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2.3 DIHIDRO-7H-CYCLOHEPTAN [1, 4]-DIOXIN’IN SICANLARDA

ANTIINFLAMMATUAR AKTIiVITESI

OZET

Calismamizda 2.3 dihidro-7h-cycloheptan [1, 4]-dioxin’in (ADI1 olarak
kodlandirilan) antiinflammatuar aktivitesi siganlarda karragenin inflamasyon modelinde
arastirildi. Ayrica, AD-1’in kapiller damar permeabiliteye etkileri hyaluronidaz testinde
incelendi. AD-1 50,100 ve 200 mg/kg dozlarda karragenin inflamasyonunu sirast ile %
37 (p<0.05), % 71 (p<0.02) ve % 85 (p<0.001) olarak azaltmis, indometazin ise 25
mg/kg dozda karragenin inflamasyonunu % 67,9 (<0.02) oraninda baskilamistir. AD-1,
50 mg/kg dozda tavsanlarda hyaluronidazla artirilan kapiler damar permeabiliteyi 5. ve
30. dakikalarda kontrole gore anlamli azaltmistir. 25 mg/kg dozda kullanilan
indometazin de hyaluronidazin kapiller permeabilite iizerindeki etkisini anlamli olarak
inhibe etmistir. Calismamiz, AD-1’in daha yiiksek dozlarda (100 ve 200 mg/kg)
karragenin inflamasyonunun baskilanmasi ve hyaluronidazla artirilan kapiller damar
permeabilitenin azaltilmasinda indometazinden daha etkili oldugunu gostermistir.

Ayrica, AD-1 toksisitesinin indometazinden daha diigiik oldugu goriilmiistir.

Anahtar kelimeler: tropolon, karragenin, inflamasyon, sican, tavsan



VI

ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITIES OF 2.3 DIHIDRO-7H-CYCLOHEPTAN

[1, 4]-DIOXIN IN RATS

SUMMARY

In our study, anti-inflammatory activity of 2.3 dihidro-7h-cycloheptan [1, 4]-
dioxin (coded as AD1) was investigated in rats using carrageenan inflamation model. In
addition, the effects of AD1 on capillary permeability were analyzed by hyaluronidase
test. 50, 100, 200 mg/kg doses of AD-1 reduced carrageenan inflamation by 37 percent
(p<0.05), 71 percent (p<0.02) and 85 percent (p<0.001) respectively. Where as 25
mg/kg dose of indomethacine inhibited carrageenan inflamation by 67.9 percent. AD-1
at 50 mg dose, significantly reduced hyaluronidase-induced capillary permeability at Sth
and 30th minutes relative to controls in rabbits. Similarly, 25 mg/kg dose of
indomethacine significantly inhibited the effect of hyaluronidase on capillary
permeability. The present study demonstrated that, higher doses of AD-1 (100 and 200
mg/kg) were more effective in inhibiting carrageenan inflamation and in reducing
hyaluronidase-induced capillary permeability than indomethacine. It was also observed

that, toxicity of AD-1 was lower than that of indomethacine.

Key words: tropolone, carrageenan, inflammation, rat, rabbit



1. GIRIS

2.3 dihidro-7h-cycloheptan [1, 4]-dioxin (AD-1) tropolon tiirevi bir bilesiktir.
Tropolonlar, yedi iiyeli aromatik halka yapisina sahip bilesiklerdir.' Tropolonlar
bitkilerden, bakterilerden ve sentezle elde edilmektedir.”® Bu bilesikler metaller (Fe,
Cu, Zn vb.) ile selasyon yapma 6zelligine sahiptirler.”® flging halka yapilari ve selator
ozelliklerinden dolay1 pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahiptirler.7’9

Daha cok dogal olarak bitki ve bakterilerden elde edilen a-thujaplicin, hinokitiol
(B-thujaplicin), y-thujaplicin, B-dolabrin gibi tropolon tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri
arastirlmistir.>” ' Adi gecen bilesik deodorant ve gidalarda koruyucu katki maddesi

1,12

olarak halen kullanilmaktadir.””~ Giinlimiizde baslangi¢ molekiilii tropon ve tropolon

olan pek c¢ok bilesiklerin biyolojik aktivite gosterdikleri bilinmektedir; bunlar
antibakteriyel, antialerjik, antifungal ve antioksidan olarak stralanabilir.”'*""? B-
thujaplicinin antiinflammatuar etkisinin olduguda rapor edilmistir.'* Tropolondan elde
edilen azulen tiirevlerinin lipid peroksidasyonunu engelledigi gosterilmistir.'® Tropolon
tiirevlerinin metaloproteaz enzimini inhibe ettikleride bildirilmistir.'” Metaloproteaz ve
lipoksijenaz enzimlerinin inflammatuar olaylarda rolii gdsterilmistir.

