayisi ile digilerin
ayni dozlara daha uzun maruz kaldiklari bildirilmigtir. ilacin ilk 24 saatteki
itrahi erkeklerde yaklasik % 81 iken disilerde % 33 civarindadir. Erkeklerde
ilacin % 98’ i 48 saatte atilirken, disilerde bu sire 96 saattir (131). Temelde
metabolizma karacigerde sitokrom P450 2C9 sistemi (zerinden meydana
gelir, ayrica P450 3A4’ 0n KklOguk bir rold vardir (175). Metabolik
transformasyon selekoksibin ilk metaboliti olan inaktif karboksilik asit
metabolitine hidroksilasyon ve oksidasyon ile olur, fakat vicuttan atilan
drindn kdglk bir miktarini olusturur. Yaklasik % 27’ si idrar yolu ile
atilmasina ragmen, vicuttan itrahi temel olarak % 57 oraninda feges yolu ile
olur (130). ilacin metotreksat, varfarin, fenitoin ve tolbutamit gibi ilaclarla
etkilesiminin olmadigi bildirilmistir (88,89). Flukonazol ve ketokonazol ile
yapilan bir ilag etkilesim c¢alismasi, sadece flukonazolin selekoksib

farmakokinetigini etkiledigini géstermistir (90).

31



I.13. Farmakolojik Ozellikleri
11.113.1. Antiinflamatuvar ve Analjezik Etkiler

Selekoksib rodent modellerinde diger NSAI ilaclarla karsilastirildiginda
benzer antiinflamatuvar ve analjezik etkilere sahip bulunmustur (41). 10 gin
sureyle gunde iki kez tekrarlanan dozda uygulanan ilag, kronik inflamasyonlu
artrit modellerinde lokal 6dem olusumunda azalma saglamistir. Ayrica
karragenine bagh akut inflamasyon ve agri modelinde selekoksibin oral tek
dozda profilaktik uygulamasi, penge voluminli ve termal uyarana yaniti
azaltmistir (132).

1.13.2. Terapotik Etkinlik

Cok sayida klinik deneme programi ile yetiskinlerde selekoksibin diz
ve Kkalgca osteoartriti hastalarda ve romatoid artritli  hastalarda
degerlendirmesi yapiimistir. 24 haftaya kadar ¢ift korli plasebo ¢alismalar ve
aktif kontrolli ¢ok merkezli ¢alismalar, ginde iki kez 50 ile 400 mg’ lik
plasebo ve/veya karsilagtirmali NSAI ilag uygulanan galismalar yapilmistir
(68,70,163). Ayrica ciddi postoperatif agrilarda analjezik etkinligi ile ilgili
calismalar da yapilmigtir (41).

11.13.3. Selekoksib’ in Osteoartritteki Etkisi

Osteoartrit tedavisi igin selekoksibin etki ve glvenilirligi, 12 haftalik
plasebo kontrolli bir calismada naproksen ile karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir (18). Osteoartritli 1003 hastada glinde 2 defa alinan 50,
100 ve 200 mg hk selekoksib dozlan kargilastiriimistir. Diz ve kalca
osteoartriti icin kullanilan WOMAC indeksi ile agri degerlendirilmistir (14). Bu
indeks ayrica hastalarin fonksiyonel durumlarini degerlendirmek icin de

kullanilir (192). Hastalarda selekoksibin 50 mg’ lik dozu suboptimal etkiyi

32



kanitlamigtir, fakat batin dozlar 2 ve 6 haftada plasebodan énemli derecede
daha iyi sonuclar ortaya ¢ikaran verilerle, plasebodan daha buyUk bir ilerleme
kaydetmistir (18). Plasebo alan hastalarla karsilastirildiginda, selekoksib alan
hastalarin fonksiyonel durumlarinda énemli ilerlemeler oldugu gdézlenmistir
(192). Selekoksibin kalga osteoartriti icin kullanimini  degerlendirmede
yukaridaki ¢alismada oldugu gibi ayni dozlarin kullanildigi 12 haftalik bir
denemede 500 mg naproksen ve plasebo ile karsilastiriimistir ve 50 mg’ lik
dozda plasebodan daha iyi sonuglar gézlenirken, 100 ve 200 mg’ lik dozlari
agriya karsi naproksene kiyasla anlamli derecede etkili bulunmustur (70). 6
hafta sire ile yapilan iki calismada, ginde bir defa alinan 200 mg’ lik
selekoksib dozu ile gunde iki defa alinan 100 mg’ Ik selekoksib dozu
arasinda dizde olusan osteoartrit tedavisine etkisi acisindan higbir fark
olmadigi gosterilmistir (68).
1.13.4. Selekoksibin Romatoid Artritteki Etkisi

Selekoksib ve naproksenin romatoid artritli hastalardaki etki ve
glvenligi yukarida bahsedilen osteoartrit denemelerine benzer sekilde,
plasebo kontrolli bir ¢calisma ile degerlendiriimistir (163). Osteoartrit ve
romatoid artrit denemeleri temelde selekoksibin kullanilan dozlarina gére
farklilik goésterir. Romatoid artrit igin ginde iki defa alinan 100, 200 ve 400
mg’ lik dozlar 500 mg’ lik naproksen dozu ile kargilastiriimis ve selekoksib,
sayisal olarak tum dozlarda daha Ustin olmasina ragmen, selekoksib ve
naproksen arasinda énemli bir farklihk bulunmamistir. Hastalarin plaseboya
gbre iyilesme sureci degerlendirildiginde, selekoksib dozlar ile iyilesme
ylzdesi, 6nemli 6lgiide daha dstinddr ve 200 mg’ hk selekoksib dozu

naproksene gore daha Ustin bulunmustur. Uluslararasi bir galismada, ginde
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2 defa alinan 200 mg’ lik selekoksib uzun dénemli gUvenilir romatoid artrit
ybntemi icin glinde 2 defa alinan 75 mg’ lik diklofenak SR ile kargilastiriimis,
24 haftalik deneme boyunca, selekoksib diklofenak SR kadar sirekli etkili
bulunmustur (54).

1.13.5. Familyal (Ailesel) Adenomat6z Polipozis’li (FAP) Hastalarda

Selekoksibin Etkisi

FAP, cok sayida adenomatdz kolorektal polip formunda yikici bir
durumdur ve genellikle kanserle sonuglanir. FAP nadir bir herediter hastaliktir
ki, APC timdr baskilayici geni igindeki bir kusura baghdir ve genellikle
cerrahi bir yéntemle tedavi edilir. Hayvan modelleri, bu durumda COX-2’ nin
roli oldugunu gdésterir (125). Selekoksib son zamanlarda FAP tedavisi igin
6nemli bir calisma sonucuna bagl olarak onay almistir. Bu calismada,
plasebo kolorektal poliplerde % 4.5’ luk bir azalma saglarken, selekoksib
glnde 2 defa 400 mg dozda alindiginda % 28’ lik ciddi bir azalma saglamistir
(169). Bu calismadaki hastalarin % 50’ sinden fazlasinda poliplerde en az %
25’ lik bir azalma gértlmustir. Bu sonuglar 6nemli ve umut verici olmasina
ragmen, bu calismanin kanser ya da cerrahi amag i¢in olmadigina dikkat

etmek gerekir.

11.14. Advers Etkiler

Hepatotoksik etkiler:

Selekoksibin ginde iki kez 25’ ten 400 mg’ a kadar olan dozlarda
hepatik tolerabilitesinin arastirildigi 2 ile 12 haftalik bir metaanalizde 11000’
den fazla artritli hasta kullaniimistir. Terapdtik dozlarda alinan ilacin,
hastalarin % 76’ sinda hepatik advers etki olusum sikhgi plasebo ile benzer

bulunmustur. Naproksen (500 mg), diklofenak (glnde iki kez 75 mg) ve
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ibuprofen (glnde ¢ kez 800 mq) ile yapilan karsilagtirmali caligmalarda ise,
bu ilaclarin selekoksibden anlaml derecede ylUksek hepatik advers etkiler
olusturduklar saptanmistir. 11 analjezik etki ve 7 cerrahi agri ¢calismasinda
hepatik etki olusum sikligi selekoksib ve plasebo gruplarinda benzer
bulunmustur (102).

NSAI ilaglarla yapilan bazi klinik caligmalarda ise, NSAI ila¢ alan
hastalarin % 15' ine varan oranlarda bir ya da daha fazla karaciger ile iligkili
enzimler igin Ust sinira yikselmeler ve hastalarin yaklasik % 1'inde ALT ya
da ASTde kayda deger ylkselmeler (normalin Gst sinirinin yaklasik 3 ya da
daha fazla kati) bildirilmistir. Devam eden tedavi sirasinda bu laboratuvar
anormallikleri ilerleyebilir, degismeden kalabilir ya da gegici olabilir.
Selekoksibi de iceren NSAI ilaglarla sarilik ve fatal fulminan hepatit, karaciger
nekrozu ve hepatik yetmezlik (bazilarinin fatal sonuglar olan) de igeren
ender ciddi hepatik reaksiyon vakalari bildirilmigtir (31,120,155,194).
Selekoksib ile yapilan kontrolll arastirmalarda karaciger testlerinin Ust sinira
yikselme sikligi, selekoksib icin % 6 iken, plasebo icin % 5 olmustur;
selekoksib alan hastalarin yaklasik % 0.2' sinde ve plasebo alan hastalarin %
0.3' inde ALT ve ASTde kayda deger yikselmeler mevcuttur. Agir karaciger
yetmezligi olan hastalara iliskin arastirma yapilmamistir, bu hastalarda
selekoksib kullanimi énerilmez.

Gastrointestinal sistem tzerine etkiler:

Birgok calismada selokoksibin NSAI ilaglar benzer oranda
antiinflamatuvar ve analjezik etkinlikte oldugu ortaya konmustur

(6,99,162,163). Selekoksib romatoid artritli hastalarda semptomlarin
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giderilmesi acisindan naproksen ve diklofenak ile osteoartritli hastalarda ise
naproksen ile esit etkinliktedir (71).

COX-2 inhibitérlerinin asil ortaya ¢ikis nedenleri olan gastrointestinal
sistem yan etkilerinin az olusu da klinik olarak gesitli endoskopik ¢alismalarda
incelenmistir. Bu calismalarin birinde selekoksib (giinde 2 kez 50-400 mg),
naproksen (ginde 2 kez 500 mg) ve ibuprofen (glinde 3 kez 800 mg) 43 ay
sure ile kullanilmisg ve endoskopik sonuglar degerlendirilmistir. Selekoksib
grubunda goérandr Ulser oraninin diger ilag gruplarina gére anlamli derecede
disUk oldugu bildirilmistir (163). Yapilan bu calismalarin sonuglari COX-2
inhibitérlerinin hipotezini dogrulamigtir. Yani COX-2 inhibitéri ilaglar analjezik
ve antiinflamatuvar etki agisindan en az NSAI ilaclar kadar etkin, bununla
birlikte gastrointestinal sistem yan etkileri minimal olan ajanlardir. Ancak bu
hipotezi kesin olarak kanitlamak Uzere Celecoxib Long-Term Arthritis Safety
Study (CLASS) calismalari yapilmigtir. Bu ¢alismalarda da énerilen ginlik
dozlarin 2 kati kullaniimigtir (161).

Selekoksibin  CLASS c¢alismalari, klinik denemeler programinda
kanitlanan, selekoksibin tolere edilebilirligini ve guvenilirligini uzatmak ve
dogrulamak i¢in dizayn edilmigtir.

Bu calismaya cogunlugu osteoartrit tanisi konmus (% 72’ si) 8059
hasta alinmigtir (161). Hastalarin % 68.5’ i kadinlardan olusmustur.
Galismanin iki alt grubu vardir. Bunlarin ilkinde 400 mg/gun selekoksibin
etkinligi, 150 mg/gin diklofenak ile, ikinci grupta ise ayni doz selekoksib
glinde 3 kez 800 mg alinan ibuprofen ile karsilastiriimistir. Bu ¢alismada
endikasyonu olan hastalarda 325 mg/gun aspirin kullanimina izin verilmistir.

Galisma 13 ay sUrdirilmis olmakla birlikte sadece ilk 6 aylk sonuclari
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yayinlanmistir. Selekoksib grubunda ilag birakimi % 12.6 iken (agirlikli olarak
etki azhig nedeniyle), bu oran NSAI ilag gruplarinda % 14.8 olarak
bulunmustur (p=0.005). Calismada birincil sonlanma nedeni olarak tanisi
dogrulanmis  Ulser komplikasyonu (perforasyon, obstriksiyon, Ust
gastrointestinal sistem kanamasi), ikincil sonlanma nedeni olarak da
semptomatik Ulser ve Ulser komplikasyonlarinin toplami dikkate alinmigtir. Bu
calismada ilging olarak birincil sonlanma nedeni agisindan her U¢ ajan
arasinda herhangi bir fark saptanmamistir (selekoksib icin % 0.68, diklofenak
icin % 0.62 ve ibuprofen icin % 0.75, p>0.05). Ancak ikincil sonlanma nedeni
acisindan selekoksib ile diger iki ajan arasinda bir anlamlilik bulunmustur (%
2.08 ve % 3.54, p=0.02). Ozetle CLASS calismasinda iilser komplikasyonlari
acisindan selekoksib ile diger NSAI ilaclar arasinda fark gdzlenmezken,
semptomatik Glser sikhginin selekoksibe goére ibuprofen grubunda daha fazla
oldugu saptanmistir.

Gulnde iki defa alinan 100-200 mg’ lik ya da ginde 1 defa alinan 200
mg’ ik bazi selekoksib doz c¢aligmalarindan toplanan veriler; karin agrisi,
diyare, dispepsi, gaz ve bulanti gibi bazi semptomlarin olusum sikhdinda
selekoksib ve plasebo arasinda kayda deger bir farkhlik olmadigini
gbstermistir (41). Ayrica bu yan etkilerin sikligi naproksen, diklofenak ve
ibuprofen ile karsilastirildiginda bu ilaglardan daha disik bulunmustur.
Romatoid artrit hastalarindaki 6 aylik bir denemede, son endoskopideki
gastroduodenal Ulserli hastalarin yizdesi, giinde 2 defa 200 mg alinan
selekoksib dozunda, ginde 2 defa 75 mg alinan diklofenak SR de
oldugundan daha disiuk bulunmustur (54). Fakat hastalarin Glser durumu

giriste bilinmemekteydi. Osteoartrit ve romatoid artrit hastalarinda, giinde 2
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defa alinan 50, 100, 200 ve 400 mg selekoksib dozlari ile ginde 2 defa
alinan 500 mg’ ik naproksen dozlarn 12 haftalik endoskopi ¢alismalari ile
kargilastiriimistir (41,69). Tim selekoksib gruplarinin naproksen gruplarindan
6nemli 6lctde disuk gastrointestinal toksisiteye sahip oldugu gérilmustar.

Bu calismalarin bulgulari selekoksibin diger NSAI ilaglardan,
endoskopik Ulserler ile iliskisinin daha az oldugunu géstermesine ragmen, bu
veriler selekoksibin perforasyon ve kanama gibi daha az ciddi gastrointestinal
durumlarda kullanip kullanilamayacagini belirlemez.

Selekoksib kullanan hastalarin hem &énemli 6lgiide daha disik
gastrointestinal kan kaybi sikligi, hem de diklofenak ve ibuprofen kullanimi ile
karsilastirildiginda, artan gastrointestinal tolere edilebilirligi vardir. Artan kan
kaybina yol acabilen gastrointestinal mukozanin permeabilitesini NSAI
ilaglarin artirdidi gosterildiginden, anemi kanama olmasa bile gelisebilir (46).

