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SIMGE VE KISALTMALAR

a : Alfa
Anti CCP : Antisiklik sitriillenmis peptit

ARA : American Rheumatology Association
B : Beta

CAPE : Kafeik asit fenetil ester

DIC : Dissemine intravaskiiler koagiilopati
DIF : Distal interfalangeal

DMARD : Disease modifying antirheumotic drugs
DMSO : Dimethyle sulfoxide

ELISA : Enzyme-linkedimmunosorbent assay
FCA : Freund’s complete adjuvant

HE : Hematoksilen & eosin

HLA : Human leukocyte antigen

HRP : Yaban turbu peroksidazi

IFN : Interferon

Ig : Immunglobulin

ic : Intragastrik

IL : Interlokin

ip : Intraperitoneal

MDA : Malondialdehit

MKF : Metakarpofalangeal

MTF : Metatarsofalangeal



MTX
NK
NSAIi
PAM
PG
PIF

RF
TBA
T™B
TNF

: Metotreksat

: Naturel killer

: Nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar
: Pressure application measurement
: Prostoglandin

: Proksimal interfalangeal

: Romatoid artrit

: Romatoid faktor

: Tiyobarbutiirik asit

: Tetrametil benzidin

: Timor nekroz faktor



GIRIS VE AMAC

Romatoid artrit (RA), etyolojisi kesin bilinmeyen, ¢ogunlukla simetrik poliartikiiler
tutulum gdsteren kronik, multisistemik, otoimmiin ve sinovyal proliferasyona yol acip eklem
harabiyetine neden olan inflamatuar bir hastaliktir (1-7). Cilt, kalp, akciger ve goz gibi ekstra
artikiiler tutulum gosterebilir (8-11).

Hastaligin ilk belirtisi sabah tutuklugu ve aktivite ile semptomlarin diizelmesiyle
karakterize inflamatuar artritlerin prototipidir. Hastaligin fizyopatolojisinde aktive olan
inflamatuar mediatdrler sinoviaya infiltre olarak eklem hasar1 ve kalici sakatliga yol agar. Bu
inflamasyona lokotrien ve prostaglandin (PG)’lerin salinmasini saglayan polimorfoniikleer
hiicre kemotaksisi ve reaktif oksijen radikalleri neden olur. Polimorfoniikleer hiicre iiriini
olan interlokin (IL)’ler ve tiimor nekroz faktdr (TNF) alfa (a) artritin temel mekanizmasini
olusturur (12).

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), propolis igerisinde farmakolojik olarak en etkili ve
aktif bilesiklerden biridir. CAPE ile ilgili yapilan ¢aligmalarda antiviral, antikarsinojenik,
antiinflamatuar, antioksidan, immiinmodiilatér ve yara iyilestirmesini hizlandirict etkileri
kanitlanmastir (13,14).

Erdostein [N-(karboksimetil)-homosisteintiolakton], hepatik metabolizasyondan sonra
aktiflesen 2 tiyol grubu iceren antioksidan, antiinflamatuar ve bakteriyel adhezyonu
engelleyen kronik pulmoner hastaliklarda kullanilan mukolitik bir ajandir. Ayrica bir¢ok
calismada erdosteinin serbest radikal stipiiriicii etkisinin oldugu gosterilmistir (15).

Bu c¢alismada siganlarda olusturulan artrit modelinde erdostein, CAPE ve kombine
tedavinin koruyucu etkisini arastirmayr amagladik. Yaptigimiz litaratiir taramasinda

insanlarda goriilen romatoid artritin benzeri kabul edilen, siganlardaki deneysel adjuvant artrit
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modelini olusturmasi siganlarda kolay ve efektif oldugundan ve yaymlanmis pek cok sican
adjuvant artrit modeli ile yapilmis ¢alisma oldugundan deneylerimizde deney hayvani olarak
sigan kullanmaya karar verdik. Bu ¢alismamiz litaratiirde deneysel adjuvant artrit modelinde

erdostein, CAPE ve kombine tedavinin etkisinin incelendigi ilk ¢aligma olacaktir.



GENEL BILGILER

ROMATOID ARTRIT

Romatoit artrit, hiicresel ve otoimmiin mekanizmalarla sinoviyal dokuda hasara neden
olan, sistemik bulgular gosteren, kronik, inflamatuar poliartritle karakterize multisistemik bir
hastaliktir (1-5). RA; diinyada tiim wklarda goriilebilen otoimmiin hastaliklardan biri olup
prevalansi yaklasik %1, kadin/erkek orani 3/1°dir (1,2). Hayatin 3-5. dekatinda daha sik
goziikmektedir (6,8). RA, bircok hastada degisik derecelerde kemik ve eklem tahribi yaparak

zamanla sekil bozukluguna ve islev kaybina yol agmaktadir (5-12).

Etyopatogenez

Romatoit artritin etyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Spesifik infeksiy0z ajanlar ya
da bagka sebeplerin bulunamamasma karsin genetik yatkinlik 6n plana ¢ikmaktadir. Human
leucocyte antigen (HLA) DR4 pozitif olan kisilerde hastalik daha ciddi seyirlidir (8,12).

Eklem tutulumunda aymrt edici 6zelligi 6zellikle monosit ve T lenfositlerden olusmus
polimorfontikleer hiicre infiltrasyonu iceren bir proliferatif sinovium olan sinovial pannustur.
Pannus kemik, kikirdak ve sinovial yiizeylerde ilerleyici tahribe neden olur. Radyolojik olarak
kemik erezyonlar1 seklinde goriilebilir. Diger yumusak dokularda ayni zamanda sinovium ve
romatoid nodiiller de gelisebilir (12).

Hastaligin erken doneminde sinovial zar hiperemik, 6demli ve kalinlasmistir; bunun
sonucunda eklem boslugunu dolduracak sekilde villuslar olusur. Eklem kikirdag: ile sinovial
zar arasinda olusan graniilasyon dokusu (pannus) olusur. Sonra pannus kalin ve fibréz doku
olusturarak eklemin fibr6z ankilozuna yol agar. Sinovial sivi artmig ve bulaniktir.

Mikroskobik olarak sinovial zar ¢ok katl bir hiperplazi, vaskiilarizasyon, lenfosit ve plazma



hiicrelerinden zengin bir hiicresel infiltrasyon ve fibrinoid dejenerasyon igerir. Hiicre
infiltrasyonu bazi alanlarda lenfoid agregasyon veya follikiiller olusturur (6). Bu islem direkt
olarak kemik ve kikirdak azalmasina neden olan matriks metalloproteinazlar1 etkiler ve
proinflamatuar prostanoidler salgilanir. Monosit tirtinleri olan IL-1 ile TNF-a bu islemin asil
merkezidir. TNF-a 6zellikle matriks metallaprotoinazlarin aktivitesinde, IL-1 ise PG-E2
uyarilmasinda anahtardir. Ek olarak TNF-a, IL-1 ve lenfotoksin osteoklastlar1 aktive eden
etkenlerdir. TNF-a’nin etkinliginde salgilanan IL-6 gibi diger sitokinler ve tek basma IL-1
ates, miyalji, kilo kayb1 ve akut faz proteinlerinin indiiksiyonuyla sonuglanan sistemik

semptomlara neden olur (12).

Klinik Ozellikler

Hastalarin biiyiik bir kisminda birka¢ haftaya yayilmis, halsizlik, yorgunluk, kilo
kaybi, bir ya da birka¢ kiigiik eklemde agr1 ve hafif atesin eslik ettigi bir baslangic soz
konusudur (5,6). Hastalarda genellikle bir saat veya daha fazla siiren sabah tutuklugu
meydana gelmektedir. Uzun siire hareketsizlikten sonra olusan katilik orta derecede
aktiviteyle diizelir (12).

Romatoit artrit tipik olarak kiigiik ve biiyiik eklemleri simetrik olarak tutan kronik bir
poliartrittir. Siklikla metakarpofalangeal (MKF), el bilekleri ve proksimal interfalangeal (PIF)
eklemler; daha az siklikla diz, dirsek, metatarsofalangeal (MTF) eklemler de olaya katilir.
Tipik olarak bu eklemlerde goriilen RA’da ilk belirtiler herhangi bir eklemde de baslayabilir
ancak dorsal, lomber vertebralarin, sakroiliak eklemlerin ve distal interfalangeal (DIF)
eklemlerin tutulumu beklenmez (6,7).

Tutulan eklemde sinoviyumun inflamasyonu sonucu agri, sislik ve 1s1 artig1 vardir.
Zamanla eklem destriiksiyonu olusmaktadir; genellikle bir saat veya daha fazla siiren sabah
tutuklugu meydana gelmektedir. Uzun siire hareketsizlikten sonra olusan katilik orta derecede
aktiviteyle diizelir (12).

Sinovial inflamasyon kemik ve kikirdak dokuda sekil bozukluguna sebep oldugu gibi;

tendon kilifinin inflamasyonuna tendonun seyrinde uzama ya da kisalmaya neden olur.
Yayg sekil bozukluklar1 arasinda;

a) Ekstensor tendonun zayiflamasi lateral bantlarin palmar yone yer degistirmesi, PIF ve
DIF eklemlerde hiperekstansiyon olusmasina yol agar buna diigme iligi deformitesi

denir (6).



b) MKF eklem fleksorlerinin kontraksiyonu sonucu MKF eklemde fleksiyon
kontraktiirii, PIF eklemde hiperekstansiyon olusmasiyla ortaya ¢ikan deformiteye de

kugu boynu deformitesi denir (6).

Parmaklarimn MKF eklemlerde kaymasi sonucu ulnar deviasyon goriiliir. Dirseklerde
ilk olarak ekstansiyon kusuru gelisir; hastalarin bir kismimnda ilk tutulan diz eklemidir. Diz
ekleminde sinovial stvinin popliteal fossaya ulagsmasiyla baker kisti gelisir (8).

Hastalarin bir kisminda ayak eklemleri tutulur. Ayakta en sik MTF, daha sonra
subtalar daha az oranda da tibiotalar eklemler tutulur. Medial malleolun hemen arkasinda
nervus tibialis posteriorun gectigi tarsal tlinelin sinovit sonucu sikismasi ile ayak tabaninda
yanma ve uyusmalar goriilebilir. Ge¢ donemde MTF eklem tutulumu ayak on tarafinda
genisleme, halluks valgus ve ¢eki¢c parmaga neden olabilir (8).

Servikal vertebra tutulumu nadir olmasina ragmen en sik atlantoaksiyel eklem
tutulumu goriiliir. Atlantoaksiyel eklemdeki sinovit sonucu eklem genisler ve aksisin odontoid
cikintis1 foramen magnuma dogru hareket edip spinal kordu sikistirir. Spinal kord sikismasi
oksipital bolgeye yayilan agri, iist ekstremitede parestezi, pozisyon his kaybi, reflekslerde
artis, barsak ve mesane fonksiyon bozuklugu gibi ciddi sonuglar dogurabilir (8).

Ayrica RA, temperomandibular eklemi tutarak ¢cenede agr1 ve agilma kusuru, aritenoid
eklemi tutarak seste degisiklikler, i¢ kulak kemikgiklerini tutarak isitme kusurlari, omuz

eklemini de tutarak donuk omuz (frozen shoulder) yapabilir (8).

Romatoid Artritin Eklem Dis1 bulgulan

Romatoid artrit, eklemleri tutan bir hastalik olsa da diger organ tutulumlar1 da
gortilebilir. En sik goriilenler romatoid nodiillerdir. Bunlar subkutan dokuda palpe edilebilen,
biliytikligli ile hastaligin aktivitesi arasinda dogru orantili bir iliski olan agrisiz birkag
milimetreden birkag santimetreye kadar degisen boyutta ve siklikla periosta yapisik sert
kivaml sisliklerdir. Ozellikle dirsek ekstensdr tendon yiizeylerinde olmakla beraber el sirti,
oksipital bolge, sakrum, asil tendonu gibi bas1 noktalarinda daha siktirlar (8,12).

Romatoid nodiiller daha az olarak da akciger, plevra, perikardium, sklera ve nadir
vakalarda kalp gibi diger kisimlarda da gelisebilir. Multiple pulmoner nodiil olusumu ve
pndmokonyoz Kaplan sendromu olarak bilinir (8,12).

Atlantoaksiyal eklem tutulumu sonucu birka¢ hafta veya ay i¢inde yavasca artis
gosteren el ve ayaklarda paresteziler, motor zayiflik ve oksipital bolgeye yayilan ense agrisi
da goriilebilir. Periferik bir sinirin sinovit veya tenosinovit sonucu sikigmasiyla tuzak

noropatisi gelisir; en klasik 6rnegi median sinirin el bileginden gecerken tuzaklanmasi sonucu
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karpal tiinel sendromu olusur ve el parmaklarinda 6zellikle geceleri artan agri, uyusma ve
yanma hissi ileri donemde de motor kusur ve tenar kas atrofisi gelisir (8).

Periferik noropati, diyabette oldugu gibi eldiven g¢orap tarzinda paresteziler yapan
distal sensoryal noropatidir. Periferik bir sinirin ani ve agrili tutulumuna da monondritis
miiltipleks denir; diisiik el ve diislik ayak gibi dramatik goriintiilere neden olabilir (8).

Vaskiilit RA’nin ge¢ doneminde ortaya ¢ikabilir. Erken donemde goriilmesi kotii
prognoz isaretidir. Seropozitif, romatoid nodiil ve eklem harabiyeti olan hastalarda siklig1
artar. En sik tirnak dibi kapillerlerinde tromboz, parmak uglarinda infarkt ve bacak iilserleri
goriilebilir (8).