Glinlimiizde antiinflammatuar aktivitenin arastirilmasi ve degerlendirilmesi igin
sicanlarda, karragenin inflamasyon modeli (penge &demi) kullanilmaktadir.'®
Karrageninin olusturdugu inflamasyonlu bolgede vaskiiler dilatasyon ve kapiller
permeabilitede artis  goriilir."” Vaskuler permeabilitenin artiginda  hyaluronidaz
enziminin rolii bilinmektedir.”® Hyaluronidaz aktivitesinin artmasi, inflamasyon

siddetine paralellik gosterdigi saptanmustir.”' Bir gok iilkede inflammatuar hastalik

tedavisinde kullanmak amaciyla antiinflammatuar ilaglar {lizerinde ¢alisilmaktadir.



Ciinkii yan etkileri daha az olan ve daha gii¢lii antiinflammatuar etki gosteren ilaglara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizin amaci, 2.3 dihidro-7h-cycloheptan [1, 4]-dioxin (AD-1 olarak
kodlandirilan) tropolon tiirevi bir bilesigin inflamasyonun akut fazina etkilerini
karragenin inflamasyon modelinde, kapiller damar permeabiliteye etkilerini ise
hyaluronidaz testinde incelemektir. Bu ¢alismamizda ayrica antiinflammatuar etkinligin,

hyaluronidaz enzim inhibisyonuna paralellik gosterip gdstermedigini ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tropolonlar

Kimyaca tropolonlar, yedi iiyeli aromatik halka yapisina sahip bilesiklerdir.'
Bitkiler ve bakteriler tropolonlarin ana kaynagi olarak bilinmektedir. Ayrica tropolonlar
sentezle de elde edilmektedir.”® Tropolonlar metallerle bilesik yapma 6zelliklerinede
sahiptirler.”® Tropolonlar bir ok biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir.”’

Bitki ve bakterilerden elde edilen a-thujaplicin, hinokitiol (B-thujaplicin), -
thujaplicin, B-dolabrinler biyolojik aktiviteleri en fazla arastirilan tropolon tiirevleri
bilesiklerdir.>”'®!" Bu bilesikler endiistri ve gida sanayiinde koruyucu katki maddesi

olarak kullanilmaktadir.''

Yukarda adi gegen tropolon tiirevlerinin antibakteriyel,
antialerjik, antifungal ve antioksidan etkilerinin oldugu deneysel olarak ortaya
konulmustur.7’13'15 Bazi tropolon tiirevlerinin (azulen) lipid peroksidasyonunu inhibe
ettigi bilinmektedir.'® Ayrica tropolon tiirevlerinin inflamasyon olayinda rolii bilinen
metaloproteaz enzimini inhibe ettikleri de rapor edilmistir.'’

Tropolon derivatlarinin asidik hydroxyl ve proton alict grubu tasimasi metallerle
selasyona izin vermekte, bu durumda aktiviteye katki saglamaktadir.”> Tropolon
derivatlarinin asidik hydroxyl ve proton alic1 grubu tasimasi metallerle selasyona izin
vermekte, bu durum biyolojik aktiviteye katki saglamaktadlr.22 Bis tropolon tiirevleri
riboniikleotit rediiktaz gibi DNA biyosentezini katalize eden enzimler i¢in gerekli
metallerle selat formu olusturmaktadir.”> Hinokitiol benzeri maddelerden, bitkisel
kaynakli olan B- dolabrin ve y-thujaplicin giiclii bir bitki bilylime inhibitoriidiir ve bu
etkileri bitkilerin klorofil igerigini azaltmalariyla ilgilidir.** Hinokitiol invitro olarak

Stafilakok aureusaya karsi antibakteriyel etki olusturmaktadir.”®  Hinokitiol

microphtalmia-associated transcription factor (MITF) tirozinaz aktivasyonunu



azaltmakta ve melanin sentezini engellemekte, hipopigmentasyona sebep olmaktadir.®
Hinokitiol ve tropolon turevleri farelerde dalak T lenfositlerinin blastogenesis ve
memeli hiicrelerinin biiytimesi iizerine sitotoksik etkilidir.*” Tropolon catecol- O-
methyltransferase (COMT)’1 inhibe etmekte, Katekolamin (noradrenalin ve dopamin)
diizeyini artirmaktadir. Katekolaminler ile cinsiyet hormonlari arasinda da iligski oldugu
belirtilmektedir.”® Bir bakteri kiiltiirinden izole edilen 3,7-dihydroxytropolone
melanomda invitro olarak sitotoksik etkili bulunmustur.29