Kardiovaskuler sistem lzerine etkiler:

Kan basincindaki artisin NSAI ilag kullanimi ile iligkili oldugu ve NSAI
ilaglarin bazi antihipertansif ila¢ tedavisinde &zellikle ditretiklerin etkisini
zayiflatabildigi uzun zamandir bilinmektedir (85,148). NSAI ila¢g kullanan
hastalarda artan konjestif kalp rahatsizhigi riskini dogrulayan Page ve Henry’
nin makalesi ve COX-2’ nin sistemik prostasiklin ana kaynagi olmasi, COX-2
inhibitdrlerinin - kardiyovaskuler fonksiyon Gzerindeki potansiyel etkilerini
6nemli bir konu haline getirmistir (108). Ancak arastirmalar, selekoksib
kullanimi ile diger NSAI ilaglar arasinda kardiyovaskiiler ve serebrovaskiler
olaylarin sikh@i acgisindan 6nemli farklilik olmadigini ortaya koymaktadir

(180).
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COX inhibitorleri ile ilgili cok az sayida ¢alismada bu ilaglarin miyokard
infarktUsa riskini arttirdigi ileri sGrdlmusken (113,139), diger bircok calismada
COX inhibitérlerinin kardiyovaskuler sistem Uzerinde olumlu ya da olumsuz
belirgin bir etkisinin olmadigi bildirilmistir (103,161,188). Hatta bazi
calismalarda COX-2 inhibitéri ila¢ kullaniminin kardiyovaskuller sistem
Uzerinde olumlu etki gdsterdigi ve toksisite riskini azalttigi ileri sGrGimustar
(38,149,154).

Renal etkiler:

Selekoksib ile yapilan klinik arastirmalarda, diger NSAI ilaclarla
gdzlenenlere benzer renal etkiler gérilmistir. NSAI ilaglarin renal ve
kardiyovaskuler fonksiyonu, prostasiklin gibi vazodilatér prostaglandinlerin
inhibisyonundan kaynaklanan bir pressoér etki yolu ile oldugu kanitlanmigtir
(108). Renal yetmezligi olan veya kardiyovaskuler hastalik riski tagiyan daha
yash hastalarda bu etkiler 6zellikle dnemlidir. COX-2 temel olarak bdbrekteki
damarsal yapilarda ve meduller interstisyel hlicrelerde bulunmaktadir. Bu
bdlgelerdeki yogunlugu yasla dogru orantili olarak artmaktadir. Bunun aksine
COX-1 toplayici kanallar ve Henle Kulbunda bulunmaktadir. Her iki enzim
ortak olarak damarsal yapilarda bulunur. Bébrekte COX-1 ve COX-2 araciligi
ile ortaya ¢ikan PGE2, bébrek kan akimini artirip su ve tuz emilimini azaltir.
Bu nedenle enzim inhibisyonuna neden olan NSAI ilaglar su ve tuz
tutulumuna, kreatin yukselmesi ve hipertansiyona yol acabilir (39,81,108).
Selekoksibin  sodyum ve potasyum retansiyonuna sebep oldugu 6ne
surdlmesine ragmen, bazi calismalardan elde edilen saglikli erkek verileri
selekoksib icin yasli kesimde bile onaylanan renal gutvenlik profilini gOsterir

(28).
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CLASS denemeleri, selekoksibin ylksek dozlari kullanilarak, selektif
COX-2 inhibisyonu ile renal yan etkiler sikhidinin yikselmedigini géstermigtir.
Aslinda 6dem ve periferal 6dem olarak ayrilan hipertansiyon sikhg@i ibuprofen
grubu ile karsilastinldiginda selekoksib grubunda 6énemli 6l¢cide daha
disUktur. Ek olarak, saghkh orta yas grubu hastalarda uygulanan bir
calismada ve CLASS denemesinden elde edilen verilerde selekoksibin renal
fonksiyon UGzerinde diklofenak ve ibuprofenden daha az etkiye sahip
oldugunu gosterir (161).

Kuzey Amerika’ daki klinik denemelerde 65 yas ve Uzeri ile 65
yasindan kuglUk hastalarin alt grup analizleri, selekoksibin her iki yas
grubundaki hastalarda esit derecede etkili oldugunu gdstermistir. Geng
hastalarin selekoksibi daha iyi tolere edebilmelerine kargin, plasebo gruplari
ile selekoksib arasinda, ve selekoksib alan gen¢ ve yasli gruplar arasinda
6nemli bir farklilik yoktur. Aktif olarak kontrol edilen denemelerde, gen¢ nifus
ile karsilastinlan yash nutfusun tolere edilebilirliginde higbir azalma yoktur
(180).

Selektif COX-2 inhibitorlerinin  klasik NSAI ilaglar gibi renal
sendromlara neden olduguna iligkin bazi toksisite vakalari da bildirilmistir.
Selekoksibin, COX-2 enzimi tarafindan sentezlenen vazodilatér
prostaglandinleri inhibe etmesi ve akut tibudlointerstisiyel nefrit olusturmasi
nedeni ile akut renal hasar gelisimine katkida bulundugu bildirilmistir. Bébrek
yetmezligi olan hastalarda kullaniimamasi ya da bu ilacin c¢ok dikkatli
kullanilmasi, hastanin  doktor gbzetiminde tutulmasi &nerilmektedir

(3,27,56,82,105,124,133,134).
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Hematolojik etkiler:

Trombositlerde prostanoid olusumu genel olarak COX-1 (zerinden
oldugu igin, COX-2 inhibisyonunun trombosit fonksiyonlar (zerine ya hi¢
etkisinin olmadidi ya da minimal etkisinin oldugu dustntlmektedir. Ancak
klasik NSAI ilaglarin gastrointestinal hasara katkida bulunduklari
bilinmektedir. Bu konu Uzerinde yapilmis ¢alismalarda normal bireylere klinik
dozun ¢ok Gzerinde selekoksib dozu (600 mg/gtin) 10 gln slreyle verilmis ve
trombosit fonksiyonlari in vitro olarak naproksen verilen bireylerle
karsilastinimistir (99,162). Calisma sonucunda selekoksib verilen grupta
kanama zamani ve trombosit fonksiyonlarinda herhangi bir degisme
g6zlenmezken, naproksen grubunda kanama zamaninda belirgin uzama ve
trombosit adezyon ve agregasyonunda azalma saptanmigtir. Buna karsin,
ibuprofen tek doz (800 mg) (108), aspirin 5 glin boyunca ginde iki kez (650
mg) (162) ve naproksen 7 gin boyunca ginde iki kez (500 mg) (99) dozda
uygulanmis ve trombosit agregasyonunda anlamli degisiklikler saptanmistir.
Ayrica naproksen kanama zamanini da uzatmistir.

Diger yandan bazi klinik denemelerde selekoksib alan hastalarin
ylzde 0.1-2° sinde hematolojik yan etkiler (anemi) goéralmustir (67).
Selekoksib ve varfarin alan hastalarin rutin laboratuvar izlemeleri sirasinda,
protrombin zamaninin uzadi§i ¢ok az sayida vaka bildirilmistir (156). Bu
hastalarin bazilarinda kanamalar oldugu rapor edilmistir (9,67). Aktif sistemik
lupus eritematozuslu 2 hastada, selekoksib tedavisine baslandiktan hemen

sonra iskemik olaylar gértulmustar (74,86,137).
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I.15. Uyun¢

Selekoksib, osteoartrit ve romatoid artritli hastalarda klinik galismalar
sirasinda iyi tolere edilmistir. Yan etki sikligi dozla iligkili bulunmamistir (41).
4146 hasta Uzerinde yapilan bir calismada, 12 hafta boyunca ginde iki kez
100 ve 200 mg’ ik ve giinde bir kez 200 mg dozu alan hastalar plasebo ile
karsilastinldiginda yan etkiler konusunda istatistiksel olarak benzer sonuglar

gostermiglerdir (67).

I.L16. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Antioksidan

Savunma
I.L16.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tirleri (ROS)

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip,
kisa 6murlU, kararsiz, molekdl agirligr disuk ve ¢ok etkin molekuller olarak
tanimlanir. Godu olayda serbest radikal Uretimi, patolojik olaylarin bir
parcasidir ve pek ¢cok ksenobiyotigin toksisitesi, serbest radikal Gretimi ile
ilgilidir (111).

Reaktif oksijen turleri normal oksijen metabolizmasi sirasinda az
miktarda olusan sUperoksit radikali (O2™), hidrojen peroksit (H20.) ve
hidroksil radikali (OH")’ dir.

Reaktif oksijen tdrleri, c¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest
radikal zincir reaksiyonlarini baglatabilirler ve hicrede karbon merkezli
organik radikaller (R’), peroksit radikalleri (ROQ"), alkoksil radikalleri (RO’),
sllfenil radikalleri (RSO") gibi cesitli serbest radikallerin olusumuna neden

olurlar (76).
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Superoksit radikali (0,™): Slperoksit radikali hemen tiim aerobik
hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
olusur. indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu stiperoksit radikali
meydana getirebilir.

Superoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikalin asil
6nemi, hidrojen peroksit kaynagl olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Superoksit radikali disik pH degerlerinde daha
reaktiftir, oksidan perhidroksi radikali (HO,") olusturmak Gzere protonlanir.

Superoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleri ile reaksiyona
girince biri okside olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda
molekiler oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir. Stperoksit radikali hem
oksitleyici hem indirgeyici ézellige sahiptir. Ornegin ferrisitokrom ¢ ya da
nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak davranarak bir
elektron kaybeder ve molekiler oksijene okside olur.

Superoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit
(NO) ile birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirl olan peroksinitrit (ONOQO")
meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit (NO,™) ve nitrat (NO3") olusturmak Uzere
metabolize edilir. Peroksinitrit, azot dioksit (NO"), hidroksil radikali (OH"),
nitronyum iyonu (NO.") gibi toksik Urlinlere dondsebilir ki nitrik oksitin (NO)
zararl etkilerinden peroksinitrit sorumludur (63,76).

Hidrojen peroksit (H20): Hidrojen peroksit (H2O.), sUperoksidin
cevresindeki molekdllerden bir elektron almasi veya molekiler oksijenin
cevresindeki molekullerden iki elektron almasi sonucu olusan peroksitin iki

proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir.
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Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil UGretimi, stperoksidin
dismutasyonu ile olur. iki stiperoksit molekiilli, siiperoksidin dismutasyonu
reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekuler oksijeni
olustururlar. Bu reaksiyon, radikal olmayan Grlnler meydana geldiginden
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gergeklesir ya da
superoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir (4). Spontan
dismutasyon pH 4,8' de en hizlidir, enzimatik dismutasyon ise spontan
dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral ya da alkali pH' da daha
belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadidi halde reaktif oksijen
trleri kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol
oynar. Glnk( Fe," veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu
sonucu, superoksit radikalinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH")
olusturur (80).

SUperoksit radikalinin lipid solubilitesi sinirl oldugu halde hidrojen
peroksit lipid solubldur. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu
yerden uzakta olan fakat Fe," iceren membranlarda hasar olusturabilir
(77,79).

Hidroksil radikali (OH’): Her tirli hicresel bilesenle reaksiyona
girme yetenegine sahip gugld bir radikalidir. Bu reaksiyonlar oksidan hasara
neden olur ve kendi kendine ¢ogdalan oksidan reaksiyonlari baslatir (186).
Hidroksil radikali Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yutksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece

reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma émri ¢ok kisadir. Hidroksil radikali
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olasilikla reaktif oksijen tirlerinin en guglistdir. Olustugu yerde tiyoller ve
yag asitleri gibi ¢esitli molekillerden bir proton kopararak karbon merkezli
organik radikaller (R’), organik peroksitler (RCOQ) gibi yeni radikallerin
olusmasina ve sonucta biytk hasara neden olur (76,77).

1.16.2. Hucrede ROS Kaynagi

Hlcrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda
enzimlerin aktif yerinde ara trlnler olarak devaml sekilde serbest radikaller
olusabilir. Bazen bu serbest radikal ara drinler enzimlerin aktif yerinden
sizarlar, molekiler oksijenle etkilesebilirler ve sonugta serbest oksijen
radikalleri olusur.

Arasidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen metabolitlerinin dnemli
bir kaynagidir. Fagositik hlcrelerin uyariimasi, fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik asidin serbestlegsmesine
yol acar. Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da cesitli serbest radikal
ara urnleri meydana gelir.

Arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal Gretimine
"enzimatik lipid peroksidasyonu" denir. Serbest radikallerle prostaglandin
metabolizmasi birbiriyle yakindan iligkilidir (4,76).

Aktive olmus makrofajlar, notrofiller ve eozinofillerde fagositik
solunumsal patlama sirasinda da ¢esitli serbest radikaller olusur.

Fagositin kendisi de reaktif oksidanlarin zarar vermelerine kargi
hassastir. Bununla birlikte kendilerini oksidanlarina karsi koruyabilirler.
Fagositlerin  antioksidan sistemleri, sdperoksidi hidrojen  perokside
déndstiren siperoksit dismutaz (SOD), hidrojen peroksidi suya indirgeyen

katalaz (CAT), hidrojen peroksidi detoksifiye edici glutatyon peroksidaz-
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glutatyon reduktaz sistemi, vitaminlerden a-tokoferol (vitamin E) ve askorbik

asit (vitamin C) gibi antioksidanlardir (11) (Sekil 6).

siiperoksit Fe+2 Fe™
dismustaz
2 Dz' 202

2 H* 2GSH NADP*

2 ghtatyon Iutat_\-'oll

reroksidaz :ecluktaz

katalaz
» G556 hl ADPHY
2H0 + Qs 2H:0

Sekil 6: Antioksidan savunma sistemi

Normalde hicrelerde en blyuk serbest oksijen radikali kaynagi
mitokondriyal elektron transport zincirinden sizintidir. Mitokondri i¢ zarinda
yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri blyUk oranda indirgendigi
zaman mitokondriyal stperoksit radikal Gretimi artar. Endoplazmik retikulum
ve nikleer membranda serbest radikal Uretimi, membrana bagl sitokromlarin
oksidasyonundan kaynaklanir. (35).

Birgcok enzimin katalitik dongisu sirasinda da serbest radikaller ortaya
cikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz hasarlanmamis
dokularda bir dehidrojenaz olarak vardir, purinlerin yikilm yolunda
hipoksantinden ksantin ve ksantinden Urik asit olusumu basamaklarinda
elektron akseptdri olarak molekiler oksijenden (O) daha gok NAD* kullanir.
Oksijensizlige bagl olarak ADP' nin ATP' ye fosforilasyonunun azaldig
durumlarda (iskemi durumlarinda) ADP yikilir ve pUrin bazi, ksantin oksidazin
bir oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantine doéndstlralir. Ksantin

oksidazin oksidaz olarak aktivite gdstermesi durumunda hipoksantin ksantine
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ve ksantin Urik aside dénusirken molekiler oksijen kullaniimakta, molekiler
oksijen hidrojen perokside indirgenmektedir. iskemi durumlarinda oksijen
seviyesi dusik oldugundan o6nemli hasar olmaz. Ancak oksijen seviyesi
reperflizyon sirasinda normale ddénince iskemi yerinde ksantin oksidaz
etkisiyle fazla miktarda hidrojen peroksit (H2O2) ve slperoksit radikali (O2™)
olusur (5,104).

Bazi yabanci toksik maddeler hicrede serbest radikal CGretimini
artirirlar. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal Uretirler ya da serbest
radikallerin ortadan kaldiriimasini saglayan antioksidan aktiviteyi dugururler.

Bir serbest radikal tg¢ yolla ortaya ¢ikabilir (80):

1) Kovalent bag tagsiyan normal bir molekdlin yikimi sonucu olusurlar
(Bélunme sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir).

X:¥Y — X" +Y’

2) Normal bir molekdilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekdlin
heterolitik olarak bdlinmesi ile olugsurlar. Heterolitik bélinmede kovalent bagi
olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.

X:¥Y — X + Y
3) Normal bir molekilden tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.
A+ e — AT
1.16.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Reaktif oksijen tlrlerinin olusumu inflamasyon, radyasyon, yaslanma,
normalden yiksek parsiyel oksijen basinci (pO2), ozon (O3) ve azot dioksit
(NO"), kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar.

Serbest radikaller hicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim

gibi tim 6nemli bilegiklerine etki ederler.
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0O."" ve OH’ sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum
membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir. Membranlarda lipid
peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran permeabilitesi artar
(45,76).

0, =L, H,0,

Katalitik demir iyonlari varhdinda; O,"" ve H,O, etkileserek (Haber-

Weiss reaksiyonu) hidroksil radikali dretirler. H.O,, O2"" yoklugunda “Fenton

+3s +23

reaksiyonu” ile diger maddelerden OH’ Gretebilir (Or; askorbat). Fe™ i Fe
ye indirger. O,"~ ve OH’, proteinlere, poliansatiire yad asitlerine saldirr,
enzim inaktivasyonuna ve lipid peroksidasyonuna neden olur.