Romatoid artritte ge¢c donemde goriilen splenomegali, 16kopeni, tekrarlayan pulmoner
enfeksiyonlar Fetly sendromu olarak tanimlanir (8,12). Ayrica proteiniiri ile kendini belli eden
sekonder amiloidoz, agiz kurulugu ve gozyasi azalmasi ile seyreden Sjogren sendromu

goriilebilir (8).

Laboratuvar ve Radyolojik Bulgular

Romatoid artritte en karakteristik labratuvar bulgusu immunglobiilin (Ig) G’yi antijen
olarak algilayan Ig M tipi otoantikordur. Hastaligin kesin tanisini koydurmaz. Baslangicta
olgularin % 50 kadarinda pozitiftir, yine olgularin % 20-35’ i tan1 konulduktan sonraki 6 ay
icerisinde pozitiflesir (7,8).

Romatoid faktér (RF), diger romatolojik hastaliklar sistemik lupus eritomatozus,
sistemik skleroz, kronik bakterial infeksiyonlar, tiiberkiiloz, sifiliz, viral infeksiyonlar,
sitomegoloviriis, rubella, kronik karaciger hastaliklari, sarkoidoz gibi hastaliklarda ve ileri yas
ile artan siklikta normal kisilerde de pozitif bulunabilir. Erken RA tanisinda RF’den daha
0zgi olan antisiklik sitriillenmis peptit (anti CCP) antikorlar tanimlanmistir (7,8).

Romatoid artritli haslarin biiyliik cogunlugunda hastaligin derecesiyle dogru orantili
kronik hastalik anemisi goriilir. Bu da demir metabolizma bozuklugu, eritrosit yapim ve
yikimindaki dengesizlige ve yasam siiresinin kisalmasmna yol acar. Ayrica eritropoetin
seviyesinde azalma ve kemik iliginin eritropoetine azalmis ilgisi aneminin sebeplerindendir.
Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (NSAII)’m kullanimina bagli gastrointestinal sistemden
olan gizli kanama ve kullanilan tedavi edici ajanlar anemiye neden olur (7,8).

Erken donemde simetrik yumusak doku sislikleri ve tutulan eklem c¢evresindeki
osteoporoz direkt grafide goriilebilir. Hastalarin iigte birinde tan1 sirasinda eklem koselerinde
gelisen ve erezyon olarak adlandirilan kiigiik yenikler zamanla biiyiik kistler olusturabilir.

Erozyonlarin ilerlemesi hastaligin gidisati ile yakindan iliskilidir (7,8).
6



Romatid Artritte Ayirict Tam

Tam1 klinik olarak hastaligin erken doneminde ¢ogunlukla diger hastaliklarin
dislanmas ile konur. Her ne kadar simetrik eklem tutulumu ve RF pozitifligi ayirict tanida
yardimc1 olsalar da sistemik lupus eritomatozus ve sedef artritine 6zgii klinik bulgular
olmaksizin ayirt edilemez. Bunlarin disinda hastaligin ilk giinlerinde viral infeksiyonlar kisa
stiren klinik bulgularindan dolayr RA’dan ayirt edilir. Yasl hastalarda polimiyaljia romatika,
hipotiroidizm ve yaygin osteoartroz ayirici tanida siklikla karigikliga neden olan durumlardir.
Bugiin icin RA’y1 en iyi tamimlayan aragc ARA (Amerikan Rheumatology Association)’nin

1987 yilinda yayinladigi kriterlerdir (8,12).

Tam Kriterleri
1. Sababh sertligi : Eklem ¢evresinde 1 saatten fazla siiren sabah sertligi
2. En az 3 eklemde artrit : En az 3 eklem bolgesinde hekim tarafindan kaydedilen yumu-
sak doku sisligi ve sinoviyal s1v1 artist ile birlikte olan artrit

3. El eklemlerinde artrit : Elde en az bir eklem bolgesinde sislik

4. Simetrik artrit : Ayni eklem bolgesinde bilateral artrit

5. Romatoid nodiiller : Kemik cikintilar, eklem ekstensor yiizlerinde subkutan
nodiiller

6. RF pozitifligi : Herhangi bir yontemle RF pozitifliginin gosterilmesi

7. Radyolojik bulgular : On-arka el ve bilek grafilerinde RA’ya tipik erozyonlarin
gosterilmesi

*Bu bulgulardan en az 4 tanesi olmali ve ilk 4 bulgu da en az 6 hafta siire ile devam
etmelidir.

Sinoviyal sivida inflamasyon hakimdir. RF % 80-90 hastada pozitif bulunmustur
ancak RF’nin pozitif olmasi kesin tan1 olmamakla beraber hastayi seropozitif yapar. Cok
sayida eklem tutulumu, stirekli aktif seyir, yiiksek RF diizeyi, anti CCP pozitif olmasi, nodiil
gelisimi ve HLA DR4 haplo tipi kotli prognoz habercisidir (8).

Tedavi

Romatoid artritte tadavinin amaci agriy1 azaltmak, eklem harabiyetini 6nlemek ve
eklem dis1 komplikasyonlar1 azaltip hastanin yasam kalitesini artirmaktir. Bu amagla ilag
tedavisinin yaninda hastaya egitim verilmeli ve hekim hasta arasinda giiven olugmalidir.
Tedavi ile hastaliin kaderinin degisebilecegi, bunun da uzun zaman alabilecegi ve bu

hastalifa multidisipliner yaklasim gerektigi vurgulanmalidir. Ozellikle son yillarda ilag
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tedavisi, fizik tedavi ve rehabilitasyon, ortopedi ve rekonstriiktif cerrahi alanlar1 da RA
tedavisine destek olmaktadir (6,8,12).

Romatoid artrit tedavisinde; NSAII, kortizol, hastaligim seyrini degistiren ilaclar
disease modifying antirheumotic drugs (DMARD) ve biyolojikler kullanilmaktadir (5,8).

Nonsteroid antiinflamatuar ilaclar; analjezik, inflamasyon baskilayici1 etkisinden
faydalanmak ve temel etkili ilag kullanimina zaman kazandirmak i¢in kullanilir. Ancak eklem
tahribi ve erezyona karsi etkili degildir. NSAII genelde giivenilir olmalarina ragmen
gastrointestinal toksisite, trombosit fonksiyon bozuklugu ve renal perfiizyonun azalmasi ciddi
sonuglara yol agabilir (5,8,12).

Glukokortikoidler halen antiiflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilan en giicli
ilaglardan biridir. Ozellikle hastaligm akut alevlenmesinde ve DMARD tedavisine baslarken
koprii gorevi goriirler. Uzun siireli kullanimi hareket kisithiligi olan RA’l1 hastalarda
osteoporoz, patolojik kiriklar, avaskiiler nekroz, diabet ve obezite gibi sorunlar1 beraberinde
getirir. Ancak bu ilaglarin intaartikiiler uygulanmasinda hemen hemen hi¢ yan etki olmadig:
gibi RA’nin artikiiler yakinmalarmi ciddi derecede azaltirlar (8,12).

Romatoid artrit hastalarinin birgogunda erozyon gelisimini geciktirdigi veya
durdurdugu icin hastaligin seyrini degistirici ilaglar olan DMARD’lar kullanilmaktadir.
Onceleri DMARD’lar hastahigin siddetinin artt1ig1 ge¢ ddonemde verilirdi, ancak olusan
sakatliklar nedeniyle DMARD’larin daha erken donemde genis bir sekilde kullanimi
yayginlast1 (5,8,12). RA tedavisinde en ¢ok tercih edilen DMARD grubu ila¢ metotreksat
(MTX)’tir. Folik asit antagonisti olan MTX, RA’nin kemik erezyonlarini dramatik sekilde
azaltmakta; buna karsin folik asit eksikligine bagli oral iilserler, bulanti, kusma ve kemik 1ligi
siipresyonuna neden olabilmektedir (5,7,8,12).

Siilfasalazin erezyon gelisimini azaltan bir diger ilagtir. MTX ile kombine kullanimi
etkinligini artirir. Hidroksiklorokin antimalaryal bir ajandir. RA tedavisinde en ¢ok MTX ile
kombine edilir. Hidroksiklorokin DMARD larin en az toksik olani olmasina ragmen nadir de
olsa makula toksisitesine neden olabilir; bu nedenle yilda bir kez oftalmolog kontrolii 6nerilir
(5,8).

Leflunamid bir diger erozyon gelisimini azaltan primidin sentez inhibitorii ilactir. Yan
etkileri arasinda en sik diare, karin agrisi, zayiflama, dokiintli ve karaciger enzim bozuklugu
goriiliir. Gebe kalmak isteyen ya da daha dnce leflunamid almis olan bayanlarda armdirma

protokolleri uygulanir (5,8,12).



Romatoid artrit tedavisinde yeni bir yaklasim olan biyolojik ajanlarin kullanimina
baslanmistir. Biyolojik ajanlar sinovial makrofajlar tarafindan iiretilen ve eklem harabiyetine
sebep olan TNF-a’ya ve diger sitokinlere karsi gelistirilmiglerdir. Bunlarda TNF-a’ ya kars1
etanercept, infliksimab, adalimumab ve IL-1’e kars1 anakinra biyolojik ajan olarak
gelistirilmistir. Biyolojik ajanlar eklem harabiyetini belirgin sekilde durdurmakta; belirti ve
bulgular1 dramatik sekilde azaltmaktadwr. Ancak bu, TNF-a inhibitorlerinde daha 1iyi
gozlenmektedir. Bu ilaclara ilaveten T hiicre kostimiilasyon inhibit6rii abatacept ve B hiicre
azaltic1 ajan rituksimabtir. Biyolojik ajanlarin kullanimiyla beraber infeksiyonlara yatkinlik
(tiiberkiiloz reaktivasyonu), lenfoma gibi maligniteler, alerjik reaksiyonlar ve demiyelinizan
(multiple skleroz) hastaliklar artmaktadir (5,7,8,12).

Siklosporin diger ilaglara yanit vermeyen hastalarda tek basina veya MTX ile kombine
olarak kullanilir. Siklosporine renal toksisite agisindan dikkat edilmelidir. Giintimiizde altin
ve d-penisilamin ise pek kullanilmamaktadir (7,8). RA tedavisinde MTX ve biyolojik ajanlar
her ne kadar iyilesme sagliyor olsa da hastaligi tamamen ortadan kaldiran daha giivenli ve
etkili bir tedavi yaklagimi bulunamamistir. Bu nedenle RA tedavisi i¢in siirekli arastirmalar

yapilmaktadir (8,11,12).

KAFEIK ASIT FENETIL ESTER

Kafeik asit fenetil ester, arilarin bitkilerden topladigi propolis adi verilen Oziitiin
icindeki biyolojik olarak aktif bir molekiildiir (13-16).

Propolis; ¢gam, mese, hus, okaliptiis, kavak, kestane vb. agaclar ve bazi otsu bitkilerin
tomurcuk, yaprak gibi kisimlarindan arilar tarafindan toplanan ve bal mumu karistirilarak
kovan igerisinde bircok amaca yonelik olarak kullanilir (17). Sekil 1’de de goriildiigi gibi
propolis zamk gibi yapigskan, re¢inemsi, kokulu ve rengi koyu saridan kahverengiye kadar

degisen bir maddedir.

Sekil 1. Propolis ( BURSA-Cumalikizik koyii-15.06.2012)



Propolis insanlarm dikkatini tibbi agidan binlerce yil 6nce ¢ekmis ve bu dogal iiriin
eski caglarda Avrupa ve Kuzey Afrika’da, Misir, Yunan ve Romalilarca yaygmn olarak
kullanilmastir (17).

Propolisi, Misirlilar bazi hastaliklarin tedavi edilmesi ve oliillerin mumyalanmasinda,
Yunanhlar ve Romalillar da deri apselerini 1iyilestirmede yiizyillarca ila¢ olarak
kullanmiglardir (17). Ayrica propolisin ahsap koruma ve vernikleme veya cilalamada
kullanildigi, bu nedenle cilalanmasinda propolis kullanilan kemanlarin 400 yildan fazla
saglam kalarak giinlimiize kadar ulastig1 bilinmektedir (17).

Unlii Yunan filozofu Aristo arilarin ¢alismasmi saydam kovan kullanarak incelemek
istemis, ancak kovanin koyu renkte mumsu maddeler ile kaplanarak saydamligini yitirdigini
bildirmistir. Bu maddenin propolis oldugu tahmin edilmektedir (17).

Propolisin kimyasal yapis1 bal arilarinin ziyaret ettigi bitki cesidine gore yiiksek
cesitlilik gostermektedir. Propolis igerisinde su ana kadar 180 farkl bilesik tanimlanmustir.
Propolis ortalama olarak, %55 oraninda recineli bilesikleri ve balsamlari, %30 oraninda
balmumu, %10 oraninda aromatik yaglar1 ve %35 oraninda ar1 poleni icermektedir. Kalan
%5°lik  kisminda ise flavanoidler, aminoasitler, B vitamini ve en Onemli olarak
tanimlayabilecegimiz antibiyotik i¢erigi bulunmaktadir (17,18).

Farmakolojik olarak etkili en 6nemli bilesikler flavanoid grubu (flavonlar, flavanollar
ve flavanonlar) ¢esitli fenolik ve aromatiklerdir. Galangin, kaemferol, kuarsetin, pinosembrin,
pinosambrin ve pinobanksin olmak iizere 38 flavanoid tanimlanmistir. Diger fenolikler
arasmnda sinnamik alkol, sinnamik asit, benzil alkol, benzoik asit, kafeik asit ve fenilik asit
bulunmaktadir (19,20).