Bitkisel kokenli, dogal olarak ortaya ¢ikan, selasyon yapabilen (6zellikle demir
iyonu ile) antibakteriyel, antifungal ve hatta 1996 dan beri Japonya’da gida koruyucu
olarak kullanilan B-thujaplicin 7 {iyeli halka yapisina sahip aromatik bir tropolon
bilesigir ve farelerde (ICR) teratojenik etki olusturmaktadir. Teratojenik etkisi doza
bagli olarak artmakta yada azalmaktadir.* Tropolon tiirevleri, ratlardan izole edilen
hepatositlerde sitotoksik etkilidir ve bu tiirevlerden sentezle hazirlanan a-thujaplicin,
antibakteriyel, bitki gelisimini inhibe eder, ve sitotoksik etkilidir.*’

Bitkisel ekstrakttan elde edilen hinokitiol (B-thujaplicin) ki o tropolone benzeri
bir maddedir ve Ultra viyole-B ile indiiklenmis apoptosis (fare eritrositlerinde)’de
antioksidan 6zelliginden dolay: giiclii bir inhibisyon mekanizmas: olusturmaktadir.*”

B-thujaplicin tropon ve tropolondan daha sitotoksiktir.”> Sentetik olarak
hazirlanmis B-thujaplicin analoglarinin diger ticari triinler (azaconazole, tebucanazole
ve copper oxine) gibi bitki mantarlar {izerine antifungal etkili belirtilmektedir.** p-
thujaplicin antiinflammatuar etkisinin oldugu da rapor edilmistir.'* Bitkilerden elde
edilen B-thujaplicin ve B-dolabrin Staphylacoccus epidermidis {izerine antibakteriyel, y-

thujaplicin ise antifungal etkilidir. Her 3 maddede metaloproteaz inhibitorii’diir. -



thujaplicin 6zellikle karboksipeptidaz A’y1 inhibe etmektedir ve B-thujaplicin’in asetatl

bilesigi ise antimikrobial ve metaloproteaz inhibe edici etki olusturmamaktadir.'”

O
O
AD1

2,3-dihydro-7H-cycloheptan [1,4] dioxin

2.2. Akut inflamasyon

Akut inflamasyon kisa siirelidir, birka¢ dakika ile birka¢ giin siirer. Vaskiiler
olaylarin temel rol oynadig1 akut inflamasyon, zedeleyici etkene kars1 dokuda ilk olusan
cevaptir. Vaskiiler alandaki hemodinamik degisikliklerle, polimorfoniikleer 16kositlerin
hareketleri birlikte olaylar dizisini olusturur. Akut inflamasyon eksudasyon (vaskiiler)

ve l16kosit akiimiilasyonu (hiicresel) ile karakterizedir.”

2.2.1. Inflamasyonun Kimyasal Mediyatérleri
2.2.1.1. Vazoaktif Aminler

Histamin: Histamin Ozellikle mast hiicrelerinden daha az oranda da bazofiller ve
trombositlerden salmir. Histamin fizik zedelenme, immiin reaksiyonlar, kompleman
parcaciklar1 (C3a,C5a) ve sitokinler gibi uyaranlarla salinir. Arteriol dilatasyonu ve

veniillerde permeabilite artisina yol agar.’*’



Serotonin: Serotonin ya da diger adiyla 5-HT (5-Hidroksitriptamin) esansiyel bir
aminoasit olan triptofandan sentezlenir.”® Intestinal mukozada bulunan enterokromaffin
hiicrelerde lokalize olmustur. Serotonin burada diiz kaslar1 uyararak gastrointestinal
motiliteyi arttirir. Kandaki tiim serotonin trombositlerde depolanir. Trombosit
agregasyonu ile sahnimi uyarilir. Serotoninin lokal enjeksiyonu o bdlgede inflamasyona