Serbest radikaller hiicrede sarkolemma, sarkoplazmik retikulum ve
ekstrasellller kollajen matriks gibi organellerde bozukluklar olusturur. Bunlari
takiben kalsiyuma bagli mekanizmalarda bozukluklar olusur. Serbest sitozolik
kalsiyumun artisi protein kinazlari, fosfolipazlari ve diger yikici enzimleri
aktive eder ve hucreler arasi hasarin artmasina yol acar. Asirl kalsiyum
yUklenmesi, oksijen radikalleri ile baslayan hasari artirir. Serbest radikallerin
etkisiyle proteinlerdeki sistein sulfhidril gruplarn ve diger amino asit kalintilari
okside olarak yikihr, nikleer ve mitokondriyal DNA okside olur (75).

Serbest oksijen radikallerinin tm bu etkilerinin sonucunda hicre
hasari olur. Hiicrede reaktif oksijen tlrlerinin ve serbest radikallerin artigi
hiicre hasarinin énemli bir nedenidir. iskemi sonrasinda reperflizyon da

reaktif oksijen tlrlerinin artisina bagli olarak iskeminin olusturdugu hicre

hasarini artirir.
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11.16.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, organizmanin prooksidanlari ile antioksidan sistemleri
arasindaki dengenin prooksidanlar yéninde bozulmasidir. Organizmada
hicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla
reaktif oksijen tirlerinin meydana gelmesi oksidatif stres olarak tanimlanir.

Oksidatif stresi meydana getiren 3 ana kaynak vardir (160):

1. Endojen ve/veya eksojen kaynaklarin asiri aktivitesi sonucu
hicredeki oksidan yikin asiri artmasi,

2. Antioksidanlarin diyetle aliminda énemli dizeyde azalma olmasi,

3. Hucredeki radikal olusum orani ile hicrenin antioksidan dizeyleri
normal sinirlarda olmasina ragmen, aradaki dengenin radikaller lehinde
bozulmasi.

Hucreler, karsi karsiya kaldiklari orta dizeyde oksidatif hasari
antioksidan savunma sistemlerinin kapasitesini artirarak tolere edebilirler.
Yiksek dizeyde oksidatif stres karsisinda ise DNA hasari, hicre igi serbest
kalsiyum ve demir dizeyinde artma, proteinlerde (membranal iyon tasiyici
proteinler de dahil) hasar ve lipid peroksidasyonu meydana gelir. Bdylece
oksidatif stres hiicre hasari ve hicre 6lumuyle sonuglanabilir. Oksidatif
stresin farkh molekiler hedeflerde meydana getirdigi hasarin nisbi 6nemi,
olusan oksidatif stresin buydkligine hangi mekanizma ile meydana
geldigine, slresine ve bu olaya maruz kalan sistemin karakterine de baglidir.
Ornegin aterosklerotik hastaliklarda oksidatif stresin &nemli bir sonucu lipid
peroksidasyonudur, ama diger bazi durumlarda DNA veya protein hasari
daha 6nemli olur. Oksidatif stres, toksisitenin olasi bir mekanizmasi olarak

son on yildir toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir (76,160).
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Oksidatif stresin, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hucre
hasariyla bircok kronik hastaligin komplikasyonlarina katkida bulundugu
disundlmektedir.  Aterogenez, amfizem/bronsit, Parkinson hastalidi,
muskuler distrofi, romatoid artrit, serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi,
hemodiyaliz hastalari, diabetes mellitus, akut renal yetmezlik, Down
sendromu, Yyaglanma, serebrovaskuler bozukluklar, iskemi/reperflizyon
hasari gibi durumlarin patogenezinde oksidatif stresin rolinden s6z
edilmektedir (75,76,79,160).

1.16.5. Serbest Radikallere Karsi Hiicresel Savunma (Antioksidan

Savunma Sistemleri, Antioksidanlar)

Reaktif oksijen tdrlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasari 6nlemek i¢in birgok savunma mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar
"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak
bilinirler.

Antioksidanlar dort ayn sekilde etki ederler (122):

1) Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutar
veya daha zayif yeni molekile c¢evirebilirler. Antioksidan enzimler,
trakeobrongiyal mukus ve kiguk molekdiller bu tip etki gdsterirler.

2) Bastirici etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltir veya inaktif sekle ddénustardrler.
Vitaminler ve flavonoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Zincir kirici etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini
kirip fonksiyonlarini engelleyici etki gésterirler. Hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller zincir kirici etki gdsterirler.

4) Onarici etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasari onarirlar.
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Organizmada pek cok tirde reaktif oksijen tlrleri olusabilir. Ancak en
sik olarak lipid yapilarla olusur. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir
hidrojen cikarsa lipid radikali meydana gelir. Olusan lipid radikali oksijen ile
reaksiyona girer ve lipid peroksi radikalini olusturur. Lipid peroksi radikali
diger lipidlerle zincir reaksiyonu baglatir ve lipid hidroperoksitler olusur.
Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlari lipid peroksidasyonunu hizlandirir.
Lipid radikaller yuksek derecede sitotoksik Urlinlere de doénusebilir. Bunlar
arasinda en ¢ok bilinen trGin aldehid grubundan malondialdehiddir (MDA).
Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gegip hlcreler Uzerinde bazi
fizyolojik rollere sahip olabilir, fakat ortaklanmamis elektrona sahip
olmadigindan radikal olarak adlandirilamaz. Bu nedenle "reaktif oksijen
tarleri", suUperoksit gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi radikal
olmayanlar icin ortak olarak kullanilan bir terimdir. Oksijen molekuld,
orbitalinde ortaklanmamis elekiron tasiyorsa suUperoksit radikali olarak
adlandirilir. Diger reaktif oksijen tlrleri grubunda ise normal oksijenden ¢ok
daha hizli bir biyolojik molekul olan "singlet oksijen" bulunmaktadir. Singlet
oksijen molekill yapisinda iki adet ortaklanmamis elektron tasir. Singlet
oksijen hicre membranindaki poliansatire yag asidleriyle dogrudan
reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna yol agar (4,45).

Antioksidanlar, endojen veya eksojen kaynakli olabilirler. Endojen
antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak Uzere iki sinifa ayrilirlar
(45,49). Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) SUperoksit dismutaz
(SOD) 2) Glutatyon peroksidaz (GPx) 3) Katalaz (CAT) 4) Glutatyon S-
Transferazlar (GST) 5) Glutatyon rediiktaz 6) Mitokondriyal sitokrom oksidaz

sistemi 7) Hidroperoksidaz.
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Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Melatonin 2)
Seruloplazmin 3) Transferrin 4) Miyoglobin 5) Hemoglobin 6) Ferritin 7)
Bilirubin 8) Glutatyon 9) Sistein 10) Metiyonin 11) Urik asit 12) Laktoferrin 13)
Albimin.

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaclar ve gida antioksidanlari olmak
uzere siniflandirilabilirler (111).

Superoksit dismutaz (SOD): Slperoksit dismutaz sUperoksit
radikalinin hidrojen peroksit ve molekuler oksijene dénisimini katalizleyen
antioksidan enzimdir.

0"+ 0 + 2H" 5L 5 H,0,+ 0,

insanda siiperoksit dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu-Zn
SOD sitozolde bulunur, Cu ve Zn igerir, dimerik yapidadir, siyanidle inhibe
edilir. Mn SOD mitokondride bulunur, Mn igerir, tetramerik yapidadir,
siyanidle inhibe olmaz. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik
Cu-Zn SOD' dir. SOD' In fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden
hicreleri O2" nin lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir.
SOD eksikliginde O2""" nin dismutasyonu nonenzimatik olarak da yurataldr.
SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliler éldurilmesinde de rol oynar.
SOD aktivitesi, ylksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO,
artigiyla artar. SOD' un ekstrasellller aktivitesi cok duguktir (107).

Endojen SOD’ un katarakt (177), kanser, kardiyovaskuler hastaliklar
gibi oksidatif hasarla iligkili hastaliklarin énlenmesinde dnemli bir role sahip
oldugu bildirilmistir (7). Romatoid artritte eritrosit SOD aktivitesinin distk
oldugu, serbest radikal olusumunun anahtar rol oynadidi kabul edilen iskemi

reperflizyon hasarinda SOD’ un koruyucu rol oynadigi ve terapétik olarak
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SOD kullaniminin yararl olabilecegi bildirilmistir (7). Ancak CuZn SOD
fazlasinin serbest radikal olusum dengesini bozdugu, buna bagl peroksidatif
beyin hasarinin gézlenebilecedi, bu artigin yasa bagli nérolojik hasara neden
olabilecegi bildirilmigtir (76,109).

Cu-Zn SOD' un spesifik aktivitesi Down sendromlu hastalarin
eritrositlerinde ylksek, prematurelerin ve yashlarin eritrositlerinde ve
psoriyazisli hastalarin 16kositlerinde dusik bulunmustur (107).

Glutatyon peroksidaz (GPx): Vicudun bdtiin doku ve hcrelerinde
bulunmakla birlikte organlara gore farkhliklar gostermektedir. Hicre iginde
sitoplazmada ve mitokondride daha yogun olarak bulunur, 4 selenyum atomu
icerir, tetramerik yapidadir. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksitin (H20>)
detoksifikasyonunda ve ayrica lipid hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda
gorev alir. Koenzim olarak glutatyonu kullanir (40).

H.O, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

4 alt formu bulunan bir enzimdir. Fosfolipid hidroperoksit glutatyon
peroksidaz adi verilen form monomerik yapidadir ve esas olarak membran
fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger ve kolesterolii metabolize eder.
Membrana bagli en dnemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda
membrani peroksidasyona kargi korur. intrasellliler form, sitozolik ¢ézinir
form adiyla da bilinir (cGPx). Bu form ekstrasellller form ve plazma ¢6zinUr
form ile birlikte H>O. ve lipid hidroperoksitlerin metabolizmasindan
sorumludur.

GPx organik hidroperoksitler ve H.Ox' e kars! aktiftir. indirgenmis
glutatyonun oksidasyonunu kataliz ederek H>O.’ i suya indirger. Ayni sekilde

bir molekdl glutatyon kullanarak biyomembranlarin oksidasyonu ile olusan

53



lipid hidroperoksitleri indirger. Olusan okside glutatyon, NADPH bagimli
glutatyon rediktaz ile tekrar indirgenir.

2GSH + H,0, —&* » GSSG + 2 H.0

ROOH + H,0, __ ™ | GSSG + ROH + H,0

GSSG + NADPH + H* — SR, 2GSH + NADP*

GPx' ler selenyuma bagimhliklari nedeni ile in vivo ve in vitro
selenyum eksikliginden olduk¢a etkilenirler. Biyosentezleri selenyuma
baglidir. Karaciger dokusu GPx’ in en zengin kaynagidir (40).

GPx' In fagositik hicrelerde de 6nemli fonksiyonlari vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GPx, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hicrelerin zarar gdérmesini 6énler. GPx
eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Eritrosit GPx
aktivitesi yaslilarda ve Down sendromlu hastalarda ylUksek, prematirelerde
disUk bulunmustur. Lékosit GPx aktivitesi yasllarda ve hipertansiyonlu
hastalarda yuksek bulunmustur (107).

Katalaz (CAT): Yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir
hemoproteindir. Her alt (nite bir ferriprotoporfirin Uretir. Katalaz esas olarak
peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda
bulunur. Katalaz hidrojen peroksidi (H2O2) suya ve oksijene parcalar, fakat
daha buydk lipid hidroperoksitlere karsi etkisizdir.

2H0, —AT 5 2H,0+ 0

Katalaz en ¢ok peroksizomlarda bulunur. Peroksizomlar ise hicre ici
H.O2' nin ana yapim yeridir. Katalazin islevinin, hicreleri mitokondriyal

oksidan hasardan korumak ve peroksizomal H,O, in hasar yapmasini
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dnlemek oldugu saniimaktadir. insan eritrositlerinde de GPx ile birlikte H2O»
yilkma goérevindedirler (95).

Granulomatéz hilcrelerde katalaz, hicreyi kendi solunumsal
patlamasina karsi koruma islevini de goérlr. Hiicrede olusan H.O, yi, OH
olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kaldirir (107).

Glutatyon (GSH): Karacigerde genetik bilgiye ihtiyag olmadan
sentezlenebilen bir tripeptitdir. Glutamik asit, sistein ve glisinden olusan ve
organizmada en yaygin olarak bulunan bir tiyol bilesigidir. Hemen tamami
indirgenmis halde ¢cok az bir kismi ise okside halde (GSSG) bulunur. Hiicre
icindeki anahtar redikleyici ajan konumundadir. Glutatyon cok 6énemli bir
antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hicreleri
oksidatif hasara karsi korur (110). Hemoglobinin  oksitlenerek
methemoglobine  dénisiminin  engellenmesinde rol  alir.  Ayrica
proteinlerdeki sulfhidril (-SH) gruplarini redikte halde tutar ve bu gruplari
oksidasyona kargl korur, bodylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. Glutatyon yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve
amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar. Glutatyon eritrositleri,
I6kositleri ve g6z lensini oksidatif strese karsi korumada hayati éneme
sahiptir (117).

1.16.6. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, c¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest
radikallerle  reaksiyonu sonucu lipid hidroperoksidlerine  (LOOH)
déntstimidiir (51,79,158) (Sekil 6). iki ya da daha fazla doymamis karbon-
karbon bagi iceren lipidler reaktif serbest radikallerin hedefidir. Serbest

radikaller, 6zellikle reaktif oksijen radikalleri, membran lipidlerini oksitleyerek
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membran fonksiyonlarinin bozulmasina, sonug olarak hicre 6limu ve doku
hasarina neden olurlar (116,167).

Bircok farkli  kimyasallar ((")rn: CCly, etanol, demir), bazi
ksenobiyotikler serbest radikallerin aracilik ettigi lipid peroksidasyonunu

olustururlar (78,167).

2

77 7T" 7ﬁ’ LOOH—-— LO"+OH

L" 7*" L'00"  etc.

(8]

Sekil 7. Lipid peroksidasyonunun olusumu (49).

Lipid peroksidasyonu hidroksil radikali, peroksi radikali gibi reaktif
radikallerin (X*) hiicre membranindaki ¢coklu doymamis yag asitlerinden bir
hidrojen atomu uzaklastirmasiyla bagslar. Coklu doymamis yag asitlerinden
bir hidrojen uzaklastiriimasi lipid radikalini (L") olusturur.

LH+ X — L+ XH

Olusan bu radikal, aerobik ortamda molekuller oksijenle reaksiyona

girerek lipid peroksil radikalini olusturur (LOO") (51,78).

L' + 0, —» LOO

Lipid peroksil radikali, diger bir ¢oklu doymamis yag asidinden bir
hidrojen atomu ayirarak lipid radikali (L*) ve lipid hidroperoksidi (LOOH)

olusumuna yol acar. Bu ikinci lipid radikali de, édnce oksijen ile tepkimeye

girerek peroksil radikali olusturur, daha sonra bu peroksil radikali de yine
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diger bir coklu doymamis yagd asidinden bir hidrojen atomu ayirarak lipid
hidroperoksidlerinin olustugu ayni reaksiyonlari devam ettirir. Bu olay lipid
peroksidasyonun ilerlemesine neden olur (51,167).

LOO" + L-H — LOOH + L°
L + O, — LOO’ (ikinci basamak)

LOO® + L-H — LOOH + L’ (ikinci basamak)

Lipid peroksidasyonu cesitli reaksiyonlar ile sonlandirilabilir. En
6nemlilerinden biri lipid peroksil radikali ya da lipid radikalinin vitamin C veya
a-tokoferol gibi antioksidanlar ile reaksiyona girerek daha stabil tokoferol
fenoksil  radikali olusumuna yol agmasidir. Bu radikal, lipid
peroksidasyonunun stregelen olusum reaksiyonlarina katilmaz (51).

Hidroperoksidler, hidroksi yagd asitlerine indirgenebilir ya da siklik
endoperoksidleri olugtururlar. Endoperoksidler, siklooksijenaz ve lipoksijenaz
yolaklari araciligiyla prostaglandinler, tromboksanlar ve I6kotrienlerin
olusumuna yol agan reaksiyonlari baglatirlar. Non-enzimatik yolaklar
malondialdehid de dahil olmak Gzere alkanlar, aldehidler ve izoprostanlar gibi
bilesiklerin  olusumunda rol oynarlar. Bu Urlnlerin  olusumu lipid

peroksidasyonunun sonlanma agamasini olusturur (50,51,116).