Kovandan alman propolis hamdir ve saflastirilarak kullanilmasi gerekir. Propolis suda
az ¢oziiniir. Ham propolisin en pratik ¢oziiciisii %96’lik etanoldur. Ancak %95’1ik alkolde de
biiyiik ol¢iide erir. Tibb1 amagl kullanimlarda %70’lik etanolda erimis ¢6zelti kullanilirken,
kimyasal analiz amacli ¢6ziicli i¢in %99’luk etanol gerekmektedir (17). CAPE, kimyasal
olarak sekil 2°de goriildiigii gibi iki halkasal yap1 icerir. Bu halkasal yapilardan bir tanesinde
redoks reaksiyonlarinda aktif rol oynayarak antioksidan 6zellik gosteren iki adet hidroksil

grubu bulunmaktadir (16,20-23).
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Sekil 2. Kafeik asit fenetil ester

Propolis igerisinde yogun olarak bulunan flavanoidler ¢ok gii¢lii antioksidanlardir.
Antioksidanlar, serbest radikalleri tutma 6zelligine sahiptirler, boylece lipidleri korur ve C
vitamini gibi diger bilesiklerin oksitlenmesini ve yikilmasini engellerler (18).

Propolisin aktif bileseni olan CAPE’nin antioksidan, sitotoksik, antiinflamatuar etkisi,
antiviral, antikarsinojenik, analjezik-anestezik, yara iyilesmesini hizlandirict ve
immunmodiilotor etkileri vardir (24-36).

Spinal kord iskemi/reperflizyon hasarinda, Parkinson hastaliginda, yenidoganlarda
hipoksik iskemik beyin hasarinda, multiple sklerozda, beyin tiimorlerinde, antikanser
tedavilerde tedavi edici ajanin toksik etkilerine karsi ve hepatik ensefalopatide CAPE’nin
antioksidan etkisi nedeni ile koruyucu etki gosterdigi yapilan deneysel c¢alismalarda

gosterilmistir (16,24).

ERDOSTEIN

Erdostein  [N-(carboxymethylthioacety)-homosysteine thiolactone]; antioksidan,
antiinflamatuar Ozellikleri olan ve bakterial adhezyonu inhibe eden kronik obstriiktif
pulmoner hastaliklarda ve bu hastaliklarin akut alevlenmelerinde mukolitik ajan olarak
kullanilan bir 6n ilagtir (15,37,38).

Erdostein bloke edilmis iki tiyol grubuna sahiptir. Hepatik metabolizasyonla aktiflesen
tiyol derivesi iki siilfidril grup olusmaktadir.  Aktiflesen siilfidril gruplar1 erdosteinin
antiinflamatuar ve serbest radikal siipiiriicii etkisini olusturmaktadir (39-52). Sekil 3’de

erdosteinin kimyasal formiilii verilmistir.

O
H

N
< j]/\s/\coora

o)

Erdostein

Sekil 3. Erdostein
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Barsaklardan emilip dolasima gectikten sonra hepatik dolasimda ii¢ metabolitine
doniiserek aktif hale gecer. Mukusun bilesiminde yer alan glikoproteinlerdeki disiilfit
baglarin1 kirarak mukolitik etki gosterir. Mukus iiretimi ile viskozitesini modiile ederek ve
mukosiliyer transportu artirarak  ekspektorasyonu kolaylastirir.  Erdostein  bakteri
fimbriyasindaki disiilfit bagin1 da kirarak bakterinin mukozaya adezyonunu onler. Boylece
antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda sinerjik etki olusturur (46).

Glutatyon gibi endojen antioksidanlarin iiretimini artirarak gii¢lii antioksidan etki
gosterir. Ayrica siirfaktan aktivitesini de artirir. Ozellikle sigara icenlerde o4-antitripsin
inaktivasyonu, lipit peroksidasyonu ve azalan ndtrofil kemotaktik yanitina karsi koruyucu

etkisi ile de antioksidan aktivitesi gosterilmistir (38,40,46,47).

SITOKINLER

Sitokinler, immiin sistem hiicreleri arasinda iletisimi saglayan peptit yapih
mediyatorlerdir. Bagisik yanitta ¢cok sayida birbirinden farkli iiretilen sitokinler; dogal ve
spesifik immiin yanitin rol aldigi inflamasyon viral savunma mekanizmasi, T ve B hiicre
proliferasyonu gibi mekanizmalar1 diizenleyen ekstraseliiler molekiillerdir (53,54).

Sitokinler, iretildikleri hiicrede depolanmadan salgilanirlar ve kendilerine 6zgii
reseptorlere baglanirlar. Bu reseptorler genellikle antijen ile karsilasmadan hemen sonra
lenfositlerde belirmeye baglar boylece 6zgiil olmayan sitokin aktivasyonu antijenle smirli
kalir. Ortama salinan sitokinlerin yar1 6mriiniin kisa olmasi etkilerinin smirli bir zamanda
kalmasina neden olur (55).

Sitokinler genel olarak birbirlerine benzerler ancak iistlendikleri roller yoniinden
bazilarinda farkliliklar bulunur. Islevleri karmasiktir; genellikle birbirlerinin iiretimini veya
yanitin1 etkiler ve tek baslarina etki gostermezler. Sitokinler {iretildikleri hiicreye etki
ederlerse otokrin, yakinindaki hiicrelere etki ederse parakrin, daha uzak hiicrelere etki ederse
de endokrin etkiden bahsedilir (54,55).

Romatoid artrit gibi kronik inflamasyonla karakterize otoimmiin hastaliklarda sitokin
salinimi 6nemli rol oynamaktadir. Sitokinler sinoviyal hiicre proliferasyonu meydana
getirerek membran hipeplazisi ve pannus olusumundan sorumlu tutulmuslardir. RA
patogenezinde baglica TNF-a ve IL-1 olmakla birlikte IL-2, IL-6, IL-10’un da rol oynadigina
dair yaymlar bulunmaktadir (56-59).
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Interl6kin-1

Interlokin-1 aralarinda B hiicreleri, keratinositler, mezangial hiicreler ve endotel
hiicrelerin de bulundugu esas olarak makrofajlar tarafindan {retilen bir sitokindir.
Inflamasyon olusumunda makrofaj ve nétrofiller igin kemotaktik etkilidir. Hepatositlerde akut
faz proteinlerinin sentezinin ve kikirdak ve kemik rezorbsiyonunun artmasina neden olur. IL-
1 onemli bir inflamatuar mediyatdr olup, RA ve diger inflamatuar eklem hastaliklarinda
kemik ve kikirdak yikimindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. IL-1 ayrica 6n hipotalamusta
lokal prostoglandin salmimini artirarak atesi yiikseltir. Bu 6zelligi ile endojen pirojen olarak
da adlandirilir. Istahsizlik ve agr1 duyusunu azaltma fonksiyonu vardir. T-helper hiicrelerini
de uyararak farklilagmalarmi ve IL-2 {retmelerini saglar (55,56,60-62). IL-1, molekiil
agirliklar1 ayni yiikleri farkli olan IL-1a ve IL-1B olarak ikiye ayrilir. Yapilan ¢aligmalarda
aktif RA’l1 hastalarin plazmasinda ve eklem sivisinda IL-1f diizeyi anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (4,56,61).

interlokin-2

Interlokin-2 baslica T helper hiicreleri tarafindan iiretilen bir sitokindir. T lenfositleri
ve naturel killer (NK) hiicreleri lireme yoniinden uyarwr. Antijenle karsilasan dinlenme
halindeki T hiicreleri, hem IL-2 iiretme hem de yiizeylerinde IL-2 reseptorleri olusturmasi
yoniinde uyarilir. 1L-4 ile sinerjistik etki gostererek B lenfositlerin fonksiyonunu diizenler.
Antijenle karsilasma siirekli oldugunda ve asir1 miktarda IL-2 iretildiginde apopitotik giicii

artar. Bu 6zelligi IL-2’nin deneysel kanser tedavisinde kullanilmasina neden olur (55,60,63).

Interlokin-6

T helper ve monositler tarafindan {iretilir. Proinflamatuar ve antiinflamatuar 6zelligi
vardir. B lenfositlerden IgG yapimini uyarir. Ates ve akut faz proteinlerinin artmasima neden
olabilir (54,56,57). RA’l1 hastalarda plazmada ve yikilan eklem dokusunda IL-6 yiiksek

oranda goriiliir (61).

Interlokin-10
T-helper 2 hiicreleri tarafindan iiretilmektedir. Interferon (IFN) gama iiretimini
kisitlayarak negatif geri beslemeyle olast hiicre yikimini engellemeye calisir. Sitokin sentezini

inhibe ederek aktiflesmis makrofajlarin etkisini azaltir (55,60,63).
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Tiimor Nekroz Faktor-Alfa

Esas olarak endotoksinle karsilagsmis makrofajlar tarafindan iiretilir. Lipoprotein lipazi
inhibe ederek kaseksi yapmasi nedeniyle kasektin olarak da adlandirilir.

Diisiik konsantrasyonda infeksiyon odagindaki endotel hiicrelerinde adhezyon
molekiillerinin {iretimini artirarak notrofillerin damar duvarma yapismasini saglar. Ayrica
notrofillerdeki solunum patlamasini da etkinlestirerek fagositlerin 6ldiirme kapasitesini artirir.
TNF-a, diisiik seviyelerde T helper ve B lenfositleri uyarir. Yiiksek konsantrasyonda ise
sistemik etki gosterir. Hipotalamusta PG salgisini tetikleyip atesi ylikseltir.

Karacigerde amiloid A ve akut faz proteinlerinin iiretimini artirir. Kalp kasilmasi ve
damar tonusunu azaltarak hipotansiyona, kanama diyatezini bozup dissemine intravaskiiler
koagiilopati (DIC)’ye neden olur. Bunlarin sonucunda septik sok tablosu goriiliir. Bu nedenle
TNF-a septik sok gostergesi olarak kullanilir (60,63,64). TNF-a, RA’da major proinflamatuar
sitokin olup; PGE, ve kollejenaz yapimi ile kikirdak harabiyetine, osteoklast aktivitesini
arttiryp kemik yikimina neden olur. Ayrica IL-1 sentezi, HLA klas 1 ve 2 iiretimini uyarir

(56,59,64).

SERBEST RADIKALLER
Serbest radikaller bir¢ok fizyolojik ve patolojik reaksiyon sonucu olusabilen, son
yoriingelerinde ortaklasmamis bir veya daha fazla elektronun oldugu kararsiz durumdaki

maddelerdir.

Malondialdehit

Serbest radikaller reaktif yapilari ile protein, lipid, DNA ve niikleik asitleri hasara
ugratirlar. En fazla hasar goren hiicre membranindaki doymamis (poliansature) yag
asitleridir. Burada li¢ veya daha fazla cift bag igeren poliansature yag asitlerinin lipid
peroksidasyonuyla malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenol gibi aldehit yikim iiriinleri
olusur. MDA diizeyleri tiyobarbutiirik asit (TBA)’le Ol¢iilebilmektedir. Hiicre membran
lipitlerinin okside olmasi hiicre i¢i ve dis1 iyon dengesinin bozulmasi sonucunda hiicre
hasarina neden olur (1,2,64-69).

Romatoid artritli eklemde inflamatuar hiicrelerin olmasi, artmis intraartikiiler basing,
vaskiiler degisiklikler sinoviyal dokudaki artmis metabolik hiz oksidatif stresi artirarak lipit

peroksidasyonuna neden olmaktadir (70). MDA ise lipit peroksidasyonunun son iirtiniidiir.
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GEREC VE YONTEM

Calismamiz icin Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onayi

almmustir (Ek-1).

DENEKLER

Calismamizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Biriminde
iretilmis olan, ortalama 260-300 gram agirliginda 56 adet Sprague Dawley erkek sigan
kullanilmistir. Tiim denekler standart laboratuvar kosullarinda (22+1°C, % 55 nem ve 12 saat
aydmlik/karanlik siklusunda) barindirilmistir. Beslenmeleri i¢in standart sigan yemi ve

musluk suyu kullanilmistir.

ILACLAR

Freund’s Complete Adjuvant (FCA), 10 mg/ml, Sigma
Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE), Sigma

Erdostein, Erdostin, Sandoz

Diklofenak Sodyum, Diclomec, Abdi ibrahim
Rompun, Xylazin, Bayer

Ketamin, Ketalar, Pfizer
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DENEY DUZENI

Calismamizda adjuvant artrit onceden RA degerlendirilmesi i¢in tarif edilen metodlara
gore, 1sida Oldiiriilmiis ve kurutulmus Mycobacterium tuberculosis igeren sivi parafin
emiilsiyonunun (Freund’s Complete Adjuvant, FCA, 10 mg/ml), hayvanlarin sag arka ayak
pengelerine, 22 numarali igne ile 0,1 ml’lik tek doz intradermal olarak injeksiyonu (sekil 4)

ile olusturuldu (3,11,64).