yol agar.***

2.2.1.2. Plazma Proteazlan

Kompleman Sistemi: Kompleman sistemi ayrigma iirtinleri ile birlikte 20 protein

komponentinden olusur.Cl'den C9'a kadar siralanan komponentler normalde plazmada
inaktif halde bulunurlar. Aktivasyonlar1 klasik ve alternatif olmak iizere iki yol
iizerinden gerceklesir. C3'lin ayrimlagsmasi en kritik asama olup, her iki yol da bu
noktadan sonra ortak aktivasyon sekli izler. Antijen-antikor kompleksleri klasik yolu,
mikrobial yiizeyler ve polisakkaridler ise alternatif yolu aktive ederler. Bu
komponentler i¢cinde bazilar1 digerlerine gore daha sik olarak inflamasyon siireci i¢cinde
yer alir ve iyi taninirlar. Bunlardan, C3a ve C5a (anaflatoksinler olarak da bilinirler)
histamin aracilig1 ile vaskiiler permeabiliteyi artirir, vazodilatasyona neden olurlar. C5a,
ayni zamanda nétrofil ve diger hiicreler i¢in oldukg¢a kuvvetli kemotaktik ajan olup,
l6kositlerin endotele adezyonunda gorev alir. C3b ve C3bi ise opsonin olarak bilinir ve
fagositozu kolaylastirir.*®

Pihtilasma Sistemi: Hageman faktoriiniin aktivasyonu sonrasi ortaya ¢ikan bir

dizi plazma proteininden olusur. Ayrimlagma silirecinin sonunda fibrinojenden fibrin
olusur, bu sirada fibrinopeptidler de ortaya ¢ikar. Fibrinopeptidler vaskiiler

permeabiliteyi artirirlar ve I6kositler igin kemotaktiktirler. Fibronolitik sistemin



calismasi sonrasinda plazmin araciligi ile olusan fibrin yikim {iriinleri de permeabiliteyi
artiric1 etkiye sahiptir.*

Kinin Sistemi: Hageman faktoriiniin aktivasyonu ile tetiklenen bir sistemdir.
Kinin sisteminin en iyi bilenen mediyatorii bradikinin'dir. Bu mediyator vaskiiler
permeabiliteyi artirir, diiz kas kontraksiyonu yapar, kan damarlarin1 dilate eder ve
inflamasyonda agri duyusundan sorumludur.*! Ayrica deriye enjekte edildiginde agri
olusturur. Bradikininin etkisi kisa siirelidir. Ciinkii plazma ve dokularda bulunan
kininazlarla hizh bir sekilde parcalanir. Bradikininler, P maddesi ve prostanoidler agri

41,42

yolaklarini uyararak inflamasyonun dolor'unu olustururlar. Kininler etkilerini BI ve

41,42

B2 olarak adlandirilan iki tip reseptorle olustururlar. B1 reseptorleri doku hasari ve

inflamasyon gibi patolojik durumlarda indiiklenirken, normal dokularda bulunmaz.'*
B2 reseptorleri afferent sinir uglarinda ve SSS'de bulunur, agri reseptorlerinin
duyarliligin1 artirir.

P Maddesi: P maddesi santral sinir sistemi (SSS)'de yaygin olarak bulunur. P
maddesinin periferden gelen ve nosiseptif uyarilar1 SSS'ne tasiyan primer duyusal
noronlarda, omuriligin arka boynuzunda ve duyusal trigeminus g¢ekirdegindeki akson
uclarinda glutamat ile birlikte bulundugu gosterilmistir. P maddesi SSS' de agrinin
birinci nérondan ikinci nérona taginmasinda rol oynar. Yapilan bir¢ok deneysel ¢alisma
P maddesinin inflamatuvar cevaba katkisi oldugunu desteklemektedir.** Levvis'in ticlii
cevabinda vazodilatasyon yapmasi ve ayrica karrageninle olusturulan inflamasyon

modelinde (sigan pengesinde yapilan Ol¢liimlerde 15. dakika ve sonrasinda) P

maddesinin artmas1 bu kaniti desteklemektedir.*



2.2.1.3. Arasidonik Asit Metabolitleri

Aragidonik asit (AA) hiicre membranmdaki fosfolipidlerde 6nemli bir miktarda
bulunur. Selliiler fosfolipaz aktivasyonuyla membran fosfolipitlerinden ortaya ¢ikar.*
Hiicresel fosfolipazlar mekanik, kimyasal, fiziksel uyar1 veya CS5a gibi iltihabi
mediyatorlerce aktive edilirler.

AA metabolizmasi iki major yoldan biri seklinde ilerler. Farkli yolaklardan
siklooksijenaz iirtinleri ve lipoksijenaz iirlinleri olusur.”’