I.17. COX-2 inhibitorleri ve Oksidatif Stres

Literatlir taramalarinda COX-2 inhibitdrlerinin oksidatif stres Uzerine
etkileri ile ilgili oldukca az sayida calisma yapildigi gérilmektedir. Son
zamanlarda oksidatif stres olusturulmus deney hayvanlar ile yapilan

calismalarda ise COX-2 enzim inhibitdru ilaglarin koruyucu etkilerinden s6z
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edilmektedir. Nimesulid her iki COX enzimi Gzerine de etkili oldugu bilinen bir
ilagtir. YUksek konsantrasyonlarda bir antioksidan olarak siganlarda intestinal
polip ve kolon timodrlerinde baskilayici etkinlige sahip oldugu goésterilmistir
(176).

Diger yandan, nimesulidin yapisinda bulunan nitro-aromatik bilesiklerin
in vitro olarak intrasellller oksidatif strese neden olabildigine dair kanitlar da
vardir (20,60,145). Nitro-aromatik bilesikler, nitrorediktazin katalizledigi bir
veya iki elektron transfer yoladi tarafindan enzimatik olarak indirgenerek
intrasellller oksidatif strese neden olmaktadirlar. Flavoproteinler gibi
nitrorediktazlar endoplazmik retikulum ve sitozolde bulunmaktadirlar,
bununla birlikte énemli oranda mitokondride de aktiftirler (106). Bir elektron
transfer yolagi nitro radikalini olusturur. Sonugcta stperoksit radikalleri olusur.
Bu ara UrGnlerin Uretimi ve aktiviteleri in vitro olarak ¢ahgiimistir (166). Ancak
in vivo olarak olasilikla hizlica olustuklari bilesiklere geri otooksidasyona
ugradiklari icin ¢aligsilamamistir. Redoks siklusu teorik olarak 1 molekul nitro
bilesigi ¢cok sayida superoksit radikali olusturdugu icin gucli zararli etkiye
sahiptir. Eger antioksidan savunma mekanizmalar yeterli olmazsa,
sUperoksit radikali Cretimi mitokondrial degisikliklere hatta apoptozisin
tetiklenmesine neden olabilir (23).

Selekoksibin ¢ocuklar Uzerindeki guvenilirlik ve etkinligi ile ilgili veriler
yetersizdir. Selekoksib ile ilgili calismalarda, oksidatif stres olusturulmus yeni
dogmus tavsanlarda ilacin oksidatif stres biyogéstergelerinde anlamli
azalmalara neden oldugu gosterilmistir (126). Karacigerde iskemi/
reperflzyona bagl oksidatif stres olusturulmus sicanlarda, selekoksib

uygulamasinin antioksidan enzim dizeylerinde artmaya neden oldugu,
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hepatoprotektif  etkinlik  gdsterdigi  bildirilmigtir.  Calismada COX-2
inhibitérlerinin hepatoprotektif etkisinin PG sentezinin baskilanmasi ve reaktif

oksijen tlrlerinin azalmasina bagli olabilecedi savunulmustur (127).
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. GEREC VE YONTEM

lll.1. Kimyasal Maddeler
Calismamizda kullanilan tim kimyasal maddeler analitik safliktadir.
Nimesulid Hellsinn Chemicals SA (isvigre) ve selekoksib Searle (Skokie, IL)

tarafindan saglanmistir. Kullanilan maddeler:

Sodyum karbonat (Na>CQO3) Merck
Sodyumbikarbonat (NaHCO3) Merck
Epinefrin Sigma
CuZn SOD standarti Sigma
Potasyumdihidrojenfosfat (KH2PO,) Merck
Disodyumhidrojen fosfat (NaHPQO4.2H,0) Panreac
Hidrojen peroksit (H20,) Merck
Tris Sigma
Na,EDTA Riedel
GSH (Redukte glutatyon) Merck
NADPH Sigma
Sodyum azid Sigma
Glutatyon rediiktaz Fluka
Potasyum siyanur Merck
Potasyum ferri siyanar Sigma
% 0.9 NaCl Eczacibasi
Sodyum pentobarbital Sigma
Dietil eter Merck
DTNB (5,5-Ditiyobis-2-nitro benzoik asit) Sigma
Sulfirik asit Riedel
Fosfotungstik asit Riedel
Sodyum stlfat susuz Riedel
Tiyobarbitlrik asit Sigma
1,1,3,3-tetraetoksipropan Sigma
Karboksimetil seliiloz Sigma
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IIl.2. Cihaz ve Malzemeler

Spektrofotometre Shimadzu UV-1208

Su banyosu Memmert WBU 45
Santrifij Sigma 3k30

Derin dondurucu (-86°C) Nuaire Ultralow Freezer
Hassas terazi Sartorius GP 2100
Vorteks Electro-Mag, Nive
Otomatik pipetler Brand

Antikoagulanh vacutainer tipleri Greiner

ll.3. Deney Hayvanlari ve Calisma Protokoll

Calismamizda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi ve Arastirma
Merkezi’ nden saglanan 4 haftalik disi siganlar (Wistar Albino, 30-40 Q)
kullanilmistir. Projemiz E.U. Eczacilik Fakiltesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’ ndan onay almistir.

Hayvanlar, calisma ortamina uyum saglamalari igcin deney
baslangicindan bir hafta 6nce laboratuvara alinarak kafesleri dizenlenmis ve
21-24 C” de 12 saat aydinlk/karanlik dongtsinde barindiriimiglardir. Deney
sUresince igme sulari ve besinleri serbest birakilmigtir. Sicanlarin genel
g6ranamleri, yiyecek ve icecek tuketimleri izlenerek vicut agirliklar her gin
kaydedilmigtir.

llag etken maddeleri, deney hayvanlarina % 0.5’ lik karboksimetil
sellloz tasiyici sUspansiyon igerisinde gavaj yoluyla 14 giin sire ile giinde iki
kez uygulanmistir.

Galisma gruplari:

Kontrol grubu: Deney siresince gavaj yoluyla % 0.5’ lik karboksimetil

sellloz uygulanmigtir.
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Nimesulid grubu: Deney siresince gavaj yoluyla slspansiyon
icerisinde 2x2.5 mg/kg dozda etken madde uygulanmistir.

Selekoksib grubu: Deney slresince gavaj yoluyla slspansiyon
icerisinde 2x2.5 mg/kg dozda etken madde uygulanmistir.

Deney slresi sonunda sodyum pentobarbital anestezisi altinda (50
mg/kg), kan O&rnekleri alinmig, karaciger ve bdbrek dokular c¢ikarilip
temizlenmigtir. Gerekli islemlerden sonra érnekler deney giintine kadar derin
dondurucuda saklanmisgtir.

Karaciger ve bobrek hasari degerlendirmesi igin;

Organlar tartilmig, vicut agirliklarina gére oranlanarak agirlik degisimi
degerlendirilmigtir.

Serumda biyokimyasal parametrelerin tayini: Aminotransferazlar (ALT,
AST), alkalen fosfataz, laktat dehidrojenaz aktiviteleri, Gre, kreatinin, total
kolesterol, trigliserit ve HDL-kolesterol (HDL), LDL-kolesterol (LDL) dizeyleri
tayin edilmistir.

Karaciger ve bdbrek dokularinda glutatyon dizeyleri tayin edilmistir.

Lipid peroksidasyonunun degerlendiriimesi amaciyla plazma
malondialdehid diizeyleri tayin edilmigtir.

Histopatolojik inceleme: Organlar Izmir Behget Uz Cocuk
Hastanesinde Patoloji uzmani Dog¢. Dr. Ragip Ortag tarafindan incelenmistir .

Antioksidan Aktivite Degerlendirmesi:

Eritrosit speroksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glukoz—
6-fosfat dehidrojenaz enzim aktiviteleri tayin edilmistir. Antioksidan aktivite
tayinleri eritrosit hemoglobin dizeyleri tayin edilerek hemoglobin Gzerinden

degerlendirilmigtir.
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Serum total bilirubin ve Urik asit duzeyleri tayin edilmistir.
Hematolojik Degerlendirme:

Tam kanda eritrosit, I6kosit ve trombosit sayimi yapilmistir.

I11.4. Analiz YOntemleri
1I.4.1. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

14 gunlUk deney slresi sonunda sicanlardan vendz/intrakardiyak kan
Ornekleri serum eldesi icin bos tUplere, plazma ve eritrosit lizati eldesi icin
potasyum EDTA’ Ii tiplere alinmislardir. Alinan kan &rnekleri serum eldesi
icin 3000xg’ de 10 dakika, eritrosit eldesi icin ise +4 C” de 3000xg’ de 10
dakika santrif(j edilmigtir. Plazma kismi ayrilarak lipid peroksidasyonu
Olgiimleri icin saklanmisg, kalan kisim 3 kez % 0.9 NaCl ile yikanarak eritrosit
lizati elde edilmistir. Daha sonra soguk bidistile su ile 1/5 oraninda dilie
edilmistir. Lizatlar sUperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
hemoglobin tayinleri icin —80 C” de saklanmistir. Ayrica glukoz—6-fosfat
dehidrojenaz (G-6-PDH) aktivitesi Randox kiti kullanilarak, taze kandan
eritrosit lizati benzer ydntemle hemen hazirlanarak ayni giin tayin edilmistir.

Kan hdcre sayimi kuyruktan alinan o6rneklerde hi¢ bekletiimeden
mikroskop altinda thoma lami kullanilarak yapilmistir.

Hayvanlarin karaciger ve bdbrek dokulari deney slresi sonunda
cikarilarak temizlenmis ve tartildiktan sonra, bir grup patolojik inceleme igin
% 10’ luk formol igine alinmig, diger bir grup ise glutatyon (GSH) tayini igin
aliminyum yapraklar icine alinarak deney glnine kadar —20 C° de

saklanmistir.
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111.4.2. Serum Analizleri

Serum Orneklerinde aspartat amino transferaz (AST), alanin amino
transferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), laktat dehidrojenaz (LDH)
aktiviteleri, Gre, drik asit, kreatinin, total bilirubin, kolesterol, trigliserit, HDL ve
LDL duzeyleri Med-Tec diagnostik kitleri kullanilarak spektrofotometrik olarak
tayin edilmistir.

111.4.3. Eritrositlerde Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivite

Tayini

Eritrosit GPx aktivite tayini, Paglia ve Valentine ile Pleban ve
arkadaglarinin yéntemleri temel alinarak uygulanmistir (128,136). Ydéntem,
H.O, varhginda GSH' un GPx tarafindan GSSG’ ye oksitlenmesi ve
oksitlenen GSSG’ nin glutatyon rediktaz enzimi ile tekrar GSH a
dénlstirtlmesi esnasinda ortamdaki NADPH’ in kullaniimasi sonucu
NADPH miktarindaki dolayh olarak absorbanstaki azalmanin 340 nm’ de
spektrofotometrik olarak izlenmesi esasina dayanmaktadir.

Bir Unite GPx: 25 C” de dakikada 1 nmol NADPH' in NADP* ye
oksidasyonu icin gerekli enzim miktaridir.

lll.4.3.a. Kullanilan Cozeltiler

Reaksiyon ortami; 50 mmol/L tris tamponu (pH=7.6) icerisinde, 1
mmol NaEDTA, 2 mmol redikte glutatyon, 0.2 mmol NADPH, 4 mmol
sodyum azid ve 1000 U glutatyon rediktaz olarak hazirlanmistir. Taze
hazirlanmalidir.

H.O, c¢ozeltisi; 8.8 mmol/L konsantrasyonda distile su ile

hazirlanmistir.
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Drabkin ¢6zeltisi; 1 g sodyum bikarbonat, 0.05 g potasyum siyanur,

0.2 g potasyum ferri siyanir distile deiyonize su ile 1 L’ ye tamamlanmistir.
111.4.3.b. Yontem

Lizatlar drabkin c¢ozeltisi ile 1/5 oraninda dilie edilmistir. 980 pl
reaksiyon ortami Uzerine 20 pl dilGe lizat eklenerek 37 C% de 5 dakika inklbe
edilmistir. Daha sonra 10 pl H2O» eklenerek reaksiyon baglatilir ve NADPH’
In absorbansinin azalmasi 340 nm’ de 3.5 dakika boyunca takip edilir.
Nonenzimatik reaksiyon igin lizat yerine 20 pl distile deiyonize su konarak
ayni yontem uygulanmigtir. Yine NADPH absorbans azalmasi izlenerek
herbir 6lcimden cikarilmigtir. Daha sonra dakikadaki absorbans farki
hesaplanarak asagidaki formulle gbére enzim aktivitesi tayin edilmigtir.

U/gHb - 8A/dak  f
exgHb

0A/dak: Dakikadaki absorbans farki
€: NADPH molar absorbtivitesi (6.22 umol/L)
f: Dilisyon faktorQ

1l.4.4. Eritrositlerde Siperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite
Tayini
Eritrosit SOD aktivite tayini, Misra ve Fridovich’ in ydntemleri temel
alinarak uygulanmigtir (112). Yontem, 480 nm dalga boyunda epinefrinin
adrenokroma otooksidasyonuna dayali kolorimetrik yéntemle SOD
dlzeylerinin tayini esasina dayanmaktadir.
Bir Unite SOD: pH=10.2’ de epinefrinin adrenokroma oksidasyonunun

% 50 inhibisyonu icin gerekli enzim miktaridir.
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lll.4.4.a. Kullanilan Cozelti, Tampon ve Standart
Karbonat tamponu: 50mM, pH= 10.2
Na,COj3 susuz: 5.3 g/L
NaHCOg3: 4.2 g/L
Hazirlanan NaxCOj3; (64 ml) ve NaHCO3 (26 ml) ¢ozeltilerinden 50mM,
pH=10.2 olacak sekilde karbonat tamponu hazirlanmigtir.
Epinefrin % 0.55: 55 mg epinefrin Gzerine 0.05 ml HCI ilave edilir ve
distile su ile 10 mI’ ye tamamlanir.
SOD standarti: Bovin eritrosit CuZnSOD standarti kullaniimigtir.
ll.4.4.b. SOD Kalibrasyon Egrisi
3000 U SOD standarti 3 ml distile suda ¢éztndarilir. Bu ¢bzeltiden
karbonat tamponu ile dilisyon vyapilarak 0.5, 1, 2, 3, 4 U/ml
konsantrasyonlarda standart ¢dzeltiler hazirlanmistir. Konsantrasyona kargi
% inhibisyonlarin grafige gegiriimesiyle SOD kalibrasyon egrisi elde

edilmigtir.

70 A
60 -
50 -
40 A
30 -
20 A
10 ~

% inhibisyon

0.5 1 2 3 4
U/mi

Sekil 8: SOD kalibrasyon egrisi
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lll.4.4.c. Yontem

Kor olarak 1 ml karbonat tamponu ve 0.025 ml epinefrin kullaniimigtir.
Absorbans artisi 15 saniyelik periyotlarla 3 dakika boyunca 480 nm’ de
okunmustur. Bu iglem her 10 drnekte bir kez tekrarlanmistir. Lizatlar karbonat
tamponu ile 1/100 oraninda dilie edilmigtir. 0.990 ml tampon Uzerine 0.010
ml dilie lizat érnedi ve 0.025 ml epinefrinin % 0.55 lik ¢bzeltisi eklenerek
absorbans artisi 15 saniyelik periyotlarla 3 dakika boyunca 480 nm’ de
okunmustur. Daha sonra SOD’ un epinefrinin adrenokroma oksidasyonunu

inhibe etme ylzdesi hesaplanmistir.