Sekil 4. intradermal FCA uygulamasi

Calismamizda toplam 7 grup olusturuldu ve her grupta 8 hayvan kullanildi. Birinci
grup kontrol grubu olarak ayrildi. Diger gruplara ise, 0. giin intradermal olarak 0,1 ml FCA
injeksiyonu yapildi ve 17-27 giinler arasi ikinci gruba sadece serum fizyolojik, li¢iincii gruba
CAPE’nin ¢6ziciisii olan dimetil siilfoksit (DMSO) verildi. Dordiincii gruba erdostein (500
mg/kg), besinci gruba CAPE (10 umol/kg), altinc1 gruba kombine tedavi (ErdosteintCAPE)
ve yedinci gruba da pozitif kontrol i¢in diklofenak (1 mg/kg) uygulandi. Serum fizyolojik,
CAPE ve diklofenak intraperitoneal yolla (sekil 5); erdostein ise gastrik gavaj yoluyla (sekil
6) uygulandilar. Pencge takibi sonrasi 27. giin tiim gruplardan kalpten kan alindi (sekil 7).
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Sekil 5. intraperitoneal uygulama

Sekil 6. Gastrik gavaj ile uygulama

Sekil 7. 27. Giin kalpten ponksiyonla kan alma
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Inflamatuar reaksiyon, inokiilasyon giinii 0. giin kabul edilerek; 0, 17, 20, 23 ve 27.
giinlerde 6zel bir alet olan kumpas (sekil 8) ile 6l¢iildii. Ayrica uygulanan ilaclarin analjezik
etkinliginin saptanmasi amaciyla sicanlarin artritli pengelerine basing uygulanarak agr1 dlgen

bir cihaz olan pressure applications measurement (PAM) kullanildi (sekil 9).

{1

e
I "mn.mvlw|uln|nl I e
R e
il

L)
Rt

Sekil 8. Kumpas

Sekil 9. Pressure application measurement (PAM)

Hayvanlar deney sonunda ksilazin/ketamin (10/50 mg/kg, i.p.) anestezisi altindayken
kalpten ponksiyon ile kan alinip ilaglarin antioksidan etkileri plazma lipid peroksidasyonu son
irinii olan MDA ve sitokinlerin (TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6 ve IL-10) diizeyleri olgtilerek
istatistiksel olarak degerlendirildi. Sicanlarin eklemleri c¢ikarilarak formole konuldu ve

Fakiiltemiz T1bbi Patoloji Anabilim Dali’nda histopatolojik olarak degerlendirildi (11,64).

KULLANILAN CIHAZLAR
Spektrofotometre : (Spectronic Unicam Helios a, ingiltere)
Elektronik tarti : (Denver Instrument APX-200, ABD)
Sogutmali santrifiij : (MPW 350R, Polonya)
Sogutmali santrifiij : (Hettich Micro 220R, Almanya)
Su banyosu : (Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere)
Vorteks : (Niive NM110, Tirkiye)
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Derin dondurucu : (Thermo Elektron Corposiganion, USA)

pH metre : (InoLab, Level 1, Almanya)
Manyetik karistirici : (Heidolph MR 3001, Almanya)
Distile su cihazi : (Millipore, France)
Pletismometre : (7140 Plethysmometer, ITALY)
Pressure application measurement : (Ugo Basile 38500, ITALY)

TNF-a OLCUMU
TNF-a diizeyleri 6l¢timiinde Platinum Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Olctim kiti kullanildi.

Prensip

Anti sican TNF-a kaplanmis ELISA kuyucuklarina 6rnek veya standart koyulur.
Ornek veya standart i¢indeki TNF-a tarafindan baglarak yakalanir. Ik antikorlar tarafindan
yakalanan sigan TNF-a’ya biyotin konjugat anti sican TNF-a baglanir. Baglanmayan biyotin
konjugat anti-sican TNF-a yikanarak uzaklastirilir. Sonrasinda streptaviridin-HRP eklenerek
biyotin konjugat anti sican TNF-a antikoruna baglanmasi saglanir. Takiben baglanmayan
streptavirin-HRP yikanarak uzaklagtirilir. HRP ile reaksiyon sonucunda renk degisikligi
gosteren substrat soliisyonu kuyucuklara eklenir. Reaksiyon asit ilavesi (stop soliisyonu) ile

sonlandirilir ve meydana gelen renk degisimi absorbans 450 nm'de 6lgiiliir.

Deney

Spektrofotometre tabakasina TNF-a standartlarinin  ve Orneklerin  koyulacagi
kuyucuklarm semasi belirlendi. Deney baslangicinda kuyucuklarin timii 400ulwash buffer
(%1 tween 20 ve % 10 sigir serum albumini igeren fosfat tamponlu tuzlu su) ile 2 kez
yikandi. External dillisyon yapilacak konsantrasyonlar: sirasiyla 2500 - 1250 - 625 - 312,5-
156,3 - 78,6 - 35,6 pg/ml olarak ayarlanan standartlardan 100 pul konuldu. Ornek
kuyucuklarma 50ulsample diliient ve 50ul 6rnek konuldu. Ardindan tiim kuyucuklara 50ul
biyotin konjugat konularak tabakanin iizeri seffaf yapigkan filmle kapatildi. Oda sicakliginda
calkalayicida (200 rpm) 2 saat inkiibe edildi. Calkalamadan sonra kuyucuklarin hepsi
bosaltilarak 400ul wash buffer ile 4 kez yikandi. Hazirlanan streptavidin - yaban turbu
peroksidazi (HRP) tiim kuyucuklara koyulup calkalayicida iizeri filmle kapatilarak 1 saat
inkiibe edildi. Sonrasinda kuyucuklarin tamami bosaltilarak 400ul wash buffer ile 4 kez
yikandi. Sonra tiim kuyucuklara 100ul tetrametil-benzidin (TMB) substrat soliisyonu
eklenerek 10 dakika oda sicakliginda dogrudan 1sik almayan yerde bekletildi. En yiiksek
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standardin rengi koyu mavi olunca herbir kuyucuga 100ul stop soliisyonu (fosforik asit)
eklenerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra adsorbansi 450 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile ol¢iildii.

Hesaplama

TNF - alfa
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Sekil 10. TNF- a standart egrisi
Linear (log y = A(log x) + B) A=0.9768 B=-3.1429, R-Square=0.9932

INTERLOKIN-1p OLCUMU
Interlokin-1p diizeyleri dl¢iimiinde Platinum ELISA 6l¢iim kiti kullanildi.

Prensip

Anti sican IL-1B kaplanmis ELISA kuyucuklarina drnek veya standart koyulur. Ornek
veya standart i¢indeki IL-1p tarafindan baglarak yakalanir. Ik antikorlar tarafindan yakalanan
IL-1PB’ya biyotin konjugat anti sican IL-13 baglanir. Baglanmayan biyotin konjugat anti sican
IL-1p yikanarak ¢ikarilir. Sonrasinda streptaviridin-HRP eklenerek biyotin konjugat anti sigan
IL-1B antikoruna baglanmasi saglandi. Takiben baglanmayan streptavirin-HRP yikanarak
uzaklastirilir. HRP ile reaksiyon sonucunda renk degisikligi gOsteren substrat soliisyonu
kuyucuklara eklenir. Reaksiyon asit ilavesi (stop soliisyonu) ile sonlandirilir ve meydana

gelen renk degisimi absorbans 450 nm'de Olgiiliir.

Deney

Spektrofotometre tabakasma IL-1f standartlarin ve Orneklerin koyulacagi
kuyucuklarim semasi belirlendi. Deney baslangicinda kuyucuklarm tiimii 400ulwash buffer ile
2 kez yikandi. External diliisyon yapilacak konsantrasyonlar: sirasiyla 2500 - 1250 - 625 -
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312,5-156,3 - 78,6 - 35,6 pg/ml olarak ayarlanan standartlardan 100 pl konuldu. Ornek
kuyucuklarma 50ul sample diliient ve 50ul 6rnek konuldu. Ardindan tiim kuyucuklara 50ul
biyotin konjugat konularak tabakanin iizeri seffaf yapigkan filmle kapatildi. Oda sicakliginda
calkalayicida (200 rpm) 2 saat inkiibe edildi. Calkalamadan sonra kuyucuklarin hepsi
bosaltilarak 400ulwash buffer ile 3 kez yikandi. Hazirlanan streptavidin HRP tiim
kuyucuklara konularak calkalayicida tlizeri filmle kapatilarak 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda
kuyucuklarm tamami bosaltilarak 400ul wash buffer ile 3 kez yikandi. Sonra tiim kuyucuklara
100pu]1 TMB substrat soliisyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliinda dogrudan 1s1k almayan
yerde bekletildi. En yliksek standardin rengi koyu mavi olunca herbir kuyucuga 100ul stop
soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra adsorbansi 450 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile ol¢iildii.

Hesaplama

IL-1 beta

absorbans nm

o 500 1000 1500 2000 2500

konsantrasyon pg/ml
Sekil 11. IL-1p

standart egrisi

Lmnear (log y = A(log x) + B) A=0.9713 B=-2.8020, R-Square=0.9958

INTERLOKIN-2 OLCUMU
Interlokin-2 diizeyleri dl¢iimiinde Platinum ELISA 6l¢iim kiti kullanildi.

Prensip

Anti sigan IL-2 kaplanmis ELISA kuyucuklarma &rnek veya standart koyulur. Ornek
veya standart i¢indeki IL-2 tarafindan baglarak yakalanir. Ilk antikorlar tarafindan yakalanan
sican 1L-2’ye biyotin konjugat anti-sican IL-2 baglanir. Baglanmayan biyotin konjugat anti-

sican IL-2 yikanarak ¢ikarilir. Sonrasinda streptaviridin-HRP eklenerek biyotin konjugat anti-
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sigan IL-2 antikoruna baglanmasi saglanir. Takiben baglanmayan streptavirin-HRP yikanarak
uzaklastirilir. HRP ile reaksiyon sonucunda renk degisikligi gOsteren substrat soliisyonu
kuyucuklara eklenir. Reaksiyon asit ilavesi (stop soliisyonu) ile sonlandirilir ve meydana

gelen renk degisimi absorbans 450 nm'de Olgiiliir.

Deney

Spektrofotometre tabakasma IL-2 standartlarmin ve Orneklerin koyulacagi
kuyucuklarim semasi belirlendi. Deney baslangicinda kuyucuklarm tiimii 400ulwash buffer ile
2 kez yikandi. External diliisyon yapilacak konsantrasyonlar: sirasiyla 2500 - 1250 - 625 -
312,5-156,3 - 78,6 - 35,6 pg/ml olarak ayarlanan standartlardan 100 pl konuldu. Ornek
kuyucuklarma 50ul sample diliient ve 50ul 6rnek konuldu. Ardindan tiim kuyucuklara 50 pm
biyotin konjugat konularak tabakanin lizeri seffaf yapiskan filmle kapatildi. Oda sicakliginda
calkalayicida (200 rpm) 3 saat inkiibe edildi. Calkalamadan sonra kuyucuklarin hepsi
bosaltilarak 400ul wash buffer ile 4 kez yikandi. Hazirlanan streptavidin-HRP tiim
kuyucuklara konulup calkalayicida iizeri filmle kapatilarak 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda
kuyucuklarm tamami bosaltilarak 400ulwash buffer ile 4 kez yikandi. Sonra tiim kuyucuklara
100pul TMB substrat soliisyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda dogrudan 1s1ik almayan
yerde bekletildi. En yliksek standardin rengi koyu mavi olunca herbir kuyucuga 100ul stop
soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra adsorbansi 450 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile ol¢iildii.

Hesaplama
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Sekil 12. IL-2 standart egrisi
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Linear (log y = A(log x) + B) A=1.7755 B=-5.4429, R-Square=0.9970

INTERLOKIN-6 OLCUMU
Interlokin-6 diizeyleri l¢iimiinde Platinum ELISA 6l¢iim kiti kullanildi.

Prensip

Anti sigan IL-6 kaplanmis ELISA kuyucuklarma &rnek veya standart koyulur. Ornek
veya standart i¢indeki IL-6 tarafindan baglarak yakalanir. Ilk antikorlar tarafindan yakalanan
sican 1L-6’ya biyotin konjugat anti-sican IL-6 baglanir. Baglanmayan biyotin konjugat anti-
sican IL-6 yikanarak ¢ikarilir. Sonrasinda streptaviridin-HRP eklenerek biyotin konjugat anti-
sigan IL-6 antikoruna baglanmasi saglanir. Takiben baglanmayan streptavirin-HRP yikanarak
uzaklastirilir. HRP ile reaksiyon sonucunda renk degisikligi gOsteren substrat soliisyonu
kuyucuklara eklenir. Reaksiyon asit ilavesi (stop soliisyonu) ile sonlandirilir ve meydana

gelen renk degisimi absorbans 450 nm'de Olgiiliir.

Deney

Spektrofotometre tabakasma IL-6 standartlarmin ve Orneklerin koyulacagi
kuyucuklari semasi belirlendi. Deney baslangicinda kuyucuklarm tiimii 400ulwash buffer ile
2 kez yikandi. External diliisyon yapilacak konsantrasyonlar: sirasiyla 2500 - 1250 - 625 -
312,5-156,3 - 78,6 - 35,6 pg/ml olarak ayarlanan standartlardan 100 pl konuldu. Ornek
kuyucuklarma 50ul sample diliient ve 50ul 6rnek konuldu. Ardindan tiim kuyucuklara 50ul
biyotin konjugat konularak tabakanin iizeri seffaf yapiskan filmle kapatildi. Oda sicakliginda
calkalayicida (200 rpm) 2 saat inkiibe edildi. Calkalamadan sonra kuyucuklarin hepsi
bosaltilarak 400ul wash buffer ile 6 kez yikandi. Hazirlanan streptavirin hrp tiim kuyucuklara
konulup calkalayicida iizeri filmle kapatilarak 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda kuyucuklarin
tamami bosaltilarak 400ulwash buffer ile 4 kez yikandi. Sonra tiim kuyucuklara 100ul TMB
substrat soliisyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda dogrudan i1sik almayan yerde
bekletildi. En yiiksek standardin rengi koyu mavi olunca her bir kuyucuga 100ul stop
soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra adsorbansi 450 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile ol¢iildii.
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Hesaplama
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Sekil 13. IL-6 standart egrisi
Quadsiganic (log y = A(log x)"2 + B(logx) + C) A=0.0818 B=-2.8794, R-Square=0.9996

INTERLOKIN-10 OLCUMU
Interlokin-10 diizeyleri dl¢iimiinde Platinum ELISA 6l¢iim kiti kullanildi.