Siklooksijenaz Uriinleri: Burada prostaglandin E2 (PGE2), prostaglandin D2

(PGD2), prostaglandin F2a (PGF2a), PG1 ve tromboksan (TXA2) bulunur. Arasidonik
asit COX enzimi ile siklik endoperoksitlere (PGG2, PGH2) déniisiir.** PGE, PGF ve
PGD'lere primer PG'ler adi verilir.*® Primer PG'ler inflamasyonda anahtar mediyator
olarak rol oynarlar. Son yapilan g¢aligmalarda COX"un iki formu (COX-1 e COX-2)
oldugu gosterilmistir.*’ COX-1 ile COX-2 arasindaki en énemli fark COX-I' in esas
olarak yapisal, COX-2' nin ise indiiklenebilir olmasidir.”® COX-1 ayrica damar
endotelinde, trombositlerde, bobrek glomeriil ve tubuliis hiicrelerinde ve vezikula
seminaliste fazla miktarda bulunur. COX-2'nin basta endotoksinler, interlokin-a,
interlokin-6 ve timdr nekroz faktor, olmak iizere inflamasyona neden olan degisik
faktorlerce (baz1 biiylime faktdrleri, trombosit aktive edici faktdr, endotelin, koryonik
gonadotropin, serotonin ve ayrica mekanik bir uyar1 olan siirtlinme stresi) indiiklenir.
Bu nedenle COX-2 aktivitesinin artmasi, inflamasyon gibi patolojik olaylardan sorumlu
olan PG sentezini artirmaktadir.”’ COX enzimi iiriinleri olan PG'lerin degisik etkileri
bulunmaktadir. PGEl'in intradermal injeksiyonu eritem ve hiperaljezi olusturur.
Karragenin, histamin, bradikinin ile olusan 6dematdz cevabi potansiyelize eder. PGE2

ise hiperaljezi olusturur. Cok diisiik dozlarda bile olsa karragenin, histamin, bradikinin



ile olusan O0dematdz cevabi potansiyelize eder. Diisilk dozlarda diger inflamasyon
mediyatorlerinin etkilerini arttirirken, yiiksek dozlarda direkt inflamatuvar etki

olusturur. PGG2'nin etkileri PGE2'ye benzemektedir.”'

Lipooksijenaz Uriinleri: 5-lipooksijenaz (5-LO) nétrofillerde baskin olarak

bulunan ve AA'den lokotrienlerin olusumunu saglayan bir enzimdir. LO enziminin
iriinleri lokotrienlerdir (LT). LT'lerden LTB4 kemotakside gorev alir. LTC4, LTD4,

LTE4 ise vazokonstriksiyon, bronkospazm ve permeabilite artisina yol acarlar. Bu

mediyatérlerin rol aldigi en klasik hastalik Srnegi bronsiyel astimdir.”*?

Ozet olarak; agr1 ve ates mekanizmasi da dahil olmak iizere eiokozanoidler akut

inflamasyonun her agsamasinda yer alirlar.
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2.2.1.4. Trombosit Aktive Edici Faktor (PAF)

Trombosit aktive eden faktdr (PAF), fosfolipid kdkenli bir mediyatordiir. Mast
hiicresi ve bazofil bagta olmak iizere birgok hiicreden salinir. Vaskiiler permeabiliteyi
artirir, 16kosit agregasyonu adezyonu ve kemotaksisini saglar. Trombositleri aktive eder,

. . . .o . . . . 4
eikozanoidler basta olmak iizere diger bazi mediyatérlerin sentezini de uyarir.”*>

2.2.1.5. Sitokinler

Sitokinler, aktive olmus lenfositler ve makrofajlar basta olmak {izere bir¢cok
hiicreden sentezlenir ve diger hiicrelerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayan
polipeptid yapidaki maddelerdir. Hiicresel immiin cevap ilizerine etkilerinin yanisira
inflamatuvar yamitin olusumunda da ilave &nemli rolleri vardir.*® Inflamasyonun
olugmasinda rol alan en 6nemli sitokinler; interlokin-1 (IL-1), interlokin-8 (IL-8), tiimdr

nekrozis faktor (TNF o ve B), interferon (IFN y) ve kemokinlerdir.*’