% Inhibisyon= (AA standart ya da érnek x 100)
AA Kkoér
Kalibrasyon egrisinden elde edilen veriler U/g Hb olarak

degerlendirilmistir.
111.4.5. Eritrositlerde Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Tayini
Eritrosit CAT aktivite tayini, Aebi'nin ydntemi temel alinarak
uygulanmistir  (2). Yoéntem, katalaz tarafindan hidrojen peroksitin
parcalanmasinin spektrofotometrik olarak tayini esasina dayanmaktadir.
Bir Gnite CAT: pH=7" de dakikada 1 pmol hidrojen peroksiti
dekompoze eden enzim miktaridir.
lll.4.5.a. Kullanilan Cozelti ve Tampon
Fosfat tamponu: 50mM, pH= 7
KH.POQO4. 6.81 g/L
NazHPO4.2H.0: 8.9 g/L
Hazirlanan KH,PO,4 ve NapHPO4.2H,0 ¢bzeltilerinden (1:1.5) oraninda

karigtinlarak 50mM pH= 7 olacak sekilde fosfat tamponu hazirlanmistir.
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Ho02: % 30" luk stok HO.” den 30 mM konsantrasyonda fosfat

tamponu icerisine ilave edilerek hazirlanmistir. Ginlik olarak hazirlanmistir.
l11.4.5.b. Yontem

Lizatlar fosfat tamponu ile 1/100 oraninda dille edilmistir. Taze
hazirlanan 3 ml 30 mM H,O; iceren fosfat tampon ¢ézeltisinin (0.34 ml % 30’
luk H2O2 + 99.66 ml fosfat tamponu) Gzerine 0.1 ml érnek eklenerek 240 nm’
de absorbansin azalmasi 15 saniyelik periyotlarla 3-4 dakika boyunca
okunmustur ve lineer regresyonlara gbre her bir analiz i¢cin en uygun
absorbanslar bulunarak, k degeri asagidaki formlle gbére hesaplanmigtir.
Sonuglar k/g Hb olarak degerlendirilmistir.

k=(2.3/At). (a/b). (log A1/A2)

a: Dilisyon faktéru

b: Hemoglobin degeri

A1: Lineer regresyonlara gore t: 0 anindaki absorbans

A2: Lineer regresyonlara gore t:15 anindaki absorbans

111.4.6. Eritrositlerde Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz Enzim Aktivite
Tayini
Eritrosit lizatlarinda Randox diagnostik kitler kullanilarak yapiimistir.

11l.4.7. Glutatyon Tayin Yoéntemi

Karaciger ve bdbrek dokularinda GSH tayini De Ferreyra’'nin yéntemi
temel alinarak spektrofotometrik olarak yapilmigtir (48).
lll.4.7.a. Kullanilan Cozeltiler
Doku homojenizasyonu igin kullanilan ¢ozeltiler:
0.1 M potasyum fosfat tamponu/0.15 M potasyum klorlr c¢dzeltisi
(pH=7.4): 17.418 g KoHPO4 ve 13.609 g KH,PO, tartilip bir miktar 0.15 M

potasyum Kklordr (11.475 g/L) ¢bzeltisinde ¢ézinduriimustir. Cdzeltinin pH’
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st N NaOH ile magnetik karistiricida 7.4’ e ayarlanmis ve 0.15 M KCL
¢Ozeltisi ile L’ ye tamamlanmistir.

GSH tayini icin kullanilan ¢ozeltiler:

0.1 M fosfat tamponu (pH=8): Doku homojenizasyonundaki gibi
hazirlanmistir. 5 mM Disodyum EDTA c¢ozeltisi ilave edilerek pH’ st N NaOH
ile 8’ e ayarlanmistir.

5 mM DTNB c¢bzeltisi (5,5-Ditiyobis-2-nitro benzoik asit): 99 mg DTNB
500 ml distile su icinde ¢ézindurllerek hazirlanmistir.

5 mM Disodyum EDTA ¢dzeltisi: 1.861 g Disodyum EDTA.2H,O 1000
ml distile su iginde ¢ézindurilerek hazirlanmistir.

% 5 lik TCA (Trikloroasetik asit): 5 g TCA 100 ml distile su icinde
cdzindurdlerek hazirlanmistir.

GSH standarti: Karaciger ve bdbrek dokularindaki glutatyon miktarlari
farklilk goésterdigi icin her iki doku igin ayri standart egri gizilmistir. Bébrek
dokusu icin deney gund 0.0025, 0.0050, 0.0075 ve 0.0100 pmol/dl
konsantrasyonlardaki standart seri distile su ile hazirlanmistir. Karaciger
dokusu i¢in deney gund 0.020, 0.030, 0.050 ve 0.075 pmol/dl
konsantrasyonlardaki standart seri distile su ile hazirlanmigtir. Her bir
konsantrasyon igin 3 élgiim yapilmistir.

l.4.7.b. Yontem

Karaciger ve bdbrek dokulari derin dondurucudan c¢ikarilarak bistdri
yardimi ile pargalanabilecek kadar yumusadiktan sonra kigUk parcalara
ayrilmis ve homojenizasyon tiplerine alinmigtir. TUpte isgal ettikleri hacmin 4
katt 0.1 M fosfat tamponu ilave edilerek 10000 devirde 10 dk +4 C° de

homojenize edilmigtir. Homojenatlar bekletiimeden 16500xg’ de 30 dk
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ultrasantriflje tabi tutularak sUpernatant ayrilip glutatyon tayini hemen
yapimistir.

Bunun icin santrifQj tplerine doku homojenat stpernatantindan 1 mi
alinarak Gzerine 4 ml % 5’ lik TCA ilave edilmistir. 5 dk bekletildikten sonra
1000xg’ de 15 dk santrifdj edilmistir. SUpernatant eldesinden sonra asagida

belirtilen prosedir uygulanmigtir:

Koér Tupu Deney tupu
Silpernatant -- 200 pl
Fosfat tamponu (pH:8) 2ml 2ml
DTNB ¢ozeltisi 0.25 ml 0.25 ml
Distile su 200 pl -
GSH Bébrek
0.12 -
0.10 -
0.08 -
3 0.06 -
20
0.04 -
0.02 -
0.00
0.0025 0.0050 0.0075 0.0100
pmol/dL
GSHKC
1.20 -
1.00 + ™
0.80 -
2 0,60
0.40 -
0.20 -
0.00
0.020 0.030 0.050 0.075
pmol/dL

Sekil 9: Glutatyon kalibrasyon egrileri
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Hazirlanan kér ve érnek tlplerinde, spektrofotometrede 412 nm dalga
boyunda 3-4 dk icinde &lcim yapiimistir. Glutatyon standartlariyla da ayni
protokol izlenerek calisilmig ve standart egriler gizilerek, miktar tayini doku
agirhgi dikkate alinarak hesaplanmistir.

11l.4.8. Malondialdehid Tayin Yontemi

Plazma malondialdehid tayini Satoh ile Yagi’ nin yéntemleri modifiye
edilerek uygulanmistir (114,151,190).

lll.4.8.a. Kullanilan Cozeltiler

Salfirik asit (N/12): 2.26 ml % 98’ lik sdlfirik asit distile su ile 1 litreye
tamamlanmigtir.

Fosfotungstik asit (%10): 10 g fosfotungstik asit distile su ile 100 ml’ ye
tamamlanmigtir.

Sodyum silfat (2 M): 28.4 g susuz sodyum stilfat yaklasik 90 ml distile
su icerisinde isitilarak ve karistirilarak ¢6ztndurtlmis, sogutulduktan sonra
distile su ile 100 ml’ ye tamamlanmistir.

Tiyobarbitlrik asit (=TBA; % 0.2): 0.2 g tiyobarbitlrik asit tartilmis ve
yaklasik 90 ml 2M sodyum siilfat icerisinde ¢6zUndUrdlmastir. Sogutulduktan
sonra 2M sodyum sdlfat ile 100 mI’ ye tamamlanmistir.

Malondialdehid  kalibrasyon  egrisi icin  standart  c¢ozeltiler;
malondialdehid stabil bir molekll olmadigi icin standart olarak deney
sirasinda malondialdehide dénltsen 1,1,3,3-tetraetoksipropan kullaniimistir.
Once 1,1,3,3-tetraetoksipropan cozeltisinden distile su ile “stok standart
cOzeltisi" (400 nmol/ml) hazirlanmis, bu ¢bzeltiden N/12 sulfirik asit ile
dilisyon yapilarak 0.5, 1, 2, 3, 4 nmol/ml konsantrasyonlarda standart

cOzeltiler hazirlanmigtir.
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11.4.8.b. Malondialdehid Kalibrasyon Egrisi

Standart c¢oézeltilerin her birinden 0.5 ml alinarak UGzerine 2 ml N/12
sulfirik asit ve 3 ml % 0.2 tiyobarbitlrik asit ilave edilmis ve tupler kaynar su
banyosunda 60 dakika tutulmustur. Aliminyum folyo ile kaplanan tipler 10
dakika buz banyosunda bekletilerek sogutulmustur. Olusan renkli kompleks,
3 ml n-butanol ilave edilerek butanol fazina gegirilmis, santrif(j ile ayirma
isleminin ardindan butanolli fazin absorbansi 533 nm’ de kére karsi
okunmustur. Kér, 2.5 ml N/12 sdlfirik asit Gzerine 3 ml % 0.2 tiyobarbitlrik
asit ilave edilerek hazirlanmig ve standart ¢cozeltiler ile ayni muameleye tabi

tutulmustur. Her konsantrasyon igin 3 6lgiim yapilmistir.

0.140 -
0.120 +
0.100 -
0.080 -
0.060 -
0.040 -
0.020 +
0.000

Abs

0.5 1 2 3 4

nmol/ml

Sekil 10: MDA kalibrasyon egrisi

l1.4.8.c. Orneklerin Hazirlanisi
Plazma &rneklerinden 0.5 ml alinmis, 4 ml N/12 sdilfirik asit ilave
edilerek vortekslenmigtir; 0.5 ml fosfotungstik asit eklenerek tekrar
vortekslendikten sonra tlpler 10 dakika oda sicakliginda bekletiimistir. Daha

sonra 3000 devir/dk’ da 10 dakika santriflj edilerek ayrilan sUpernatant
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atilmig, c¢okelti Gzerine 2.5 ml N/12 silfirik asit ve 3 ml % 0.2 tiyobarbitlrik
asit konup vortekslenmesinin ardindan tdpler 60 dakika kaynar su
banyosunda bekletilmiglerdir. Kaynama sdresi sonunda deney tlpleri buz
banyosuna konularak reaksiyon sonlandiriimigtir. Olusan pembe renkli
kompleks tlplere 3 ml n-butanol ilave edilerek butanollli faza gegirilmis,
santrifij ile ayirma isleminden sonra butanolli fazin absorbansi 533 nm’ de
kére karsi okunmustur.

111.4.9. Kan Hiicre Sayimi

Hlcre sayimi icin deney sonunda kuyruk veninden alinan kanlarda
eritrosit, 16kosit ve trombositler manuel yéntemle thoma laminda sayilarak
Olctimuslerdir. Bunun icin eritrosit ve |6kosit pipetleri kullaniimistir.

11.4.10. Histopatolojik Caligmalar

Her grup sigandan alinan karaciger ve bébrek doku érnekleri % 10’ luk
formol coézeltisi icerisinde saklanmigtir. Isik mikroskobunda inceleme igin
etanol, ksilol ve parafinle isleme tabi tutulduktan sonra dokulardan 5 pm’ lik
kesitler alinmistir. Hemotoksilin-eozin ve periyodik asit-Schiff bazi ile

boyanarak incelenmistir.

lll.5. istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendiriimesi, Macintosh igin
hazirlanmig Statview-Il istatistik paket programi kullanilarak yapilimigtir.
Gruplar arasi farkhhidin analizi student t-testi kullanilarak yapilmistir.

Anlamhlik dizeyi olarak p<0.05 kabul edilmigtir.
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IV. BULGULAR

Galismamizda kullanilan deney hayvanlarinin dig gérindmleri ve
viicut agirhiklari galisma siresince izlenmistir. Kontrol grubu ve NSAI ilag
uygulamasi yapilan gruplar igin elde edilen analiz sonuglari Tablo 1-16’ da
gérulmektedir. Deney hayvanlarinin vicut agirliklari, deney sonunda
saptanan artis yuUzdeleri ile karaciger ve bdébrek agirliklari tablo 13’ de
gOsterilmistir.

Nimesulid ve selekoksib grubunda serum aminotransferazlarda AST
aktiviteleri anlamli derecede yuUkselmis (sirasiyla p<0,0005; p<0,01), ALT
aktivitesinde her iki grupta kontrol grubu ile karsilastirildiginda degisiklik
saptanmamigtir. LDH dlzeylerinde nimesulid grubunda artis saptanmis
(p<0,005), ancak ALP dizeylerinin degismedigi gézlenmigtir.

Trigliserit dizeyleri her iki grupta da kontrol grubuna gére anlamli
derecede artarken (nimesulid icin p<0,01; selekoksib i¢in p<0,05), Total
kolesterol ve LDL dizeylerinde anlamli bir degisiklik saptanmamistir. HDL
dizeyleri yalnizca nimesulid grubunda anlamli derecede azalmigtir
(p<0,005). Ure diizeyleri her iki ilag grubunda artarken (nimesulid (p<0,05),
selekoksib (p=0,0001)), Urik asit, total bilirubin ve kreatinin dizeyleri yalnizca
nimesulid grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (sirasiyla
p=0,0001; p<0,01; p<0,001).

Lipid peroksidasyon dlzeylerinde de her iki ilag grubunda anlamh
derecede artiglar gd6zlenmigtir (nimesulid icin p<0,0005; selekoksib igin

p=0,05).
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G-6-PDH ve SOD aktivitesi, kontrol grubu ile karsilastinldiginda ilag
uygulanan gruplarda anlamli degisiklikler gdstermemistir. Ancak GPx
aktivitelerinde azalma goézlenmistir (nimesulid igin p<0,05, selekoksib igin
p=0,01). CAT aktivitesi nimesulid grubunda azalmis (p<0,005), selekoksib
grubunda ise artmigtir (p<0,05). Total glutatyon dlzeyleri igin, her iki ilag
grubunda karaciger dokusunda anlaml degisiklikler saptanmazken, bdbrek
dokusunda selekoksib grubunda artis gértlmastir (p<0,01).

Sicanlarin kuyruk veninden alinan tam kan érneklerinde yapilan hucre
sayimlarinda selekoksib grubunda eritrosit ve I6kosit sayilarinda kontrol
grubu ile Kkarsilastirildiginda anlamli artislar saptanmig (eritrositler icin
p<0,005, I6kositler icin p<0,05), trombosit sayilarinda ise anlamli bir degisiklik
saptanmamisgtir.

Histopatolojik incelemelerde 7 kontrol, 5 nimesulid ve 7 selekoksib
hayvani incelenmigtir. ilag uygulanan gruplarda hepatik ve renal hasarlar
izlenmisgtir.

Karaciger dokulari incelendiginde;

Nimesulid grubunda; 2 hayvanin karacigerinde hidropik dejenerans, 2
hayvanda Kupffer hicre proliferasyonu ve 1 hayvanda konjesyon
gérulmistar. Selekoksib uygulanan ilag grubunda ise, 2 hayvanin
karacigerinde granltlomatoz inflamasyon, 2’ sinde fokal nekroz odaklari, 1’
inde Kupffer hiicre proliferasyonu, 1 hayvanda da portal inflamasyon
g6rulmustar.

Bobrek dokulari incelendiginde;

Nimesulid grubu icin 2 hayvanda konjesyon gérilmastir. Selekoksib

grubu icin 3 hayvanda glomertllerde ve 3 hayvanda medullada daha yogun
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olmak Gzere 6 hayvanda konjesyon, 4 hayvanin sol bébreklerinde medullada

yogun tabdler hyalen kast olusumu izlenmistir.
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ORNEK aSTUL) | ALTL | AP | LDHUIL) HDL-KOL LDL-KOL TG T.Kolesterol | URE | Urik A. | T. Bilirubin | Kreatinin
NO (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) | (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
K1 77.0 20.5 106.0 240.0 48.30 36.70 67.2 66.6 346 | 1.58 0.76 0.76
K2 76.5 18.0 150.0 288.0 50.00 44.85 45.2 83.6 355 | 2.14 1.00 0.91
K3 76.5 28.2 159.0 264.0 56.00 29.54 47.4 96.4 345 | 0.80 1.00 0.98
K4 32.7 34.0 178.0 264.0 60.00 39.74 28.8 94.0 37.0 | 0.60 1.10 0.55
K5 79.0 24.0 164.0 194.0 76.00 11.74 33.3 103.6 255 | 0.50 0.70 0.79
K6 47 .4 325 359.7 359.0 63.30 55.32 31.8 64.7 30.6 | 1.00 0.80 0.89
K7 99.9 23.9 437.9 194.3 74.70 47.26 62.4 81.4 334 | 1.50 1.00 0.68
K8 12.2 28.7 413.1 234.8 53.00 33.92 60.7 142.5 32.8 | 2.00 0.90 0.85
K9 36.8 24.9 277.5 329.2 59.70 78.26 51.9 112.4 30.9 | 1.30 0.90 0.81
K10 31.7 25.7 275.6 221.3 90.70 22.35 47.2 104.0 342 | 1.45 0.94 1.06
K11 28.2 24.8 106.3 188.9 28.94 31.36 54.9 178.4 456 | 1.13 1.21 1.03
K12 26.7 25.7 325.7 191.9 27.19 30.93 29.6 62.3 54.5 | 1.49 0.87 0.88
K13 19.0 22.2 280.5 102.5 39.91 44.70 45.1 64.5 455 | 1.66 1.03 0.88
K14 67.0 21.9 204.6 188.9 52.63 52.11 40.8 79.9 54.2 | 1.10 0.94 0.88
K15 59.4 25.4 292.6 126.8 27.63 58.78 59.2 105.5 40.1 1.27 0.98 0.88
K16 24.1 202.4 105.2 31.14 45.1 91.6 50.0 1.02 1.00
K17 276.1 170.0 98.9 458 | 1.18 1.00
K18 308.0 0.70
K19 0.63
K20 0.37
K21 0.58
K22 0.42

Tablo 1: Kontrol grubuna ait biyokimyasal degerler




8.