Prensip

Anti sican IL-10 kaplanmis ELISA kuyucuklarmna drnek veya standart koyulur. Ornek
veya standart i¢indeki IL-10 tarafindan baglarak yakalanir. Ik antikorlar tarafindan yakalanan
sican IL-10 biyotin konjugat anti-sigan IL-10’a baglanir. Baglanmayan biyotin konjugat anti-
sigan IL-10 yikanarak c¢ikarilir. Sonrasinda streptaviridin-HRP eklenerek biyotin konjugat
anti-sigan IL-10 antikoruna baglanmasi saglanir. Takiben baglanmayan streptavirin-HRP
yikanarak uzaklastirilir. HRP ile reaksiyon sonucunda renk degisikligi gosteren substrat
soliisyonu kuyucuklara eklenir. Reaksiyon asit ilavesi (stop soliisyonu) ile sonlandirilir ve

meydana gelen renk degisimi absorbans 450 nm'de Sl¢iiliir.

Deney

Spektrofotometre tabakasma IL-10 standartlarmm ve Orneklerin koyulacagi
kuyucuklarm semasi belirlendi. Deney baslangicinda kuyucuklarm tiimii 400ulwash buffer ile
2 kez yikandi. External diliisyon yapilacak konsantrasyonlar: sirasiyla 2500 - 1250 - 625 -
312,5-156,3 - 78,6 - 35,6 pg/ml olarak ayarlanan standartlardan 100 pl konuldu. Ornek
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kuyucuklarma 50ul sample diliient ve 50ul 6rnek konuldu. Ardindan tiim kuyucuklara 50ul
biyotin konjugat konularak tabakanin iizeri seffaf yapiskan filmle kapatildi. Oda sicakliginda
calkalayicida (200 rpm) 2 saat inkiibe edildi. Calkalamadan sonra kuyucuklarin hepsi
bosaltilarak 400ul wash buffer ile 3 kez yikandi. Hazirlanan streptavidin HRP tiim
kuyucuklara konulup calkalayicida iizeri filmle kapatilarak 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda
kuyucuklarm tamami bosaltilarak 400ul wash buffer ile 4 kez yikandi. Sonra tiim kuyucuklara
100p] TMB substrat soliisyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda dogrudan 1s1k almayan
yerde bekletildi. En yliksek standardin rengi koyu mavi olunca herbir kuyucuga 100ul stop
soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra adsorbansi 450 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile ol¢iildii.

Hesaplama
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Sekil 14. IL-10 standart egrisi
Linear (log y = A(log x) + B) A=1.2288 B=-3.4703, R-Square=0.9981

MDA OLCUMU

Prensip
Plazma MDA tayini, lipid peroksidasyonunun yikim iiriinlerinden olan MDA’ ’nin TBA
ile sicak ve soguk ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli kompleksin renk

siddetinin 532 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanan metodla gergeklestirilir (64).

Deney
0,2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenati; 0,2 ml %8,1°lik sodyum dodesil siilfat, 1,5 ml %
20’lik asetik asit, 1,5 ml % 0,8’lik TBA ve 0,6 ml distile su ile karistirildi. Karigim 95 °C’deki
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sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra lizerine 1 ml distile
su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek vorteksle 1 dakika karistirildi. Organik faz
4000xg’de 10 dk santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat icermeyen ayira¢ koriine
kars1 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Hesaplama
Standartlar kullanilarak MDA standart egrisi (Sekil 16) ¢izildi. Regresyon analizi ile

saptanan formiil kullanilarak 6rneklerdeki MDA konsantrasyonu bulundu.

0.010+4

0.0054
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0.000 T T 1
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Malondialdehid (.M)

Sekil 15. MDA standart egrisi

HISTOPATOLOJIK INCELEME

Histopatolojik incelemelerin yapilmasi i¢in deney sonunda si¢anlarin sag ayak bilegi
eklemleri c¢ikarildi. Deneyde yer alan gruplara gore ayrilarak formoldahit icerisinde
Fakiiltemiz T1ibbi Patoloji laboratuvarina gotiirtildi.
Tim sicanlara ait sag arka ayak pengeleri %10 tamponlu formaldehitte bir gece tespit
edildikten sonra MTF eklemleri icerecek sekilde orneklenerek %10 formik asit igeren
dekalsifikasyon soliisyonunda bir gece bekletildi. Dekalsifiye olan dokular akan suda yarim
saat yikandiktan sonra gece boyu siiren alkol takibine tabi tutuldu. Parafine gomiilen
dokulardan elde edilen 5 mikron kalinligindaki kesitlere deparafinizasyon isleminin ardindan
rutin boyalar olan hematoksilen ve eozin (H&E) boyalar1 uygulandi. Lamel ile kapatilan
kesitler Olympus BX51 mikroskobunda gruplara ait bilgi olmadan kor degerlendirmeye
alindi, bulgular tablo halinde kaydedildi. Degerlendirme her dokudaki ekleme komsu
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dokularda inflamasyon, sinoviyal proliferasyon, vaskiiler proliferasyon ve 6dem siddetine
gore derecelendirilerek yapildi. Buna gore; 0-lezyon yok, 1-hafif siddetli lezyon, 2-orta
siddetli lezyon, 3-siddetli lezyon olarak kabul edilmis ve semikantitatif olarak skorlanmstir.
Vaskiiler proliferasyonun tespiti i¢in 5 biiylik biiylitme alanindaki (BBA= x40) damarlar
sayllmis ve ortalamalar1 alinarak biiylik bliyiitme alani basmna diisen damar sayisi

hesaplanmistir.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel degerlendirme, 10240642 seri numarali SPSS 21 istatistik programi
kullanilarak yapildi. Olgiilebilen verilerin normal dagilima uygunluklar1 tek &rnek
Kolmogorov Smirnov testi ile bakildiktan sonra normal dagilim gdsterenler i¢cin gruplar arasi
kiyaslamalarda tek yonlii varyans analizi ve posthoc Dunnett T3 testi, normal dagilim
gostermeyenler icin ise Kruskal Wallis varyans analizi ve sonrasinda Mann Whitney U testi
kullanildi. Normal dagilima uyan verilerin grup i¢i kiyaslamalarinda bagimli gruplarda t testi
ve normal dagilima uymayan verilerin degerlendirilmesinde ise Wilcoxon eslestirilmis iki
rnek testi kullanildi. Niteliksel verilerde Pearson x* testi ve Kolmogorov Smirnov iki érnek
testi kullanildi. Tanimlayici istatistikler olarak Median (Min-Max) degerleri ve aritmetik
ortalamazstandart sapma verildi. Tiim istatistikler i¢in anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak secildi.

Grafikler ise Graphpad Prism for MAC OSX Version 6.0cprogrami kullanilarak ¢izildi.
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BULGULAR

Sicanlarin sag arka ayak pencelerine 0. giin pence ¢api, agr1 ve agirlik Slciimleri
sonrast uygulanan intradermal FCA injeksiyonu, pencede belirgin bir inflamatuar reaksiyon
olusturdu. Bu etki 17. gilinde belirgindi. Caligmamizda 0. glinde tek doz FCA injeksiyonunu
takiben kontrol (Grup 1) grubuna gore, diger gruplarda (grup 2, 3, 4, 5, 6, 7) sag pengede
adjuvant artritin olusturdugu 6dem, kumpas ile 17. giinde yapilan 6l¢iimde istatistiksel farkin
(p<0.05) gosterilmesiyle (sekil 16, tablol) ortaya konuldu. Ayrica sag pencede Odem
olugsmasii takiben agr1 6l¢timleri de 6zel bir cihaz olan PAM ile yapilan 6l¢iimde istatistiksel
farkin (p<0.05) gosterilmesiyle (sekill7, tablo 2) belirlendi.

Erdostein, CAPE ve kombine tedavinin olusan adjuvant artrit iizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla birinci grup kontrol grubu olarak ayrildi. Diger gruplara ise, 0. giin
intradermal olarak 0,1 ml FCA injeksiyonundan sonra 17-27 giinler aras1 ikinci gruba sadece
serum fizyolojik, ti¢lincii gruba CAPE’nin ¢6ziiciisii olan DMSO uygulandi. Dérdiincii gruba
erdostein (500 mg/kg), besinci gruba CAPE (10 umol/kg), altinci gruba kombine tedavi
(ErdosteintCAPE) (500 mg/kg+10 pmol/kg) ve yedinci gruba da pozitif kontrol icin
diklofenak (1 mg/kg)uygulandi. CAPE’nin ¢6ziiciisi olan DMSO’nun antiinflamatuar ve
antioksidan etkinliginin arastirildigi baz1 yaymlar olmasi nedeniyle sonuglar: etkileyebilecegi
diistiniilerek 27. giinde DMSO kullanilan tedavi gruplar1 (5. ve 6. grup) ile 3. grup
(DMSO-+artrit), ¢coziicli olarak DMSO kullanilmayan tedavi gruplar1 (4. ve 7. grup) ile 2. grup
(artrit+serumfizyolojik) karsilastirildi (76). Tiim tedavi gruplar1 (4, 5, 6, 7) da birbirleriyle
karsilastirildi. 0-17. gilinler aras1 kontrol grubuna (grup 1) gore, diger gruplarin sag pence
capinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii (p<<0.05). Bu bulgumuz adjuvant artrit

modelini basar1 ile gergeklestirdigimizin gostergesidir. Penge ddeminin 20. giinden itibaren
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azalmaya basladig1 gozlenmistir. Kumpas ile yapilan pence dl¢timiindeki degerler grup i¢i ve
giinlere gore karsilastirildiginda; 17-20. giinde grup 3 ve 5’te (p<0.05), 17- 23. giinde grup 4,
5 ve 6°da, istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmistir (p<<0.05). 23. giinde 3. grupta penge
0deminde azalma olmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamaistir.

Ayni sekilde 17-27. giinler aras1 grup i¢i karsilastirmada penge 6deminde istatistiksel
olarak 3, 4, 5, 6 ve 7. gruplarda bir azalma saptanmistir (p<<0.05) ( sekil 16, tablo 1). Bu da
DMSO, erdostein, CAPE, erdosteintCAPE ve diklofenak tedavilerinin adjuvant artritte

pencede ortaya cikan inflamasyon ve Odemi iyilestirdiklerinin bir gostergesi olarak

diistiniilmektedir.
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-©- Grup6
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Sekil 16. Sag pence takibi (kumpas)
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Tablo 1. Sican sag pence takibi (kumpas) ortalamalar1 (mm) ve standart sapmalar

0. giin 17. giin 20. giin 23. giin 27. giin
Grup 1 70,3 6,8+0,5 7,2+0,2 7£0,3 6,8+0,4
Grup 2 6,9+0,6 9+0,6*t 9,3+0,5 8,7+0,4 9+1
Grup 3 6,3+0,4 | 9,3+0,9*t | 8,7+0,7% 8,3+0,6 7,8+1"
Grup 4 6,6%0,7 9,3+1*t 9,3+0,9 9+0,98§ 8+0,9'!
Grup 5 6,8+0,3 | 8,7+0,7*t | 8,3+0,6% 840,18 7,7+0,6"
Grup 6 7+0,3 8,6x1xt 8,21 8,1+0,68 7,4+0,7"
Grup 7 7+0,2 10,242+t 10,3+2 9,9+1 9+

* p<0.05, gruplarin kendi i¢inde 0. giin ile 17. gilin karsilastirilmasi
tp<0.05, 17. giinde grup 1 ile karsilastirma

$p<0.05, 17-20. giinlerde grup ici karsilastirma

§p<0.05, 17-23. giinlerde grup ici karsilastirma

”p<0.05, 17-27. giinlerde grup i¢i karsilastirma

PAM ile yapilan agr1 dl¢limiinde 0. giin ile 17. gilin aras1 grup i¢i karsilagtirmada
kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda anlamli bir farklilik saptand1 (p<0.05) (Sekil 17, Tablo 2).
Bu sonuglar bize artriti basariyla gergeklestirdigimizi ve artrit olustugu icin sicanlarin agriya
daha az kuvvette tepki verdiklerini géstermektedir.

17. gindeki sag pencede PAM degerleri, grup 1 (kontrol) degerleri ile
karsilastirildiginda, tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmistir (p<<0.05). PAM

ile yapilan agr1 ol¢timiindeki degerler grup i¢i ve giinlere gore karsilastirildiginda; 17-20.
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giinde istatistiksel olarak sadece 7. grupta (p<0.05), 17- 23. giinde grup 5 ve 7’de istatistiksel
olarak anlamli artig saptanmistir (p<0.05). 23. giinde 4. grupta artis olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamaistir.

17-27. giinler arast yapilan Olciimler karsilastirildiginda grup 4 (erdostein), grup 5
(CAPE) ve grup 7 (diklofenak)’de istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir (p<0.05).
Grup 6’da da PAM degerlerinde artis olmasina ragmen istatistiksel olarak bir anlamlilik

bulunamamastir.