2.2.1.6. Nitrik Oksit ve Oksijen Kaynakh Serbest Radikaller

Nitrik oksit (NO) son donemlerin yeni popiiler mediyatoridiir. Soliibl, serbest
radikal gaz olan nitrik oksit, endotel kokenli gevsetici faktor (EDRF) benzeri etki
gosterir. Sadece endotelden degil, makrofajlardan ve beyindeki spesifik ndronlardan da
salmir. L-arginin, molekiiler oksijen ve NADPH'dan nitrik oksit sentez enzimi (NOS)
ile sentezlenir. iki tip NOS vardir. Endotel hiicreleri ve néronlarda sitoplazmik
kalsiyumun artis1 ile NOS hizli bir sekilde sentezlenir. Makrofaj NOS'" ise hiicrenin
aktive olmasi ile sentezlenebilir. NO damar duvarindaki diiz kaslar1 gevsetme yani sira,
trombositlerde agregasyona ve adezyona neden olur. Ek olarak makrofajlarda sentez

edilen formu, serbest radikal olarak davranir ve bazi mikroorganizmalar ve timor
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hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterir. Septik sokta kontrolsiiz NO salinimi periferde

vazodilatasyon ve agir sok tablosuna yol acar.”"®

2.2.1.7. Lizozomal Unsurlar

Notrofil ve monositler lizozomal graniiller igerirler. Notrofillerde {i¢ tip graniil
izlenir. Spesifik graniiller laktoferrin, lizozim, defensin, alkalen fosfataz ve kollejenaz
gibi enzimler igerir. Primer graniiller myeloperoksidaz, lizozim, defensin, asit
hidrolazlar ve ndtral proteazlar igerir. Tersiyer graniillerde ise; asit hidrolazlar ve
jelatinazlar bulunur. Bu enzimlerin bir¢cogu matriks proteinlerini pargalayarak,

destriiktif doku hasarina neden olurlar.>

2.3. Kronik inflamasyon

Kronik inflamasyon aktif iltihap ve iyilesme siireclerinin birlikte goriildiigii uzun
siireli bir inflamasyon olarak kabul edilir.*

Kronik inflamasyon akut inflamasyonu izleyebilir. Bu gecis zedeleyici etkenlerin
israrla devam etmesi veya iyilesme siireclerinde bozukluklar nedeniyle ortaya cikar.
Zedelenmenin bazi tiirlerinde ise zedeleyici etkene karsi yanit baslangigtan itibaren
kronik inflamasyondur. Kronik inflamasyonu ortaya cikaran zedeleyici etkenler akut
inflamasyon yapanlardan daha az toksik olmalarina ragmen, iyilestirme siireclerinde bir
yetersizlik olmasi daha uzun siliren bir zedelenmeye neden olabilir. Fibrozis birgok
kronik inflamatuvar hastaligin ortak o6zelligidir ve organ disfonksiyonunun 6nemli
nedenlerinden biridir. Kronik inflamasyon; inat¢1 enfeksiyonlar, potansiyel toksik

ajanlara uzun siire maruz kalma ve otoimmiin hastaliklar sirasinda olusabilir.**>
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hayvanlar

Calismamizda kullanilan hayvanlar (sigan ve tavsanlar) Atatiirk Universitesi
Tibbi Deneysel uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi. Deney i¢in agirliklar
220-230 gram arasinda degisen toplam 60 adet albino Wistar tiirii erkek sigan ve 18 adet
albino tavsan (3,5-4 kg) kullanildi. Hayvanlar deney 6ncesi gruplar halinde laboratuarda

normal oda sicakliginda (22 C°) barindirildi ve beslendi.

3.2. Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan 2.3 dihidro-7h-cycloheptan [1, 4]-dioxin (AD-1)
Atatatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Prof.
Dr. Arif DASTAN ve Prof. Dr. Metin BALCI tarafindan sentezlenmistir. Ayrica
indometazin, Karragenin, tripan mavisi SIGMA’dan, hyaluronidaz ise Kiyevskoye
predpriyetiye po proizvodstuu bakteriynih preparatov (Kiev UKRAINA )’den temin

edildi.

AD-1 in sicanlarda karrageninle olusturulan inflamasyonlu pence ddemine etkisi

Deneyimizin bu serisinde AD-1’in antiinflamatuar etkisi sicanlarda karrageninle
olusturulan inflamasyonlu pence édeminde arastirildi® (Sekil 1). Deney 6ncesi 5 gruba
ayrilan si¢anlarin ilk 3 grubuna sirasi ile AD-1 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda agizdan

sonda ile uygulandi. AD-1’in antiinflammatuar etki giiclinii karsilastirmak icin
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sicanlarin bir bagka grubuna (4. grup ) indometazin 25 mg/kg dozda aymi yontemle

agizdan verildi. Kontrol grubuna ise ¢oziicii olarak ayni1 hacimde distile su verildi.