ORNEK HDL-KOL LDL-KOL TG T.Kolesterol | URE | Urik A. | T. Bilirubin | Kreatinin

no | AST(UL) | ALT(UL) | ALB(ULL) | LDHUUL) | (o)) (mg/di) (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/d) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mgydi)
N1 99.50 26.0 110.0 331.0 21.00 59.62 62.4 93.10 36.9 | 2.60 1.24 1.00
N2 52.00 25.2 170.0 364.0 28.30 49.16 67.2 90.90 40.5 | 1.90 1.50 1.00
N3 104.00 | 24.0 162.0 345.0 26.60 57.28 80.6 94.00 47.0 | 2.34 1.62 2.00
N4 60.70 20.5 264.0 307.0 26.60 52.58 52.1 83.60 45.0 | 1.58 1.24 1.00
N5 98.00 23.0 182.0 299.0 19.60 42.20 67.0 75.20 31.8 | 1.70 0.86 2.00
N6 77.40 23.3 235.0 358.0 56.80 22.80 88.4 96.90 52.3 | 2.39 1.00 1.00
N7 108.90 | 34.5 269.0 334.0 21.00 52.32 69.9 87.30 51.3 | 2.60 1.90 2.00
N8 55.90 42.0 211.3 342.4 42.00 40.48 48.1 92.10 38.4 | 2.29 1.40 1.00
N9 66.40 31.4 224.8 349.9 35.30 60.40 50.0 105.70 40.3 | 3.80 0.90 1.08
N10 71.10 34.2 269.0 361.2 10.30 45.22 98.4 75.20 49.7 | 4.30 0.80 0.79
N11 84.20 30.6 431.5 334.3 6.30 45.78 37.1 59.50 452 | 1.70 1.10 0.97
N12 109.40 | 355 230.9 316.4 9.30 62.74 32.3 78.50 48.7 | 1.90 1.10 0.95
N13 99.50 31.7 181.7 330.7 49.60 33.86 67.2 96.90 51.7 | 4.20 1.10 1.17
N14 96.90 30.8 198.6 354.2 69.70 15.82 59.9 97.50 46.6 | 4.20 1.10 1.14
N15 69.80 24.3 200.9 421.4 58.00 12.14 62.3 82.60 51.3 | 3.80 0.90 1.32
N16 82.10 31.9 211.3 403.8 107.00 42.0 | 4.90 1.39
N17 77.40 21.8 44.7 1.18
N18 79.30 23.7

Tablo 2: Nimesulid grubuna ait biyokimyasal degerler




6.

ORNEK asTL) | ALt | ALpuy | LoHwL HDL-KOL LDL-KOL TG T.Kolesterol | URE | Urik A. | T. Bilirubin | Kreatinin
NO (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) | (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
S1 79.32 20.6 235.4 183.5 49.12 27.84 98.6 96.70 45.5 1.05 0.85 0.86
S2 84.08 51.4 224.4 178.1 65.78 46.99 66.2 126.00 131.8 | 1.12 1.08 0.63
S3 65.05 30.8 207.9 137.6 44.29 33.26 40.8 85.71 54.5 1.98 0.96 0.75
S4 88.05 31.1 210.1 334.6 54.38 31.28 43.7 94.50 59.1 1.36 0.78 0.75
S5 57.90 28.2 242.0 191.6 58.77 26.44 64.8 98.16 63.6 | 0.93 1.42 0.75
S6 57.90 24.4 270.6 245.5 39.22 35.84 42.2 83.51 95.4 1.20 1.10 0.86
S7 78.53 24.4 232.1 2455 28.07 62.15 50.7 100.36 63.6 | 0.96 1.03 0.86
S8 79.32 24.8 280.5 180.8 61.84 42.02 33.8 110.62 118.2 | 0.85 1.28 0.75
S9 67.42 33.3 310.2 105.2 59.64 37.23 76.1 112.08 63.6 1.97 1.98 1.13
S10 92.03 29.8 293.7 129.5 40.78 28.32 64.8 82.05 63.6 1.22 0.92 1.13
S11 64.25 31.1 281.6 151.1 30.70 36.30 422 75.45 100.0 | 0.97 1.03 0.88
S12 62.65 20.6 217.8 213.2 66.22 34.21 62.0 112.82 58.3 | 0.97 0.66 1.25
S13 60.28 20.9 376.2 186.2 43.85 67.28 45.1 120.14 91.7 | 0.63 0.89 1.25
S14 55.52 11.1 181.5 178.1 44.73 50.06 53.5 105.49 66.7 1.08 1.03 0.75
S15 63.45 17.8 264.0 102.5 4517 27.68 59.2 84.24 58.3 | 0.75 1.21 0.75
S16 48.38 24.8 298.1 105.2 55.26 29.39 31.0 90.84 70.8 | 0.74 0.89 0.88
S17 61.88 20.3 198.0 226.7 29.82 49.14 70.4 93.04 62.5 | 0.70 1.05 1.50
S18 75.35 23.5 244.2 224.1 26.75 39.87 66.2 79.85 50.0 1.01 0.71 1.38
S19 63.45 27.6 361.9 110.6 34.21 38.12 60.6 86.44 45.8 1.40 0.56 1.00
S20 83.30 17.8 309.1 202.4 59.64 45.30 57.7 116.48 62.5 | 0.74 0.92 0.88
S21 84.88 27.6 259.6 164.6 35.08 35.71 56.3 82.05 66.7 | 2.06 1.26 0.88
S22 65.82 23.2 303.6 37.71 51.90 83.1 106.22 70.8 0.98 1.63
S23 69.00 24.4 189.2 33.33 56.56 45.1 98.90 75.0 0.82 1.75
S24 22.2 222.2 39.47 31.82 64.8 84.24 91.7 0.85 1.38

Tablo 3: Selekoksib grubuna ait biyokimyasal degerler




ORNEK NO | GPx (U/gHb) | CAT (kigHb) | SOD (U/gHb) | G-6-PDH (mU/gHb)
K1 66.00 24.14 2483.15 12268.68
K2 114.31 58.27 1948.46 12988.40
K3 47.37 46.79 3816.57 9752.89
K4 140.55 61.25 4286.92 9738.88
K5 83.39 50.42 1810.29 14450.94
K6 192.35 34.81 2859.16 10922.34
K7 110.92 51.74 3969.85 10698.41
K8 39.05 18.11 1684.44 14055.30
K9 80.94 18.26 2323.60 12279.71
K10 84.95 74.08 2395.57 5643.70
K11 53.45 34.90 2216.31 8396.22
K12 123.10 44.59 4449.58 5616.17
K13 180.47 72.36 492517 8821.45
K14 96.14 40.97 2426.85 9201.15
K15 70.37 55.25 2787.56 14468.40
K16 95.50 67.81 3353.14
K17 91.46 68.99 3188.34
K18 60.73 63.12 3371.90
K19 81.71 69.56 2858.17
K20 82.52 49.66 2588.71

Tablo 4: Kontrol grubuna ait antioksidan enzim aktiviteleri
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ORNEKNO | GPx (U/igHb) | CAT (k/gHb) | SOD (U/gHb) | G-6-PDH (mU/gHb)
N1 13.88 32.85 4285.25 13181.56
N2 56.03 42.98 4899.95 12913.56
N3 29.98 32.10 2490.68 13644.12
N4 60.75 18.11 3286.02 9626.47
N5 82.82 54.10 3502.75 14390.56
N6 54.15 35.52 2465.70 13496.90
N7 46.79 20.33 2363.88 11199.16
N8 86.24 33.49 2879.73 13794.67
N9 67.69 52.87 2140.52 11640.95

N10 64.17 43.53 2601.36 1171215
N11 100.44 38.90 2259.48 10960.67
N12 101.09 17.91 3357.46 10814.96
N13 83.04 29.49 2997.98 8542.52
N14 72.37 27.33 2626.69 14402.65
N15 53.17 39.11 2279.20 6425.66
N16 26.53

Tablo 5: Nimesulid grubuna ait antioksidan enzim aktiviteleri
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ORNEK NO | GPx (U/gHb) | CAT (kigHb) | SOD (U/gHb) | G-6-PDH (mU/gHb)
S1 42.03 90.18 2021.79 12487.98
S2 70.18 97.89 2123.89 12226.35
S3 71.45 70.49 3620.92 15207.58
S4 75.78 60.84 2922.56 13222.39
S5 69.38 57.11 2810.67 15615.97
S6 63.35 66.49 2602.64 9612.96
S7 43.37 52.98 1869.09 12304.37
S8 54.15 43.05 1782.46 12407.53
S9 93.15 80.49 4063.11 13544.88

S10 67.92 48.30 2952.15 13189.61
S11 82.82 44.22 3442.42 10117.07
S12 68.44 37.39 3288.31 10054.39
S13 59.25 41.37 2265.58 7626.74
S14 71.45 66.22 2140.04 10693.33
S15 62.67 89.75 2870.06 8510.47
S16 69.35 69.11 3518.21 12709.48
S17 54.59 66.96 2536.96

S18 65.63 38.45 2470.28

Tablo 6: Selekoksib grubuna ait antioksidan enzim aktiviteleri
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ORNEK NO | MDA (nmol/ml) | GSH (umol/gkC) | GSH (umol/gBéb) | Hb (g/dl)
K1 1.46 4.32 1.89 9.94
K2 1.62 5.62 1.21 7.57
K3 1.16 5.28 1.69 8.44
K4 1.26 3.48 212 9.07
K5 1.29 3.93 0.78 8.36
K6 1.45 3.70 0.75 8.96
K7 1.70 3.73 0.84 11.81
K8 1.70 1.68 0.75 11.44
K9 1.77 3.71 0.66 10.54

K10 1.60 2.67 0.36 8.89
K11 1.53 3.41 1.46 13.65
K12 0.99 3.67 0.89 13.43
K13 1.15 2.34 0.83 14.51
K14 1.59 4.21 0.44 13.58
K15 1.99 4.55 1.08 9.90
K16 0.86 5.86 0.28

K17 1.49

Tablo 7: Kontrol grubuna ait lipid peroksidasyonu ve glutatyon degerleri
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ORNEK NO | MDA (nmol/ml) | GSH (umol/gkC) | GSH (umol/gBéb) | Hb (g/dl)
N1 1.92 2.89 1.02 10.77
N2 1.49 2.02 1.19 11.09
N3 2.18 3.69 0.95 9.83
N4 1.59 3.35 0.92 12.98
N5 1.87 2.45 0.54 9.53
N6 1.80 3.51 0.54 11.29
N7 3.46 2.90 1.36 12.79
N8 3.16 2.15 0.51 11.93
N9 2.78 4.05 1.05 13.09
N10 1.60 4.88 1.15 12.49
N11 1.66 3.34 1.55 11.40
N12 1.47 4.97 0.92 10.99
N13 1.89 2.69 2.01 13.20
N14 2.35 3.01 0.57 10.58
N15 2.32 3.52 0.86 13.28
N16 1.80
N17 1.92
N18 2.78

Tablo 8: Nimesulid grubuna ait lipid peroksidasyonu ve glutatyon degerleri
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ORNEK NO | MDA (nmol/ml) GSH (umol/gKC) GSH (umol/gB6b) Hb (g/dl)
S1 1.79 3.15 1.84 11.48
S2 1.05 2.88 1.36 8.48
S3 2.05 3.17 219 9.02
S4 1.19 3.83 0.78 9.45
S5 1.89 3.54 0.72 8.59
S6 1.05 3.86 1.13 10.46
S7 2.22 2.71 1.23 9.41
S8 2.65 3.15 1.17 9.82
S9 1.49 3.95 1.13 7.65
S10 2.35 4.05 1.62 7.43
S11 1.39 4.11 1.88 9.04
S12 1.75 4.29 1.47 10.91
S13 1.82 4.00 1.90 12.79
S14 1.95 2.19 2.26 14.25
S15 2.32 5.26 1.16 7.16
S16 2.82 4.15 217 9.11
S17 0.96 8.25
S18 10.22
S19 9.23
S20 9.11
S21 8.85
S22 8.93
S23 10.01
S24 9.68

Tablo 9: Selekoksib grubuna ait lipid peroksidasyonu ve glutatyon degerleri
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ORNEK NO ERiTGROS-iST LéfOSiI TROI\:BOiiT
(x10°mm™) (x10°mm™) (x10°mm™)
K1 5.56 10.4 4.23
K2 7.03 5.8 3.63
K3 7.78 13.8 4.85
K4 7.39 8.4 4.46
K5 7.98 3.0 7.71
K6 4.91 6.2 6.13
K7 8.32 14.8 3.30
K8 7.02 3.8 3.80
K9 5.07 5.8 417
K10 6.40 12.8 3.11
K11 6.07 11.4 3.13
K12 5.60 8.4 2.10
K13 3.78 3.2 2.48
K14 7.92 8.8 4.27
K15 6.55 10.6 3.77

Tablo 10: Kontrol grubuna ait hematolojik degerler
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SRNEK NO ERiTBROS-iST LéfOSil’ TROI\:BOiiT
(x10°mm™) (x10°mm™) (x10°mm™)
N1 5.93 7.6 3.99
N2 6.53 8.4 4.06
N3 5.06 8.0 4.39
N4 10.17 6.6 2.89
N5 4.21 7.6 3.11
N6 412 4.0 2.77
N7 4.31 9.8 3.68
N8 5.22 10.2 4.98
N9 8.01 8.4 4.28
N10 7.81 11.4 512
N11 6.04 7.2 3.00
N12 7.43 4.8 5.01
N13 6.96 16.8 3.78
N14 5.51 3.0 213
N15 8.98 14.4 1.54

Tablo 11: Nimesulid grubuna ait hematolojik degerler
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SRNEK NO ERiTBROS-iST LéfOSil’ TROI\:BOiiT
(x10°mm™) (x10°mm™) (x10°mm™)
St 7.43 6.8 4.25
S2 9.74 8.0 3.33
S3 7.75 10.8 3.83
S4 7.31 8.8 3.81
S5 9.98 11.2 4.70
S6 6.91 12.2 4.36
S7 8.98 14.6 3.70
S8 8.68 7.4 3.77
S9 7.84 14.8 3.51
S10 8.19 11.2 5.01
S11 8.31 12.8 5.22
S12 6.63 13.0 2.82
S13 8.99 13.4 2.63
S14 5.18 10.4 3.48
S15 6.18 13.0 4.81
S16 11.6 4.73

Tablo 12: Selekoksib grubuna ait hematolojik degerler
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68

VUCUT AGIRLIKLARI (VA, gram)

KC AGIRLIGI | BOBREK AGIRLIGI
(g /100 g VA) (g /100 g VA)
VA VA VA .
(ILK GUN) (7. GUN) (15. GUN) 7 ARTIS
41.77+84 | 4965+101 | 63.41+123 4.69 +0.79 1.04 +0.14
KONTROL GRUBU (30.0-56.1) | (35.7—71.1) | (40.4—92.9) | 8716221 | 333" g0 (0.82 —1.37)
- - 38.86+54 | 4839469 | 59.22+10.8 5.02 + 0.60 1.16 + 0.23*
NIMESULID GRUBU (31.2-487) | (388-605) | (34.4-77.0) | 2784%261 | 455" 630 (0.84 — 1.94)
: 4488+4.4 | 5945+72 | 74.85+85 5.27 + 0.69** 1.05 £ 0.07
SELEKOKSIB GRUBU (345-502) | (448-713) | (575-889) | 8739%173 | 405 6467) (0.93 — 1.24)