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

1000+

GOt ides

Giinler

Sekil 17. Sag pence PAM o6lciimleri
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Tablo 2. Tiim gruplarda PAM o6l¢iimleri ortalamalan (g/f) ve standart sapmalar

0. giin 17. giin 20. giin 23. giin 27. giin
Grup 1 719459 439+133 264490 600+238 335+134
Grup 2 8134253 125+41%+ 147474 163+56 16853
Grup 3 681+183 121£79%+ 98+11 140460 152+40
Grup 4 624+231 96+22*+ 160+103 145472 183+45!!
Grup 5 61990 125+53*+ 92+44 186+47° 231185'!
Grup 6 698+181 185+105%+ 184463 250+84 234492
Grup 7 761+155 116£21*+ 186+74" 207+85° 20234

* p<0.05, gruplarin kendi i¢inde 0. giin ile 17. giin karsilastiriimasi

tp<0.05, 17. giinde grup 1 ile karsilastirma

$p<0.05, 17-20. giinlerde grup ici karsilastirma

§p<0.05, 17-23. giinlerde grup ici karsilastirma

”p<0.05, 17-27. giinlerde grup ici karsilastirma

Sicanlar deneyin baslangicinda (0. giin), 17, 20, 23 ve 27. giinlerde agirliklar

Olgiilerek takip edilmistir. Grup i¢i ve giinler arasinda agirliklar agisindan herhangi bir

istatistiksel anlamlilik saptanmamistir ( Sekil 18, Tablo 3).
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Sekil 18. Agirhik olciimleri (g)
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Tablo 3. Tiim gruplarda agirhk ortalamalar (g) ve standart sapmalar

0.glin 17.glin 20.gilin 23.glin 27.glin
Grup 1 304421 326+22 316+21 319+20 323421
Grup 2 309+28 305+23 299+29 308+22 315422
Grup 3 299+15 291+18 284420 284424 288+32
Grup 4 312427 304+33 293431 293431 302+33
Grup 5 305+25 288+25 288+23 286+24 29624
Grup 6 307+39 307433 298+31 293431 300+30
Grup 7 307+33 296+34 283+31 288+29 292+29

SERUM TUMOR NEKROZ FAKTOR ALFA DUZEYLERI

Serum TNF-a diizeyi Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik yontemle
mikromolar (uM) olarak Sl¢iildii. ELISA kiti ile yapilan 6l¢iimde TNF-a bulunamadi. TNF-a
bulunamamasmin deney asamasinda yapilan Ol¢lim hatalarindan  kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.

SERUM MALONDIALDEHIT DUZEYLERI

Serum MDA diizeyi Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik yontemle uM
olarak Olciildii. Ortalama ve standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo 4). Hesaplanan verilerin
normalitesi incelendi. Nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi ve Mann Whitney U
testi uygulandi. 27. giinde istatistiksel olarak 2-7 ve 3-6 guplar arasinda anlamli farklilik
(p<0.05) oldugu goriildi (Sekil 19).
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Tablo 4. Plazma malondialdehid diizeyi ortalama ve standart sapmalar

GRUPLAR

Ort+=SD

0,08+0,05

0,06+0,05

0,06+0,03

0,06+0,01

0,09+0,04

0,27+0,027

0,35+0,05*

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.

MDA (uM)

Sekil 19. Gruplara gore plazma malondialdehit diizeylerinin dagilim

1.0-

0.8+

0.6 -

0.4+

0.2+

0.0-

e N— -

*p<0.05, 27. giinde 2. gruba gore, Kruskal-Wallis varyans analizi, Mann Whitney U

'p<0.05, 27. giinde 3. gruba gore, Kruskal-Wallis varyans analizi, Mann Whitney U

SERUM INTERLOKIN-1 BETA DUZEYLERI

Serum IL-1B diizeyi Olclimleri Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik

yontemle pM olarak Olgiildii. Ortalama ve standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo 5).

Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi. Nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi ve

Mann Whitney U testi uygulandi. 27. gilinde istatistiksel olarak grup 2 ile 4 ve 7. gruplar

arasinda; grup 3 ile 5 ve 7. gruplar arasinda anlamli fark bulundu (Sekil 20).
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Tablo 5. Plazma interlokin-1 beta diizeyi ortalama ve standart sapmalan

GRUPLAR 1 2 3 4 5 6 7

Ort+SD 259+£193 | 33£8 | 3574479 | 162+122* | 139+132F | 224479 | 129+£65*F

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.

1000 -
800 - T

600 -

400-

IL 1 BETA

200+

Sekil 20. Gruplara gore interlokin-1p diizeylerinin dagilim

*p<0.05, 27. giinde 2. gruba gore, Kruskal-Wallis varyans analizi, Mann Whitney U
'p<0.05, 27. giinde 3. gruba gore, Kruskal-Wallis varyans analizi, Mann Whitney U

SERUM INTERLOKIN-2 DUZEYLERI

Serum IL-2 diizeyi Ol¢timleri Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik
yontemle pM olarak Olgilildii. Ortalama ve standart sapmalari hesaplandi (Tablo 6).
Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi. Nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi ve

Mann Whitney U testi uygulandi. 27. giinde istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark
bulunamadi (Sekil 21).
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Tablo 6. Plazma interlokin-2 diizeyi ortalama ve standart sapmalan

GRUPLAR
1 2 3 4 5 6 7
Ort£SD
3924238 | 3344248 | 213+105 | 265+140 | 798+476 | 377231 | 443+313
Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.
1500 -
— 1000~
=
=
o~
= 500+ T
T 1 _
0 % - . l/
) e - © A
N4 N4 N4 N

Sekil 21. Gruplara gore interlokin-2 diizeylerinin dagilim

Kruskal-Wallis varyans analizi, Mann Whitney U test

SERUM INTERLOKIN-6 DUZEYLERI

Serum IL-6 diizeyi Ol¢limleri Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik

yontemle pM olarak Olgiildii. Ortalama ve standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo 7).

Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi. Nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi ve

Mann Whitney U testi uygulandi. 27. giinde istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark
bulunamadi (Sekil 22).
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Tablo 7. Plazma interlokin-6 diizeyi ortalama ve standart sapmalan

GRUPLAR
1 2 3 4 5 6 7
Ort+SD
26+13 74+24 67+40 61+36 118140 | 53«19 71+42
Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.
300~
— 200+
=
=
o
—
— 100 - T
o L] L] L] L]
Vv > Lol < A
N SR N N N
& S & S c,*"Q &

Sekil 22.Gruplara gore interlokin-6 diizeylerinin dagilimi

Kruskal-Wallis varyans analizi, Mann Whitney U test

SERUM INTERLOKIN-10 DUZEYLERI

Serum IL-10 diizeyi 6l¢iimleri Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik

yontemle pM olarak Olgiildi. Ortalama ve standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo 8).

Hesaplanan verilerin normalitesi incelendi. Nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi ve

Mann Whitney U testi uygulandi. 27. giinde istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark

bulunamadi(Sekil 23).
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Tablo 8. Plazma interlokin-10 diizeyi ortalama ve standart sapmalan

GRUPLAR
1 2 3 4 6 7
Ort+SD
2514316 | 178132 | 94441 | 192+176 | 294+160 | 90+75 | 155189
Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.
600 -
— 400-
E T
=
o
=  200-
(o) . . %
< > Q‘b Q,\

Sekil 23.Gruplara gore interlokin-10 diizeylerinin dagilim

Kruskal-Wallis varyans analizi, Mann Whitney U test
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HiSTOPATOLOJIK iNCELEMELER

inflamasyon

Yirmi yedinci giinde siganlarm sag arka ayak pengelerinin histopatolojik
incelemelerinde grup 1°deki (kontrol grubu) hayvanlarda inflamasyona rastlanmadi. Grup 2
ve 3’te %100 siddetli, grup 4’te %25 orta, %75 siddetli; grup 5’te %33,3 orta, %66,7 siddetli;
grup 6 da %11,1 hafif, %66,7 orta, %22,2 siddetli; grup 7 de %75 siddetli, %25 orta derecede
inflamasyon goriildii (Sekil 24).

100 - - Grup 1
O Grup 2
804 ) Grup 3
3 Grup 4
60 - CJ Grup 5
38

401 Grup 7

20-

0-

N\ Vv )

Sekil 24. Gruplara gore inflamasyonun zayif-orta-siddetli olarak % degerleri
p g y y g

0: yok, 1: zayif, 2: orta, 3: siddetli.
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Vaskiiler Proliferasyon

Sicanlarm sag arka ayak pencelerinin histopatolojik incelemelerinde 40’11k biiyiitmede
5 alan incelendi. Vaskiiler yapilar sayildi ve ortalamalar1 alindi. 27. giinde grup 1 (kontrol)
hayvanlarda vaskiiler proliferasyona rastlanmadi. Grup 2 ve 3’lin tamaminda siddetli, grup
4’iin %12,5 hafif, % 12,5 orta, % 75 siddetli, grup 5’in % 11,1 hafif, % 22,2 orta, % 66,7
siddetli, grup 6’nm % 11,1 yok, % 11,1 hafif, % 44,4 orta, % 33,3 siddetli, grup 7’nin % 37,5
orta, % 62,5 siddetli vaskiiler proliferasyon gorildii (Sekil 25).

100+
- Grup 1
80- ) Grup2
) Grup 3
0 60+ ) Grup 4
> ) Grup 5
401 @8 Grup6
204 Legend

0-

Vv S

Sekil 25. Gruplara gore vaskiiler proliferasyon median degerleri

0: yok, 1: zayif, 2: orta, 3: siddetli.
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Odem

Yirmi yedinci giinde siganlarm sag arka ayak pengelerinin histopatolojik
incelemelerinde grup 1’deki (kontrol grubu) hayvanlarda 6deme rastlanmadi. Grup 2’de %
14,3 orta,% 85,7 siddetli, grup 3 de %66,7 orta, %33,3 siddetli 6dem goriiliirken; tedavi
gruplarindan grup 4’te %25 zayif, %37,5 orta, %37,5 siddetli; grup 5’te %33,3 zayif, %22,2
orta, %44,4 siddetli; grup 6’te %22,2 zayif, % 55,5 orta,% 22,2 siddetli; grup 7°da % 12,5
zayif, %37,5 orta, %50 siddetli 6dem goriildi (Sekil 26).

100- - Grup 1

] Grup 2

80- Il 3 Grup3

) Grup 4

60- CJ Grup5

* @8 Grupb6

401 Grup 7
20-
0-

N\ Vv )

Sekil 26. Gruplara gore 6dem % degerleri
0: yok, 1: zayif, 2: orta, 3: siddetli.
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Sinovyal Proliferasyon

Sicanlarin sag arka ayak histopatolojik incelemelerinde 27. gilinde grup 1 (kontrol)
hayvanlarda sinovyal proliferasyona rastlanmadi. 2. ve 3. grubun tamaminda sinovyal
proliferasyon goriiliirken; 4. grupta % 62,5, 5. grupta %77,8, 6. grupta %44,5 ve 7. grupta
%75 oraninda sinovyal proliferasyon goriildii (Sekil 27).

100- _ — Grup 1
) Grup 2
80+ _ O Grup 3
) Grup 4
60- M 3 Grup5
X @8 Grupb6
40- Grup 7
20+ ﬂ E
0 T
Q

Sekil 27. Gruplara gore sinovyal proliferasyon % degerleri
0: yok, 1: var

Histopatolojik olarak grup 1 (Sekil 28), grup 2 (Sekil 29), grup 3 (sekil 30), grup 4
(sekil 31), grup 5 (sekil 32), grup 6 (sekil 33) ve grup 7 (sekil 34) doku 6rnekleri asagida
verilmistir.
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B g

Sekil 28. Sinovyal hiperplazi ve inflamasyon yok (HEx100) - Kontrol Grubu (Grup 1)

Sekil 29. Siddetli kronik inflamasyon ve belirgin vaskiiler proliferasyon (HEx50) - Artrit Grubu
(Grup 2)
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Sekil 30. Orta dereceli inflamasyon, sinovyal hiperplazi yok (HEx50) - DMSO + Artrit
Grubu (Grup 3)

Sekil 31. Orta dereceli sinovyal hiperplazi, hafif dereceli kronik inflamasyon (HEx100) -
Erdostein Grubu (Grup 4)
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Sekil 32. Sinovyal hiperplazi ve inflamasyon yok (HEx100) - CAPE Grubu (Grup 5)

Sekil 33. Yumusak dokuda normal morfoloji (HEx50) - Erdostein + CAPE Grubu
(Grup 6)
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Sekil 34. Yumusak dokuda normal morfoloji, minimal inflamasyon ve 6dem (HExS50) -
Diklofenak Grubu (Grup 7)
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TARTISMA

Romatoit artrit, hiicresel ve otoimmiin mekanizmalarla sinoviyal dokuda hasara neden
olan, sistemik bulgular gosteren, kronik, inflamatuar poliartritle karakterize multisistemik bir
hastaliktir. RA; diinyada tiim iwklarda goriilebilen otoimmiin hastaliklardan biri olup
prevalans1 yaklasik %1, kadm/erkek orami 3/1’dir. Hayatin 3-5. dekatinda daha sik
goziikmektedir. RA, bircok hastada degisik derecelerde kemik ve eklem tahribi yaparak
zamanla sekil bozukluguna ve islev kaybina yol agmaktadir (1,2,5,6,8,12).