Sekil 1: Karageninle olusturulan inflamasyonlu sigan pencesi

Ilaglar verildikten 1 saat sonra biitiin siganlarin ayak pengesine 0.1 ml % 1’lik
karragenin enjekte edildi. Karragenin enjekte edilmeden Once hayvanlarin ayak
hacimleri diz eklemine kadar pletismometrede (Sekil 2) olgiildii. Karrageninin
olusturdugu inflamasyonlu penge hacim artis1 her saat basi1 5 kez odlgiildii. AD-1 ve
indometazinin antiinflamatuar etkileri kontrol grubundan elde edilen sonuglarla

kargilastirilarak tespit edildi.
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Sekil 2: Pletismometre

3.3. Hyaluronidaz testi

Deneyin bu serisinde AD-1 ve indometazinin hyaluronidazla artirilan kapiller
damar permeabilitesine etkisi aragtirildi.®* Deney icin agirliklar1 3.5-4 kg olan 18 adet
albino tavsan kullamldi. Deney Oncesi tavsanlar gruplara boliinerek bilateral batin
bolgeleri traglandi. Tavsanlarin bir grubuna AD-1 50 mg/kg diger bir gruba indometazin
10 mg/kg dozlarda agizdan sonda ile verildi. Kontrol grubuna ise ayni hacimde distile
su verildi. Daha sonra 128 iinite hyaluronidaz 1 ml izotonik NaCl i¢inde ¢6ziildii ve bu
solusyonun 0.5 ml’si i¢ine 0.8 ml tripan mavisi (% 075°1lik) ¢ozeltisi eklendi. Son
karisimin 0.1 ml’si ilaglar verildikten bir saat sonra traglanmis bolgeye subkutan olarak

enjekte edildi. Enjeksiyonun 5. ve 30. dakikalarinda beliren mavi alan mm® cinsinden
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oOlgiildii. Beliren mavi alanin kiiciik olmasi1 hyaluronidaz enzimi aktivitesi ve kapiller

damar permeabilitesinin azaldigini gostermektedir.

3.4. Akut toksisite

AD-1’in akut toksisitesi 250, 500 ve 1000 mg/kg dozlarda arastirildi. AD-1
uygulanan siganlar 24 saat kontrol altinda tutuldu. AD-1 in akut toksisitesi
indometazinle karsilastirildi. Bu amagla indometazin hayvanlara 25 ve 50 mg/kg
dozlarda uygulandi. Akut toksisite bu siire icerisinde Olen sican sayismna gore

degerlendirildi.®
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4. BULGULAR

4.1. Karragenin inflamasyon testi

Tablo 1’den goriildiigii gibi AD-1 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda karragenin
olusturdugu inflamasyonlu pence 6demini dérdiincu saatte kontrol grubuna gore sirasi
ile % 37 (p<0.05), % 71 (p<0.02) ve % 85 (p<0.001) olarak azaltmistir. Bu oran
indometazin i¢in % 67,9 (<0.02) olmustur. Kontrol grubunda inflamasyonlu ayak hacmi
normale gore 0,56 ml artis gosterirken, belirtilen dozlarda AD-1 ve indometazin alan

sigan gruplarinda bu artig sirasi ile 0.23, 0.07, 0.09, 0.17 ve 0.56 ml olarak 6l¢iilmiistiir.

4.2. Hyaluronidaz testi

Tablo 2’den goriildiigii gibi 50 mg/kg dozda AD-1 alan tavsanlarda tripan
mavisinin cilt altinda yayilma alam1 5. ve 30. dakikalarda 220.1 (p<0.05) ve 251
(p<0.01) mm? olurken bu alan indometazin (25 mg/kg) ve kontrol grubunda 239,3

<0.05), 270.5 (p<0.01) ve 277, 485,8 mm? olarak belirlendi.
(p p

Sekil 3:Tripan mavisi ile hyalurinidazin birlikte verilmesi ile olusan kapiller permeabilite artigi
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4.3. Akut toksisite

Sicanlara 250, 500 mg/kg dozlarda agizdan uygulanan AD-1 hi¢bir dozda 6liim
olusturmadi. Fakat 1000 mg/kg dozda &liim olusturdu. Indometazini 25 mg/kg dozda
alan siganlarda oliim goriilmedi. Fakat 50 mg/kg dozda indometazin alan si¢anlarin
timii oldii.