Degerler ortalama * standart sapma (sinir degerler) olarak ifade edilmistir (n=20-32).
* p<0.05, ** p<0.01 (kontrol grubuna gére anlaml farklilik)

Tablo 13: Kontrol ve ilag gruplarinda ortalama viicut ve organ agirliklari
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* p<0.05, ** p<0.01 (kontrol grubuna gére anlamli farklilik)

Sekil 11: Vicut agirliklarindaki degisim ve organ agirliklari

H kontrol

nimesulid M selekoksib
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16

BiYOKIMYASAL

PARAMETRELER KONTROL GRUBU NIMESULID GRUBU SELEKOKSIB GRUBU
51.35 + 26.8 82.92+18.2 e 69.91 + 11.8"¥¥
AST (U/L) (12.4 — 99.9) (n=15) (50.2 — 109.4) (n=18) (48.4 — 92.0) (n=23)
25.28 + 4.1 28.58 + 5.9 2553 +7.5
ALT (ULL) (18.0 — 34.0) (n=16) (20.5 — 42.0) (n=18) (11.1 — 51.4) (n=24)
LDH (U/L) 215.44 + 123.7 347.02 + 31.8** 176.03 + 57.7%
(102.5 — 359.0) (n=17) (299.0 — 421.4) (n=16) (102.5 — 339.6) (n=21)
ALP (UL) 250.94 + 98.4 222.00 + 70.1 258.90 + 51.5
(106.0 — 437.9) (n=18) (110.0 — 431.5) (n=16) (181.5 — 376.2) (n=24)
46.91 £12.0 62.86 + 17.8** 57.45 + 15.8*
TG (mg/di) (28.8 — 67.2) (n=16) (32.3 — 98.4) (n=15) (31.0 — 98.6) (n=24)
95.89 +29.7 88.50 + 12.3 96.91 +14.2
T. Kolesterol (mg/di) (62.3 — 178.4) (n=17) (59.5 — 107.0) (n=16) (75.5 — 126.0) (n=24)
52.45 + 18.6 31.23 £ 19.7"** 45.16 + 12.4%¥
HDL (mg/di) (27.2-90.7) (n=16) (6.3 - 69.7) (n=15) (26.8 — 66.2) (n=24)
4117 £16.3 43.49 + 16.0 40.20 +11.3
LDL (mg/di) (11.7 - 78.3) (n=15) (12.1 — 62.7) (n=15) (26.4 — 67.3) (n=24)
- 39.07 + 8.6 44.91 £ 5.9* 72.08 +21.9 oot
Ure (mg/di) (25.0 — 54.5) (n=17) (31.8 - 52.3) (n=17) (45.4 — 131.81) (n=24)
N 111 +05 289+ 1.1 e 1.13 £0.4%
Urik Asit (mg/dl) (0.37 — 2.14) (n=22) (1.58 — 4.90) (n=16) (0.63 —2.06) (n=21)
o 0.94 + 0.1 1.18 £ 0.3 0.97 £ 0.2¥
T. Bilirubin (mg/di) (0.70 — 1.21) (n=15) (0.8 — 1.9) (n=15) (0.60 — 1.42) (n=24)
0.87 £ 0.1 1.23 £ 0.4*** 1.03 0.3

Kreatinin (mg/dl)

(0.55 — 1.06) (n=17)

(0.79 - 2.0) (n=17)

(0.63 — 1.75) (n=24)

Degerler ortalama * standart sapma (sinir degerler) olarak ifade edilmistir.
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005, **** p<0.001; e p<0.0005, ee p<0.0001 (kontrol grubuna gére anlaml farklilik)
¥ p<0.05, ¥¥ p<0.01; £ p=0.0001 (ilag gruplari arasindaki anlamli farklilik)

Tablo 14: Kontrol ve ilag gruplarindaki biyokimyasal parametre ortalamalari




AST ALT
110 o 40 -
100
ksk 35 4
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0 0

** p<0.01, *** p<0.005; @ p<0.0005 (kontrol grubuna gére anlamli farklilik)
¥¥ p<0.01; £ p=0.0001 (ilag gruplari arasindaki anlamli farklilik)

Sekil 12: Kontrol ve ilag gruplarindaki biyokimyasal parametreler

H kontrol nimesulid M selekoksib
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TG T. Kolesterol
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* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005 (kontrol grubuna goére anlamli farklilk)
¥¥ p<0.01 (ilag gruplari arasindaki anlamh farklilik)

Sekil 13: Kontrol ve ilag gruplarindaki biyokimyasal parametreler

H kontrol nimesulid M selekoksib
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* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; ee p<0.0001 (kontrol grubuna gére anlamli farklilik)
¥ p<0.05; £ p=0.0001 (ilag gruplari arasindaki anlamh farklilik)

Sekil 14: Kontrol ve ilag gruplarindaki biyokimyasal parametreler

H kontrol

nimesulid

B selekoksib
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G6

KONTROL GRUBU

NIMESULID GRUBU

SELEKOKSIB GRUBU

94.76 £ 40.3 64.84 + 24.3* 65.83 + 12.5**
GPx (U/gHb) (39.1 —192.4) (13.9-101.1) (42.0-93.2)
(n=20) (n=15) (n=18)
50.25+17.5 34.07 £11.0*** 62.29 £ 18.7°t
CAT (k/gHb) (18.1 —=74.1) (17.9 - 55.0) (37.4-97.9)
(n=20) (n=16) (n=18)

SOD (U/gHb)

2987.19 +914.9
(1684.4 — 4925.2)
(n=20)

2962.44 +791.6
(2140.5 — 4899.9)
(n=15)

2739.95 £ 656.0
(1782.5 — 4063.1)
(n=18)

G-6-P DH (mU/gHb)

10620.11 + 2853.41
(5616.17 — 14468.41)
(n=15)

11783.10 £ 2286.23
(6425.66 — 14402.65)
(n=15)

11845.69 + 2241.56
(7626.74 — 15615.97)
(n=16)

4.03+1.0 3.29+£0.9 3.64 £0.7
GSH (umol/g KC) (2.34 — 5.86) (2.02 —4.99) (2.19 — 5.26)
(n=15) (n=15) (n=16)
1.00 £ 0.5 1.01+04 1.50 + 0.5**¥¥
GSH (umol/g Bébrek) (0.28 -2.12) (0.51—2.01) (0.72 — 2.26)
(n=16) (n=15) (n=16)
1.45+0.3 211+06 e 1.81 £ 0.6
MDA (nmol/ml) (0.85-1.99) (1.47 — 3.46) (0.96 — 2.82)
(n=17) (n=18) (n=17)
10.67 £ 2.3 11.68+1.2 9.55 +1.6%
Hb (g/dl) (7.58 — 14.5) (9.53-13.28) (7.16 — 14.25)
(n=16) (n=15) (n=24)

Degerler ortalama * standart sapma(sinir degerler) olarak verilmistir.

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005; ® p<0.0005 (kontrol grubuna gdre anlamli farklilk)

¥¥ p<0.01, 1 p=0.0001 (ilag gruplari arasindaki anlamli farkhlk)

Tablo 15: Kontrol ve ilag gruplarindaki antioksidan enzim aktivite ve lipid peroksidasyonu degerleri
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* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005 (kontrol grubuna gére anlamli farklilik)
F p=0.0001 (ilag¢ gruplari arasindaki anlamli farkhlk)

Sekil 15: Kontrol ve ilag gruplarindaki antioksidan enzim aktiviteleri

H kontrol nimesulid M selekoksib
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GSH
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o
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0.0

** p<0.01 (kontrol grubuna gére anlamli farklilk)
¥¥ p<0.01 (ilag gruplari arasindaki anlamh farklilik)

Sekil 16: Kontrol ve ilag gruplarindaki glutatyon degerleri

H kontrol nimesulid M selekoksib
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MDA
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* p<0.05, e p<0.0005 (kontrol grubuna gére anlamli farkhlk)

Sekil 17: Kontrol ve ilag gruplarindaki lipid peroksidasyonu degerleri

H kontrol nimesulid M selekoksib
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HEMATOLOJIK

PARAMETRELER KONTROL GRUBU NIMESULID GRUBU SELEKOKSIB GRUBU
6.49 +1.3 6.42+1.8 7.87 £1.3"*¥
Eritrosit (x10° mm™) (3.78 —8.32) (4.12-10.17) (5.18 —9.98)
(n=15) (n=15) (n=15)
8.48 +3.9 8.55 +3.7 11.25 + 2.5%¥
Lokosit (x10° mm3) (3.0 - 14.8) (3.0 - 16.8) (6.8 —14.8)
(n=15) (n=15) (n=16)
4.08 £1.4 3.65+1.1 3.99 0.8
Trombosit (x10°> mm™) (2.10-7.71) (1.54-5.12) (2.63—5.22)
(n=15) (n=15) (n=16)

Degerler ortalama * standart sapma (sinir degerler) olarak verilmistir.
* p<0.05, *** p<0.005 (kontrol grubuna gore anlamh farklilik)
¥ p<0.05 (ilac gruplari arasindaki anlaml farkllk)

Tablo 16: Kontrol ve ilag gruplarindaki hematolojik 6lciim ortalamalari
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* p<0.05, *** p<0.005 (kontrol grubuna goére anlamli farkhlk)

¥ p<0.05 (ilag gruplari arasindaki anlamli farkhlik)

Sekil 18: Kontrol ve ilag gruplarindaki hematolojik élgiimler

H kontrol

nimesulid

B selekoksib
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Hepatositlerde hidropik dejeneresans (bulanik sisme) (H.E. X 40)

Karacigerde Kupffer hlicre hiperplazisi (H.E. X 100)

Bdbrekte medullada konjesyon. (H.E. X 100)

Sekil 19: Nimesulid uygulanan siganlarda karaciger ve bébrek dokulari histopatolojisine

iliskin érnek fotograflar.
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Karacigerde hafif Kupffer hucre proliferasyonu (H.E. X 400)

Santral ven yakininda fokal nekroz (H.E. X 200)

Granilomatoz inflamasyon ve dev hiicre bulunan bir odak ile
yakinindaki bir inflamasyon odagi (H.E. X 100)

Sekil 20: Selekoksib uygulanan siganlarda karaciger dokusu histopatolojisine iligkin

Ornek fotograflar
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Glomertillerde daha yogun konjesyon (H.E. X 200)

Bébreklerde medullada yogun konjesyon (H.E. X200)

Medullada daha yodun hyalen kastlar ve konjesyon. (H.E. X 200)

Sekil 21: Selekoksib uygulanan siganlarda bébrek dokusu histopatolojisine iliskin drnek

fotograflar
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V. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda gelisim asamasindaki si¢anlarda, terapétik dozlarda

nimesulid uygulamas! karacigerde akut hasar olusumunu yansitmaktadir.
Histopatolojik incelemelerde gérulen degisiklikler ile serum AST, LDH ve Urik
asit dlzeylerinde kontrol grubuna gbére anlamh dizeyde artiglar olusu,
hasarin nimesulidin direkt hepatositler Gzerindeki etkisine bagli olabilecegini
disundurtmektedir. Nimesulid ile ilgili bazi vaka raporlarinda AST, ALT ve
ALP dlzeylerinde gecici artiglar oldugu belirtilmigtir (153). 133 hastanin
izlendigi diger bir calismada, hastalarin 7’ sinde karaciger enzimlerinde (AST,
ALT ve ALP) gegici ancak % 20’ den fazla bir artig gézlenmig, 2 hastada
serum Urik asit dizeylerinde sUpheli artislar gdzlenmistir (47).

Chatterjee ve arkadaglarinin farelerde yaptiklar bir caligmada, 7 gin
sureyle 10 mg/kg dozda nimesulid verilisi karacigerde histopatolojik olarak
gosterilen sentrilobdler nekroz ve safra kanal proliferasyonuna neden
olmustur (37). Calismamizda, karacigerin histopatolojik dederlendirmesinde
yalnizca hidropik dejenerans (2/5 sigan) ve Kupffer hicre proliferasyonu (2/5
sican) saptanmistir. Total bilirubin dizeylerinde anlamli bir yUkselme
g6rilmekle  birlikte, ulasilan deger toksisite  acisindan  dnemli
gérinmemektedir. Serum ALP diizeylerinde de kontrollere gdére anlamli
farkhlik gérGlmemigtir. Bu durum nimesulidin  gelisim asamasindaki
sicanlarda, en azindan terapétik dozlarda, safra kanallari ile iligkili toksisite

olusturmadigini, direkt olarak hepatositlerde akut hasara neden oldugunu
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disundartmektedir. Karacigerde Kupffer hlicre proliferasyonunun saptanmasi
akut hasar olusumunu desteklemektedir.

Calismamizda spesifik COX-2 inhibitéri  olarak selekoksib
kullanilmigtir. Histopatolojik incelemede fokal nekroz odaklari (2/7 sigan) ve
Kupffer hlcre proliferasyonu (1/7 sigan), portal (1/7 si¢gan) ve granltlamat6z
(2/7 sigan) inflamasyon saptanmistir. Serum AST dlzeylerinde nimesulide
gbre daha az, ancak anlamli dizeyde artis olmasina karsin, nimesulidden
farkli olarak LDH ve drik asit dlzeylerinde anlamli bir degisiklik
saptanmamistir. 7400 hastanin izlendigi kontrolli bir klinik g¢alismada,
selekoksib kullanan hastalarin % 0.8’ inde, kontrol grubunun % 0.9’ unda ve
diklofenak sodyum verilen hastalarin % 3.7’ sinde karaciger fonksiyon
bozuklugu saptanmigtir (102). Diger calismalarda da selekoksib kullanimina
bagll hepatit ve kolestatik hepatit vakalar bildirilmistir (31,120,155,194).
Ensminger ve arkadaglan tarafindan yapilan deneysel bir ¢alismada ise,
selekoksibin deneysel safra hasari modelinde, kolanjiyografik anormallikleri
azalttigr gosterilmistir (55). Calismamizda selekoksib verilen siganlarda,
serum ALP ve total bilirubin dizeylerinde, kontrollere gére anlamli bir farklilik
saptanmamistir. Histopatolojik bulgular, selekoksib ile akut hasari
desteklemekle birlikte, biyokimyasal bulgular hasari yansitmamaktadir.
Galismamizda biyokimyasal bulgular, 15-24 hayvandan elde edilen
sonuglardan elde edilmigtir. Histopatolojik incelemeler ise 5-7 hayvanda
yapiimistir. Bu nedenle histopatolojik bulgularin, gercekten ilaglara bagli bir
etki mi, yoksa deney hayvanlarindan kaynaklanan tesaddfi durumlar mi

oldugu konusunda yorum yapmak zordur. Histopatolojik degerlendirmelerin
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daha fazla sayida denekte yapilmasi bu konuda daha dogru yorum
yapiimasini saglayacaktir.