Romatoid artritin tedavisini arastrmak icin bircok deneysel artrit modeli
gelistirilmistir. Bunlardan biri FCA’nin sigan pencesine injeksiyonuyla olusturulan adjuvant
artrittir ve RA modeli olarak siklikla kullanilmaktadir (64). Adjuvant artrit parafin yagi ile
gliclendirilmis mikobakteri kapsiiliindeki antijene karsi immiinolojik yanit olarak gelisir.
Adjuvant artrite hiicresel immiin yanit aracilik eder ve histopatolojik gbriiniimii RA ile
oldukca benzerdir (71).

Calismamizda adjuvant artrit olusturmak amaciyla 0. giinde tek doz intradermal 0,1ml
FCA injeksiyonu uygulandi. Bunu takiben 17. giin kumpas ile yapilan Olciimde, FCA
uygulanan tiim gruplarda sag pencede adjuvant artritin olusturdugu 6dem degerlendirildi.
Kontrol (grup 1) grubuna ve 0. Giin degerlerine gore, diger gruplarin sag pence capinda
istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05) oldugu goriildii. Bu bulgumuz adjuvant artrit
modelini basar ile gerceklestirdigimizin gostergesidir.

Yine 17. giin PAM ile yapilan 6l¢glimde, FCA uygulanan tiim gruplarda sag pencede

adjuvant artrit nedeniyle olusan inflamasyona bagli, agrili uyarana karsi artmis hassasiyet
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saptandi. Kontrol (grup 1) grubuna gore, diger gruplari sag pencelerinde olusan agriya tepki
kuvvetinde istatistiksel olarak anlamli azalma (p<0.05) oldugu gorildi. Bu bulgumuz
adjuvant artrit modelini basari ile gerceklestirdigimizin gostergesidir.

Prostaglandin sentez inhibisyonuyla etkilerini gosteren NSAII’m, siganlarda
olusturulan adjuvant artritte pengedeki agri, 6dem, eritem gibi inflamatuar parametreleri
azalttig1 yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir (71,72)

Diklofenak artrit tedavisinde siklikla kullanilan bir nonsteroid antiinflamatuardir.
Bizim c¢alismamizda diklofenak; erdostein, CAPE ve kombine tedavinin adjuvant artritte
inflamasyon, agr1 ve 6demdeki etkisini karsilastirmak icin kullanildi.Calismamiz si¢anlarda
deneysel olarak olusturulan artrit modelinde erdostein, CAPE ve kombine tedavinin etkilerini
incelemek amaciyla yapilmistir vebu calismamiz litaratiirde deneysel adjuvant artrit
modelinde erdostein, CAPE ve kombine tedavinin etkisinin incelendigi ilk ¢alisma olacaktir.

Calismamizda olusturdugumuz adjuvant artritin tedavisine 17. giin basland1 ve 27.
gline kadar devam edildi. Erdostein, CAPE ve kombine tedavinin uygulandig1 4, 5 ve 6.
gruplarin ve diklofenak uygulanan 7. grubun, 17. giin ile 27. giindeki pence ¢ap1 degerleri
karsilastirildiginda kumpas ile yapilan 6l¢iimde DMSO, erdostein, CAPE, kombine ve
diklofenakin penge Olciim degerlerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 goriildii. Bu
sonu¢ bize CAPE’nin ¢o6ziiciisii olan DMSO, erdostein, CAPE, kombine tedavinin ve
diklofenakin adjuvant artritteki inflamasyonu azaltmada etkili oldugunu diistindiirmektedir.

Pence 6l¢tim degerleri incelendiginde tedavi gruplar1 arasinda, deneyin baslangi¢ giinii
olan 0. giin degerine en yakin olanin kombine tedavi (grup 6) oldugu gézlendi.

Agr1 bakimindan PAM ile yapilan Ol¢iimiindeki degerler grup ici ve gilinlere gore
karsilastirildiginda; 17-20. giinde istatistiksel olarak sadece 7. grupta (p<0.05), 17- 23. giinde
grup 5 ve 7°de (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir. 23. giinde 4. grupta artis
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir. 17-27. giinler aras1 yapilan
Ol¢timde istatistiksel olarak grup 4, 5 ve 7°de anlamli bir artis saptand1 (p<0.05). Bu sonug
bize diklofenak gibi CAPE ve erdosteinin de analjezik etki gosterdigini diisiindiirmektedir.
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da kombine tedavi grubunda (grup 6) da PAM degerlerinde
artis oldugu goriildi.

Romatoid artrit bulgularin1 degerlendirmek amaciyla ¢alismamizin sonunda siganlarin
pengelerini  histopatolojik olarak inceledik. 27. giinde vaskiiler proliferasyonsayilariin
median degerleri grup 1 (kontrol)’ e gbre grup 2’de istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksekti (p<0.05). Grup 2 ve 3’ilin tamaminda siddetli, grup 4’iin % 12,5 hafif, % 12,5 orta,
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% 75 siddetli, grup 5’in % 11,1 hafif, % 22,2 orta, % 66,7 siddetli, grup 6’nin % 11,1 yok, %
11,1 hafif, % 44,4 orta, % 33,3 siddetli, grup 7’nin % 37,5 orta, % 62,5 siddetli vaskiiler
proliferasyon goriildii. Vaskiiler proliferasyon yiizde olarak en az kombine tedavi grubunda
(grup 6) gorilmiistiir.

Sicanlarin sag arka ayak histopatolojik incelemelerinde 27. giinde kontrol grubundaki
(grup 1) hayvanlarda sinovyal proliferasyona rastlanmadi. 2. ve 3. grupta % 100 goriiliirken;
4. grupta % 62,5, 5. grupta % 77,5, 6. grupta % 44,5ve 7. grupta % 75 oraninda sinovyal
proliferasyon goriildii. Sinovyal proliferasyon yiizde olarak en az kombine tedavi grubunda
(grup 6) gortlmiistiir.

27. giinde histopatolojik bulgularda; 27. giinde sicanlarin sag arka ayak pencgelerinin
histopatolojik incelemelerinde grup 1°deki (kontrol) hayvanlarda inflamasyona rastlanmada.
Grup 2 ve 3’te % 100 siddetli, grup 4’te % 25 orta, % 75 siddetli; grup 5’te % 33,3 orta, %
66,7 siddetli; grup 6 da % 11,1 hafif, % 66,7 orta, % 22,2 siddetli; grup 7 de % 75 siddetli, %
25 orta derecede inflamasyon goriildii. Inflamasyon yiizde olarak en az kombine tedavi
grubunda (grup 6) goriilmiistiir.

Odem olusumu agisindan 27. giinde sicanlarm sag arka ayak pengelerinin
histopatolojik incelemelerinde grup 1°deki (kontrol grubu) hayvanlarda 6deme rastlanmadi.
Grup 2 de % 14,3 orta, % 85,7 siddetli, grup 3°de % 66,7 orta, % 33,3 siddetli 6dem
gortiliirken; tedavi gruplarindan grup 4’te % 25 zayif, % 37,5 orta, % 37,5 siddetli; grup 5’te
% 33,3 zayif, % 22,2 orta, % 44,4 siddetli; grup 6’te % 22,2 zayif, % 55,5 orta, % 22,2
siddetli; grup 7°da % 12,5 zayif, % 37,5 orta, % 50 siddetli 6dem goriildii. Odem yiizde olarak
en az kombine tedavi grubunda (grup 6) gorildii.

Histopatolojik sonuglar agisindan CAPE ve erdosteinin birlikte kullanimmin
istatistiksel olarak anlamli derecede wvaskiiler proliferasyon, sinoviyal proliferasyon ve
inflamasyonu azaltmas1 kombine tedavinin RA’daki 6dem ve inflamasyon iizerine etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kafeik asit fenetil ester, arilarin bitkilerden topladigi propolis adi verilen Oziitiin
icindeki biyolojik olarak aktif bir molekiildiir (13-16). Propolis insanlarin dikkatini tibbi
acidan binlerce yil 6nce ¢cekmis ve bu dogal iirlin eski caglarda Avrupa ve Kuzey Afrika’da,
Misir, Yunan ve Romalilarca yaygin olarak kullanilmistir. Propolisi, Misirlilar bazi
hastaliklarin tedavi edilmesi ve dliilerin mumyalanmasinda, Yunanlilar ve Romalilar da deri

apselerini iyilestirmede yilizyillarca ila¢ olarak kullanmislardir (17).
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Propolis igerisinde yogun olarak bulunan flavanoidler, ¢ok giiclii antioksidanlardir.
Antioksidanlar, serbest radikalleri tutma 6zelligine sahiptirler, boylece lipidleri korur ve C
vitamini gibi diger bilesiklerin oksitlenmesini ve yikilmasini engellerler (18). Propolisin aktif
bileseni olan CAPE’nin antioksidan, sitotoksik, antiinflamatuar etkisi, antiviral,
antikarsinojenik, analjezik-anestezik, yara iyilesmesini hizlandirict ve immunmodiilotor

etkileri vardir (24-36).

Spinal kord iskemi/reperflizyon hasarinda, Parkinson hastaliginda, yenidoganlarda
hipoksik iskemik beyin hasarinda, multiple sklerozda, beyin tiimorlerinde, antikanser
tedavilerde tedavi edici ajanin toksik etkilerine karsi, hepatik ensefalopatide CAPE’nin
antioksidan etkisi nedeni ile koruyucu etki gosterdigi yapilan deneysel c¢alismalarda
gosterilmistir (16,24). Bizim calismamizda CAPE’nin RA tedavisinde agri1 ve inflamasyonu
azaltmada tek basina ve erdostein ile birlikte etkili oldugu bulunmustur.

Erdostein; antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri olan ayrica bakterial adhezyonu
inhibe eden kronik obstriiktif pulmoner hastaliklarda ve bu hastaliklarm akut
alevlenmelerinde mukolitik ajan olarak kullanilan bir 6n ilactir (15,37,38). Erdostein bloke
edilmis iki tiyol grubuna sahiptir. Hepatik metabolizasyonla aktiflesen tiyol derivesi iki
stilfidril grup olusmaktadir. Aktiflesen siilfidril gruplari erdosteinin antiinflamatuar ve serbest
radikal siipiiriicii etkisini olusturmaktadir (39-52). Bizim ¢aligmamizda erdosteinin tek basina
ve CAPE ile birlikte kullanildiginda antiinflamatuar ve anajjezik etkinlik gdsterdigi
saptanmistir.

Son yillarda yapilan calismalarda serbest radikallerin RA’nin patogenezinde rol
oynadigr yoniinde bulgular elde edilmistir. Normal sinovyal sivida mononiikleer hiicre
hakimiyeti vardir. RA’li sinovyal sivida ise baskin hiicre olan polimorfoniikleer
lokositlerlerde, fagositoz esnasinda siiperoksid anyonlart meydana gelmekte ve bu anyonlar
bag dokusu elemanlar: lizerine zararli etkiler olusturmaktadir (71). Serbest radikaller bir¢cok
fizyolojik ve patolojik reaksiyon sonucu olusabilen, son yoriingelerinde ortaklagsmamis bir
veya daha fazla elektronun oldugu kararsiz durumdaki maddelerdir.

Serbest radikaller reaktif yapilar1 ile protein, lipid, DNA ve niikleik asitleri hasara
ugratirlar. En fazla hasar goren hiicre membranindaki doymamis (poliansature) yag
asitleridir. Burada li¢ veya daha fazla cift bag igeren poliansature yag asitlerinin lipid
peroksidasyonuyla MDA ve 4-hidroksinonenol gibi aldehit yikim iiriinleri olusur. Hiicre
membran lipitlerinin okside olmas1 hiicre i¢i ve dis1 iyon dengesinin bozulmasi sonucunda
hiicre hasarma neden olur (1,2,64-69). Yapilan bir¢ok ¢alismada plazma MDA diizeyi RA’li

51



hastalarda saglikli kontrollere gore yiiksek bulunmustur (72,73). Kajanachumpol ve ark. (74)
ise MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulamamaislardir. Tastekin ve ark. (64)
yaptig1 caligmada adjuvant artritli sicanlarda plazma MDA diizeylerinin saglikli kontrol
grubuna gore arttigini gérmiislerdir. Bizim calismamizda MDA degerleri adjuvant artritli
siganlarda (2. ve 3. grup) saglik kontrol grubuna gore azaldig1 goriildii. 27. giinde istatistiksel
olarak 2-7 ve 3-6 guplar arasinda anlamli bir artis (p<0.05) oldugu gorildii. Bu sonu¢ bize
kombine tedavi (grup 6) ve diklofenak (grup 7) gruplarinin oksidan 6zellik gosterdigini
diistindiirmektedir.

Sitokinler, immiin sistem hiicreleri arasinda iletisimi saglayan peptit yapih
mediyatorlerdir. Bagisik yanitta ¢ok sayida birbirinden farkli iiretilen sitokinler; dogal ve
sepesifik immiin yanitin rol aldig1 inflamasyon, viral savunma mekanizmasi, T ve B hiicre
proliferasyonu gibi mekanizmalar1 diizenleyen ekstraseliiler molekiillerdir (53,54). RA gibi
kronik inflamasyonla karakterize otoimmiin hastaliklarda sitokin salmimi 6nemli rol
oynamaktadir. Sitokinler sinoviyal hiicre proliferasyonu meydana getirerek membran
hipeplazisi ve pannus olusumundan sorumlu tutulmuslardir. RA patogenezinde baslica TNF-a
ve IL-1 olmakla birlikte IL-2, IL-6, IL-10’un da rol oynadig1 yoOniinde ¢aligmalar
goriilmektedir (56-59).

Tiimor nekroz fakfor alfa, esas olarak endotoksinle karsilagsmis makrofajlar tarafindan
gretilir.  Diisiik konsantrasyonda infeksiyon odagindaki endotel hiicrelerinde adhezyon
molekiillerinin {iretimini arttirarak notrofillerin damar duvarma yapigmasini saglar. Bizim
calismamizda yaptigimiz Olglimlerde TNF-o bulunamadi. Bunun deneysel hatalardan
kaynaklanmis olabilecegini diisiiniiyoruz.

Interldkin 1 énemli bir inflamatuar mediyatdr olup, RA ve diger inflamatuar eklem
hastaliklarinda kemik ve kikirdak yikimindan sorumlu oldugu distiniilmektedir. IL-1,
molekiil agirliklart ayni yiikleri farkli olan IL-1a ve IL-1f olarak ikiye ayrilir. Ortalama IL-13
diizeyi aktif RA’l1 hastalarin plazmasinda ve eklem sivisinda anlamli derecede yiiksektir
(4,56,61). Bizim calismamizda saglikli kontrol ile diger gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamamastir.

Interlokin-2, baslica T helper hiicreleri tarafindan iiretilen bir sitokindir. Antijenle
karsilasan dinlenme halindeki T hiicreleri, hem IL-2 iliretme hem de yiizeylerinde IL-2
reseptorleri olusturmast yOniinde uyarilwr. IL-1 T-helper hiicrelerini de wuyararak
farklilagmalarin1 ve IL-2 {iretmelerini saglar (60). Bizim c¢aligmamizda saglikli kontrol

gurubuyla yapilan karsilastirmada gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamamustir.
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Interlokin-6, T helper ve monositler tarafindan iiretilir. Proinflamatuar ve
antiinflamatuar 6zelligi vardir. B lenfositlerden IgG yapimini uyarwr. Ates ve akut faz
proteinlerinin artmasina neden olabilir (54,56,57). RA’l1 hastalarda plazmada ve yikilan
eklem dokusunda IL-6 yiiksek oranda goriilir (61). Bizim ¢alismamizda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamaistir.

Interldkin-10, T-helper 2 hiicreleri tarafindan iiretilir. IFN gama iiretimini kisitlayarak
negatif geri beslemeyle olas1 hiicre yikimini engellemeye calisir. Sitokin sentezini inhibe
ederek aktiflesmis makrofajlarin etkisini azaltr (63). Khalifeh ve ark (75)’min yaptigi
calismada IL-10 diizeyleri saglikli kontrole gore daha diisiik bulunmustur (75). Bizim
calismamizda saglikli kontrolle diger gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamastir.

Sonug¢ olarak, FCA’nin siganlarin sag arka ayak pengelerine uygulanmasi ile
olusturulan adjuvant artrit modelinde, erdostein ve CAPE’nin deneysel ¢alismalar ile
kanitlanmis olan antienflamatuar etkinliginin, bizim ¢alistigimizda da bulundugunu; ayrica
birlikte kullanildiklarinda histopatolojik olarak daha etkili olduklarmi diisiindiirmektedir. Ek
olarak yapilan agr1 testleri sonucunda c¢aligmamizda erdostein ve CAPE’nin analjezik
etkilerinin oldugu da saptanmistir. Erdostein, CAPE ve kombine tedavinin antiinflamatuar ve
analjezik etkisinin degerlendirilmesi i¢in daha kapsamli c¢alismalarin yapilmasimm RA

tedavisinde faydali olabilecegini diisiinmekteyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda sicanlarin sag arka ayak pengelerine FCA’nin intradermal olarak tek

doz verilmesiyle olusturdugumuz adjuvant artritte erdostein, CAPE ve kombine tedavinin

etkilerini inceledik. Incelemeler sonucunda elde edilen veriler asagidaki gibidir;

I.

FCA uygulamasindan sonraki 17. giinde tiim gruplarda sag pencede adjuvant artritin
olusturdugu inflamasyon ve 6dem degerlendirildi. Kontrol (grup 1) grubuna gore,
diger gruplarin sag penge ¢apinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii. Bu
bulgumuz adjuvant artrit modelini basari ile gerceklestirdigimizin gostergesidir.

FCA uygulamasmdan sonraki 27. giinde sag arka ayak pence caplari, 17. giindeki
degerleri ile karsilastirildiginda hicbir islem uygulanmayan saglikli kontrol grubunun
(grup 1) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir de§isme olmadig: gortldii.

FCA ile olusturulan artrit sonrasi, CAPE’nin c¢oziiciisii olan DMSO (grup 3),
erdostein (grup 4), CAPE (grup 5), kombine (grup 6) ve diklofenak (grup 7) tedavisi
sonrast 27. giin ile 17. gilindeki penge cap1 degerleri karsilastirildiginda kumpas ile
yapilan Ol¢ctimde tiim gruplarda penge caplarinin degerlerinin istatistiksel olarak
anlamh diizeyde azaldig1 gorildii.

27. giinde tedavi gruplar1 (4, 5, 6 ve 7) kendi aralarinda karsilastirildiklarinda kumpas
ile yapilan 6lgtimde istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamadi. Ancak 0-27. giin
Olglimlerine bakildiginda kombine tedavinin (grup 6) pence Odemini bagslangic

degerine en ¢ok yaklastirdig1 goriildii.
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5. PAM ile vyapilan agr1 Ol¢iimlerinde 17-27 gilinler arast grup i¢i yapilan
karsilagtirmalarda erdostein (grup 4), CAPE (grup 5) ve diklofenak (grup 7)’de
istatistiksel olarak anlamli bir artis (g/f) oldugu goriildii. Istatistiksel olarak olmasa da
kombine tedavide de (grup 6) bir azalma oldugu goriildii. Kombine tedavide (grup 6)
PAM degerlerinde 27. giinde, 17. giine gore bir artis olsa da bu istatistiksel olarak
anlamlilik géstermemistir.

6. Erdostein ve CAPE’nin birlikte uygulandigi kombine grubun (grup 6) adjuvant
artritin  histopatolojik  bulgularndan olan vaskiiler proliferasyon, sinoviyal
proliferasyon, inflamasyon ve 6demi en iyi azalttig1 goriildii.

7. 27. giinde MDA diizeyleri 6l¢iimiinde grup 2-7 ve grup 3-6 istatistiksel olarak anlamli
bir farkliligin oldugu saptandi.

8. 27. giinde inflamasyon belirteci olan TNF-a , 1L-2, IL-6, IL-10 degerlerinde gruplar
arasinda anlaml bir farklilhik bulunmadi. Sadece IL-1 B bakimindan grup 2 ile 4, 7

arasinda ve grup 3 ile 5 ve 6 arasinda anlamli bir farklilik saptanmistir.

Sonuglar DMSO (grup 3), erdostein (grup 4), CAPE (grup 5) , CAPE + erdostein (grup
6) ve diklofenak (grup 7) tedavisinin deneysel adjuvant artrit modelinde pence cap1 ve
histopatolojik Ol¢limler dogrultusunda antiinflamatuar etkisinin oldugunu gdstermektedir.
Yine agri1 parametre Ol¢ctimlerinde de yalniz baslarina erdostein (grup 4), CAPE (grup 5) ve
diklofenak (grup 7) tedavisinin etkili oldugu goriilmektedir. Fakat oksidatif stres ve
inflamatuar sitokinler lizerine anlamli sonuglar elde edilememistir. Bu konuda daha kapsamli

ve ayrintili aragtirmalar yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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OZET

Calismamizdaerdostein, kafeik asit fenetil ester ve kombine tedavinin si¢canlarda
deneysel olarak olusturulan adjuvant artrit modelindeki etkisi incelendi. Her grupta 8 sigan
olacak sekilde 7 grup olusturuldu. 1. grup kontrol grubu olarak ayrildi ve diger gruplarin sag
arka pencelerine 0,1 ml tek doz intradermal Freund’s Complete Adjuvantverilerek artrit
olusturuldu. Erdostein ve kafeik asit fenetil esterin olusan adjuvant artrit lizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla 17-27 giinler arasi ikinci gruba sadece serum fizyolojik, {icilincii
gruba kafeik asit fenetil esterin ¢dziiciisii olan dimetil siilfoksit, dordiincli gruba erdostein
(500 mg/kg), besinci gruba kafeik asit fenetil ester (10 umol/kg), altinc1 gruba kombine tedavi
(Erdosteintkafeik asit fenetil ester) (500 mg/kg+10 pumol/kg) ve yedinci gruba da pozitif
kontrol i¢in diklofenak (1 mg/kg) uygulandi. Serum fizyolojik, dimetil siilfoksit,kafeik asit
fenetil ester ve diklofenak sodyum intraperitoneal yolla, erdostein ise siganlara gastrik gavaj
yoluyla verildi.

Inflamatuvar reaksiyon 0, 17, 20, 23 ve 27. giinlerde kumpas ile dl¢iildii. 27. giinde
intrakardiyak olarak kanlar alindi ve patolojik inceleme i¢in sicanlarin sag arka ayak
eklemleri ¢ikarildi. Plazmada malondialdehit, tiimor nekroz faktor-alfa, interlokin-1beta,
interlokin-2, interlokin-6, interlokin-10 diizeyleri 6lciildii ve eklemler histopatolojik olarak
incelendi.

Freund’s Complete Adjuvant uygulamasindan sonraki 17. giinde sag penge Olgiimleri
0. giin degerleriyle ve kontrol grubu (grup 1) degerleriyle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede 6demliydi.

27. glinde sag pence Olgiimleri 17. giindeki degerleri ile karsilastirildiginda kontrol

grubu (grup 1) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir de§igsmenin olmadig1 gorildi.
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17 - 27. giinlerdeki penge ¢ap1 Ol¢limlerinde istatistiksel olarak grup 3, 4, 5, 6 ve 7° de
anlamli bir azalmanin oldugu goriilmektedir.

Dimetil siilfoksit, erdostein, kafeik asit fenetil ester ve kafeik asit fenetil estert+
erdostein (kombine) tedavi gruplarinin deneysel adjuvant artrit modelinde penge 6demi ve
histopatolojik Ol¢limler dogrultusunda antiinflamatuar etkisinin oldugunu gdstermektedir.
Erdostein ve kafeik asit fenetil esterin birlikte uygulandigi kombine grupta (grup 6) adjuvant
artritin histopatolojik bulgularindan olan vaskiiler proliferasyon, sinoviyal proliferasyon,
0dem ve inflamasyonun azaldigi gorilmiistiir. Agr1 parametre Olgiimlerinde ise yalniz
baslarina erdostein ve kafeik asit fenetil ester tedavisinin analjezik etki gosterdigi
goriilmektedir. Fakat oksidatif stres ve inflamatuar sitokinler {izerine anlamli sonuclar elde
edilememistir.

Anahtar sozciikler: Adjuvant artrit, erdostein, diklofenak, kafeik asit fenetil ester,

romatoid artrit
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THE EFFECTS OF ERDOSTEIN, CAFFEIC ACID PHENETYL
ESTER AND COMBINE TREATMENT ON THE ADJUVANT
ARTHRITIS

SUMMARY

In our study we observed the effects of erdostein, caffeic acid phenetyl ester and
combine treatment on experimentally induced adjuvant arthritis model in rats. We divided
them into 7 groups and every group was consisted of 8 rats. The first group was known as
a control group and, we formed adjuvant arthritis to the other groups by injected 0.1 ml
single dose Freund’s Complete Adjuvant solution their back right paws. Among the 17th
and 27th days; second group was given only serum physiological, third group was given
dimethyl sulfoxide, fourth group was given erdostein 500 mg/kg dose, fifth group was
given caffeic acid phenetyl ester 10 umol’kg dose, sixth group was given combine
treatmentand seventh group was given diclofenac sodium (1 mg/kg) for positive control.
Serum physiological, dimethyl sulfoxide, cafteic acid phenetyl ester and diclofenac sodium
was given intraperitoneal, erdostein was given gastric gavaj.

Inflamatory reaction was measured on days 0, 17, 20, 23 and 27th with special
callipers. At the end of the experiment, the rats’ blood was taken from heart and for the
pathological investigation the right back leg joints were taken out. In plasma
malondialdehit, tumor necrozis factor-alfa, interleukin-1beta, interleukin-2, interleukin-6,

interleukin-10 levels were measured and their joints were investigated histopathologically.
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After Freund's Complete Adjuvant application in 17th day, Oth day of the right paw
measurement values and the control group (group 1) compared with the values in the
edema was statistically significant.

Right paw diameter in 27. day values compared to the values of 17. day first group
of a change in the values were not statistically significant 17 - 27 days paw diameter
measurements statistically 3, 4, 5, 6, 7 are seen to be of a significant reduction in the
groups.

Dimethyl sulfoxide, erdostein, caffeic acid phenetyl ester ve caffeic acid phenetyl
ester + erdostein (combined) treatment groups in an experimental model of adjuvant
arthritis and histopathological paw edema measurements show that the anti-inflammatory
effect in line. Erdosteine and the co-administration of caffeic acid phenetyl ester in the
combined group (group 6), one of the histopathological findings of adjuvant arthritis
vascular proliferation, synovial proliferation, edema and inflammation were reduced. If the
parameters in the measurement of pain alone erdosteine and it is seen that the analgesic
effect of caffeic acid phenetyl ester treatment. But on oxidative stress and inflammatory

cytokines meaningful results could not be obtained.

Key words: Adjuvant arthritis, caffeic acid phenethyl ester, diclofenac, erdostein,

rheumatoid arthritis
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