Biyokimyasal bulgular, nimesulide bagh akut karaciger hasar varhgini
destekler niteliktedir. Bu durum, nimesulidin etkisinin COX-2 enzim
inhibisyonundan farkl bir mekanizma ile olusabilecegini distindirtmektedir.
Arastirmalar, nimesulid ile gbérllen advers hepatik reaksiyonlarda,
karacigerde reaktif metabolitlerin olusumunun énemli roli olabilecegini ileri
sturmektedir (23). Nimesulidin reduktif biyoaktivasyonu, gugcli reaktiviteye
sahip radikaller ve ara Urtinlerin olusumuna neden olur. Olugsan bu trlnler
oksidoreduktif strese neden olabilirler ve/veya hedef proteinlere kovalent
olarak baglanarak eklenti (adduct) olustururlar (43). Chatterjee ve
arkadaslarinin calismasinda, 7 gin slreyle 10 mg/kg dozda nimesulid
uygulamasi oksidatif strese neden olmustur. Arastiricilar, nimesulid ile olusan
karaciger hasarinin, bilesigin biyoaktivasyonu sonucu olusan yiksek
reaktiviteye sahip metabolitler ve serbest oksijen radikallerinin olusumuyla
iliskili oldugunu ileri sirmektedirler (37). Nimesulid oksidatif strese neden
olmasina karsin, cesitli arastirmalar nimesulidin antioksidan etkinlige sahip
oldugunu ve farmakolojik etkisinden bu aktivitesinin sorumlu oldugunu ileri
sturmektedir (176). In vitro modellerde sigan karacigerinde nimesulid ve
metabolitlerinin, konsantrasyona bagimh olarak MDA olusumunu inhibe
ettikleri gbsterilmigtir. Maffei-Facino ve arkadaslari nimesulidin direkt serbest
radikal temizleyici aktivitesini géstermiglerdir (30,58). Calismamizda plazma
MDA diizeylerinde goralen artis, nimesulidin oksidatif strese neden oldugunu
ortaya koymaktadir. Nimesulidin metabolizmasi sirasinda olugsan reaktif ara

UrUnlerin GSH tlketimine neden olmasi beklenmektedir. Ancak nimesulid
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uygulanan sicanlarda karacigerde GSH dlzeyi biraz azalmakla birlikte,
kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamh farkliik saptanmamigtir.
Antioksidan enzimler, organizmay! oksidatif strese karsi koruyucu rol
oynarlar. SOD, siperoksit anyonlarini nétralize ederek hidrojen peroksit
olusturur. Hidrojen peroksit, CAT ve GPx enzimleri ile parcalanir. Stiperoksit
anyonu, CAT enzim aktivitesini inhibe ederek hidrojen peroksit birikimine
neden olabilir; hidrojen peroksit, SOD* u inhibe eder. Hidrojen peroksitin
detoksifiye edilmesinde GPx etkin rol oynar. GPx yeterli olmadiginda CAT
enzimi devreye girer. Calismamizda nimesulid, GPx ve CAT enzim
aktivitelerinde azalmaya neden olmus, selekoksib ise GPx aktivitesinde
azalma olustururken, CAT aktivitesinde artis olusturmustur. SOD ve G-6P-
DH aktivitelerinde, ilaclarin ikisi de degisiklik olusturmamistir. Chatterjee ve
arkadaslarinin g¢aligmasinda farelerde benzer sonuglar elde edilmistir (37).
Nimesulid metabolizmasi sirasinda sUperoksit anyonu olusabilmektedir.
Ancak nimesulidin stuperoksit anyonu ve hidroksil radikali temizleyici aktivitesi
de gosterilmistir (58). COX-2 enzim inhibisyonunun, COX-2 enziminin serbest
radikal kaynagi olmasi nedeniyle, antioksidan aktiviteden sorumlu olabilecegdi
de dusUnldlmektedir (94). Ancak calismamizda karaciger hasari
olusumundan, COX-2 enziminden bagimsiz olarak, nimesulidin
metabolizmasiyla iliskili lipid peroksidasyonu ve serbest radikal olusumu
sorumlu goériinmektedir. Selekoksib uygulamasi, c¢alismada, plazma MDA
dizeyinde istatistiksel olarak anlamli dizeyde artisa neden olmustur.
Selekoksibe bagh oksidatif stresin nedeni anlasilamamistir. Selekoksib,
metabolizma sonucu inaktif metabolitlerine  déntstr ve literattr

arastirmamizda selekoksibin oksidatif stres olusturduguna iliskin herhangi bir
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veri bulunamamistir. Buna karsin, selekoksib tedavisinin, koroner arter
hastaligi olan hastalarda ve deneysel hipertansiyon ve endotoksik sok
modellerinde oksidatif stresi azalttigi gésterilmigstir (180).

Cimen ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, selekoksib, ibuprofen
ve meloksikamin osteoartritli hastalarin eritrositlerinde serbest radikal
metabolizmasi Uzerindeki etkileri arastinlmis ve COX U(zerindeki etki
mekanizmalari farkli olmasina kargin, U¢ ilacin da enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan korunma sistemlerinde bozulmaya neden olduklar saptanmistir
(29). Orhan ve arkadaslarinin NSAI ilaclarin insan eritrositlerinde antioksidan
enzimler UGzerindeki etkilerini arastirdiklar in vitro calismada, nimesulidin
diger NSAI ilaclar gibi SOD ve CAT aktivitesinde degisiklik olusturmadigi
saptanmigtir. Ancak nimesulid ve diklofenak, digerlerinden farkli olarak GPx
aktivitesinde azalma olusturmuslardir. Arastiricilar, bu durumun ilacin
kimyasal yapisi ve/veya enzimle direkt etkilesmesine bagl olabilecegini ileri
sturmuglerdir (123).

Bdbrek fizyolojisi esas olarak COX' a bagimlidir ve prostaglandinler
distal nefron fonksiyonlarini dizenleyerek ve glomerller hemodinamikleri
module ederek vaskuler tonus ile su ve tuz homeostazini diizenlerler. COX-
1, gastrointestinal mukozanin korunmasinda, bdbreklerin ve trombositlerin
normal fonksiyonunda 6nemli rol oynar. Bu nedenle inhibisyonu NSAI
ilaclarin organ ve dokulari ilgilendiren yan etkileriyle sonuglanir. COX-1
inhibisyonunun NSAI ilaglarin renal advers etkilerinden sorumlu oldugu
disiintimesine karsin, klinik ¢alismalar selekoksib ile NSAI ilaglarin renal
etkilerinin benzer oldugunu ortaya koymaktadir (93). Arastirmalar, COX-2’ nin

yalnizca proinflamatuvar indiklenebilir enzim olmadigini, normal kosullarda
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da bobrekte bulundugunu gdéstermistir. Bu nedenle COX-2 inhibitdrlerinin
renal plazma akimi, glomeruler filtrasyon ve sodyum atihminin azalmasi gibi
bazi yan etkileri, antiinflamatuvar ve analjezik olarak terapétik kullanimlarini
sinirlandirmistir (39,81,108). Calismamizda nimesulid, serum Ure ve kreatinin
dlizeylerinde istatistiksel olarak anlamli dizeyde artisa neden olmakla
birlikte, ulasilan degerler ylUksek degildir. Bdbregin histopatolojk
incelemesinde de, konjesyon disinda, bdbrek hasarina iliskin degisiklik
saptanmamistir. Spesifik COX-2 inhibitéri selekoksib uygulamasi, sicanlarda
serum Uure dizeyinde Onemli oranda artisa neden olmustur. Kreatinin
dizeyinde de, az oranda olmakla birlikte, anlamli artig saptanmistir. Bobrek
GSH dlzeyinde ise kontrollere gére % 50 oraninda artis saptanmistir. Bu
durumun kompensatuvar bir mekanizma olabilecegi duastntlmekle birlikte,
bobrek antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA dizeyinin saptanmamasi bu
konuda yorum yapmayl zorlastirmaktadir. Bdbreklerin histopatolojik
incelemesinde, yalnizca konjesyon (6/7 sigan) ve tUbdler hyalen kastlarin
varligr (4/7 sigan) saptanmistir. Hyalen kastlar, ileride akut tUbdler hasarin
olabilecegini dugsunduirtmektedir. Ancak, solid yukun arttigini gdsteren bu
durumun nedeni bilinmemektedir. Daha &6nce vurguladigimiz gibi,
histopatolojik incelemenin daha fazla denekte ve subselller dizeyde
yapilmasi, ilaglarin etkilerinin daha dogru degerlendiriimesini saglayacaktir.
Galismamizda hem nimesulid hem de selekoksib, trigliserid
dizeylerinde 6nemli artisa neden olmusglar, total kolesterol ve LDL-kolesterol
dizeylerinde degisiklik olmamasina karsin, HDL-kolesterol dizeyinde

nimesulid kullanimina bagli azalma saptanmistir. Literatir taramamizda bu
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konuda herhangi bir veriye rastlanmamigtir. Kardiyovaskuller hastalik riski
acisindan bu verilerin degerlendiriimesi 6nemli gérinmektedir.

NSAI ilaglarin énemli advers etkilerinden birisi, hematopoietik sistem
Uzerindeki etkileridir. Nimesulidin oral tek dozu ve gunde tek doz 5 gunlik
tekrarlanan uygulamalarindan sonra, adenozin difosfat, aragidonik asit ya da
kollajene bagli in vitro trombosit agregasyonu degerlendiriimis, tek ya da
tekrarlanan dozlarda trombosit aktivasyonunu kontrollere gére % 50 oraninda
inhibe ettigi gdzlenmistir. Ancak, ilacin hemorajik komplikasyonlarina iligkin
higbir klinik veri bulunmamaktadir (32,183). Normal bireylere klinik dozun gok
Uzerindeki dozlarda, 10 gun sireyle selekoksib (600 mg/gin) verilerek
yapilan bir calismada da trombosit fonksiyonlarinda herhangi bir degisme
g6zlenmemistir (82,124). Diger yandan bazi calismalarda selekoksib alan
hastalarin % 0.1-2° sinde hematolojik yan etkiler goralmagstir (67).
Galismamizda, tam kan hlcre sayimi yapilmig, nimesulid kullaniminin
herhangi bir etkisi gérilmemistir. Buna karsin selekoksib uygulamasi, eritrosit
ve Ozellikle 16kosit sayisinda artmaya neden olmustur. Bu verilerin klinik
acidan énemi tzerinde durulmasi 6nemli gérinmektedir.

Calisma sonuclarimiz, nimesulidin gelisim asamasindaki siganlarda
karaciger hasarina neden oldugunu ve bu etkinin olasilikla nimesulidin
nitroreddktif biyoaktivasyonuna bagli oksidatif stres, reaktif radikallerin
olusumu ve antioksidan enzim aktivitelerindeki azalma ile iligkili olabilecegini
gbstermektedir. Selekoksib ile bébrek hasari olusmasina karsin, COX-2° nin
selektif inhibitéri nimesulid ile benzer toksisitenin gérilmemesi, nimesulidin
kullanilan dozlarda COX-2 izoformu Uzerindeki etkisinin yeterli olmamasi ile

iligkili olabilir. Nimesulid toksisitesinin yas, cinsiyet, ilacin metabolizmasi ve
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dagihmiyla iligkili olarak degistigi ileri sUrllmektedir. Selekoksibin de digi
cinste daha yavas elimine edildigi, ancak g¢ocuklarda klerensinin ylUksek
olduguna iligkin bulgular bulunmaktadir (131).
llaglarin etkilerinin degerlendirimesi ve karsilastirilmasi agisindan
deney hayvanlarinda, karaciger ve bébreklerde:
e COX-1/COX-2 tayininin yapilmasi,

ilaclar ve iliskili metabolitlerinin kinetiginin incelenmesi,

Serbest radikal olusumunun belirlenmesi,

Lipid peroksidasyonun ve antioksidan enzim aktivitelerinin

tayini,

Histopatolojik incelemelerin daha fazla denekte ve subselller
dizeyde yapilmasi gerekli gérinmektedir.

Calismanin deneysel inflamasyon modellerinde de tekrarlanmasi,
COX-2 izoformunda, inflamasyonla tetiklenen degisiklikler tGzerinde ilaglarin
etkilerinin ve antioksidan aktivitelerinin  degerlendiriimesi  agisindan

tamamlayici bir galisma olacaktir.
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Nimesulid, tercihli COX-2 inhibitdéri nonsteroidal antiinflamatuvar bir

ilagtir ve bu ylUzden Kklinik kullanimda guvenli oldugu kabul edilmektedir.
Ancak son zamanlarda nimesulidin durumu advers ila¢ etkilesmelerinin rapor
edilmesini takiben cocuklarda 6lim vakalarinin bildirilmesi nedeniyle
sorgulanir hale gelmistir. Bu calismada doért haftalik disi sicanlarda spesifik
COX-2 inhibitdéri bir ilac olan selekoksib ile karsilastirarak nimesulidin
toksisitesini aragtirmay1 amagcladik.

Her iki ilag sicanlara oral gavaj yolu ile 14 gin sureyle uygulanmigtir.
Karaciger ve boObrek hasarlari serumda biyokimyasal parametrelerin
Olciimesiyle ve dokuda histopatolojik inceleme ile degerlendirilmigstir.
Nimesulid oksidatif stresi indikleyebilmesine karsin, serbest radikal
temizleyici etki de gdOsterir. Bu ylzden antioksidan enzim aktiviteleri ve lipid
peroksidasyonu Uzerine her iki ilacin etkilerini arastirdik. Karaciger ve bdbrek
dokusunda GSH dlzeylerini de tayin ettik.

Sonuglarimiz nimesulid uygulanan siganlarda karaciger hasarina ve
selekoksib uygulanan sicanlarda bdbrek hasarina isaret etmektedir. Her iki
ilag kontroller ile karsilastirildiginda MDA Uretimini anlamh derecede artirmig
ve antioksidan enzim aktivitelerinde degisikliklere neden olmustur.

Nimesulidin oksidatif stresle iliskili olarak, reaktif ara Urlnlere
metabolik aktivasyonu sonucu karaciger hasarina neden olabildigini ve 4

haftalik disi siganlarda enzimatik antioksidan savunma ile nimesulidin
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etkilesebilecegini 6ne sirmekteyiz. Altta yatan mekanizmalarin anlasiimasi

icin daha ileri calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
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Vil. SUMMARY

Nimesulide, a non-steroidal anti-inflammatory drug, is a preferential
COX-2 inhibitor and therefore, assumed to be safer in clinical use. However,
recently the status of nimesulide became questionable following reports of
adverse drug reactions, leading to fatalities in children. In this study, we
aimed to investigate its toxicity in four-weeks old female rats, comparing with
those of celecoxib, a specific COX-2 inhibitor.

Both drugs were given to rats by oral gavage for 14 days. Liver and
kidney damages were evaluated by measuring of biochemical parameters in
serum and by histopathological examination of tissues. Although nimesulide
may induce oxidative stress, it can also act as the free radical scavenger.
Therefore we also investigated effect of two drugs on the activity of
antioxidant enzymes and lipid peroxidation. We also determined GSH levels
in liver and kidneys.

Results indicated liver damage in rats-treated with nimesulide and
renal damage in rats-treated with celecoxib. Both drugs increased MDA
production significantly and caused changes on the activity of antioxidant
enzymes as compared with controls.

We suggest that nimesulide may cause liver damage through either
the metabolic activation of drug to reactive intermediates that have been
implicated in oxidative stress and interaction of nimesulide with enzymatic
antioxidant defense in 4-weeks old female rats. Further studies are needed

for better understanding of underlying mechanisms.
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tamamlayarak doktora egitimime basladim. 2001 vyilinda Farmasétik
Toksikoloji Anabilim Dali’ nda 6gretim gorevlisi kadrosuna atandim. Halen

ayni gorevi sturdirmekteyim.

140



EGE UNIVERSITESI
ECZACILTK FAKULTEST e
DENEY HAYVANLARI ETIK KURULU

19 Subat 2002
KONU: ONAY

- DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplanti No: 2002/2
Bagvuru No: 2002/2
Karar No: 2002/2-1

Fakfillemlz T, Tokalkolojl A.3.D Ogr. Uyesl Prof. Dr. Ferzan LERMIOGLU
tarafindan yiriitiilen ve Ogretim Gorevlisi Sumru SOZER' in doktora tezi olan
"Geligim agamasmdaki sicanlarda COX 1 ve/veya COX 2 inhibitéri ila¢

kullammmimin toksisite agisindan degerlendiriimesi” konulu aragtirma. projési

kuratumuz larafindan degerlendiriimiglir. Degerlendirme sonucunda, proje bagvuru
formunda belirtilen ¢ahgma kogullan Dency Hayvanlarn Ettk Kurulu Yoénergesi'ne

uygun bulunmug ve lez caligmasimin belirtilen kogullarda deney hayvan
kullunarak gergeklegtiviimesinin onaylunmasina oy bivliglyle karar veriimigtir,

ﬂ—‘ s
Prof. Dr, Asli OZER
(BASKAN)

/ ’ . > : :
ol Dy, Ferzan LIERMIOGLU Dog. l)l’,“?\}:lun AliugeUOGLY

(1Y) (OYE)

i

7 i

gias /(/

Lhog. D Melnier TOSEHI Ling., i Mabibale ARlhOar
Cw

(Y1) (CIY15)

Fpes Vlisiviensitesd Vegncnlih Pakillesi Y5100 Tamava £ 1ZMIR
Pulutin 1 42 608 48 )
Iaks: 0 232 388 52 58