Elde edilen sonuglar ortalama + standart hata olarak gdsterildi. Sonuclarin
degerlendirilmesi i¢in tek yonlii varyans analizinde Tukey HSD testi kullanildi. p < 0.05

anlamli olarak kabul edildi.
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Tablo 1. AD-1 ve Indometazinin sicanlarda Karrageninle olusturulan inflamasyonlu

pence 6demine etkisi

Sicanlarin ayak
hacmi ml’de

5 £
; Hayvan Doz = S £ € | Antiinflamatuar etki
llaglar sayist mg/kg § g §n g § % de P

% (=] ] 5;' =

E° | EE3

— g
AD-1 6 50 0,86 1,09 37 <0,05
AD-1 6 100 0,96 1,03 71 <0,02
AD-1 6 200 0,91 1,00 85 <0,001
Indometazin 6 25 0,89 1,06 67,9 <0,02
Kontrol 6 _ 0,84 1,40 _ _
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Tablo 2. AD-1 ve Indometazinin tavsanlarda Hyaluronidazla artirilan kapiller damar

permeabiliteye etkileri

Hyaluronidazin dagilim alani mm®de

laclar Hayvan Doz - -

say1st mg/kg | 5. dakikada P 30. dakikada P
AD-1 6 50 220,1+17 | <0,05 251+19 <0,01
Indometazin 6 10 239,3+21 | <0,05 270,5 + 26 <0,01
Kontrol 6 277,0 £33 485,8 +43
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5. TARTISMA

Bu calismada, AD-1’in antiinflammatuar etkisi sicanlarda karrageninle
olusturulan inflamasyonlu penge Odeminde arastirildi. Ayrica tavsanlarda
hyaluronidazla artirilan kapiler damar permeabiliteye etkisi incelendi (Sekil 3). Deney
sonuclarimiz AD-1’in kullanilan tiim dozlarda karragenin inflamasyonunu anlaml
azalttigini gostermistir. Bu sonuglardan AD-1’in antiinflammatuar etkisinin doz artigina
paralellik gdosterdigi anlagilmistir. AD-1’in  kullanilan tim dozlar1 arasindaki
antiinflamatuar etki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. AD-1’in 100 ve 200 mg/kg
dozlarinin karragenin inflamasyonunun 4. saatinde indometazinden daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar AD-1’in 100 ve 200 mg/kg dozlarn karragenin
inflamasyonunun hem erken hem de ge¢ fazlarini inhibe ettigini gostermektedir.

Bilindigi gibi karragenin inflamasyonu iki fazdan olusur: Bunlar erken ve gec
faz olarak adlandirilir.’® Erken fazin histamin , seratonin ve bradikinin salimimina bagh
oldugu, ge¢ fazin ise PG olusumuna bagh olarak gelistigi gosterilmistir.®” Karrageninin
olusturdugu inflamasyonda adi gegen bu mediyatorler disinda, NO (nitrik oksid)
sentezinin artmasi, hidrojen peroksid (H202), siiperoksid (O) , hidroksil radikaller ve
PNL aktivasyonu yer almaktadir.’”** PNL inflamasyonun siddetlenmesinde rol oynar.”
Deneysel calismalar PNL lerin aktivasyonunuda kalsiyum iyonlarinin 6nemli rol
aldigimi gostermistir.”' Kalsiyum iyonlar1 hiicrelerde 5-Lo az enzimini aktive ederek
lipoksigenaz {iriinlerinin sentezine yol agar. Ayrica sitosolik fosfalipaz A2 yi aktive
ederekte eikozanoid sentezini artirir.”* Karageninle olusturulan inflamasyon modeli
COX’a bagimli bir reaksiyondur ve COX inhibisyonunun tanimlanmasi i¢in kullanilan
bir yontemdir; bir caligmada karragenine bagli 6demde lipoksigenaz enzimlerinde

roliinu gostermislerdir.”
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AD-1’in 100 ve 200 mg/kg dozlarda karragenin inflamasyonunu hem erken
hemde ge¢ fazlarinda baskilamasi histamin, seratonin, bradikinin ve PG olusumunun
inhibisyonunudan kaynaklandigimi diisiindiirebilir. Ayrica 50 mg/kg dozda erken fazda
etkili olamamasi, bu dozda erken fazda salgilanan inflamasyon mediyetorlerini inhibe
edememesinden ileri gelmis olabilir. Bu deney sonuglarimiz  AD-1’inde
antiinflammatuar etkisinin Indometazin ve diger NSAII ler gibi inflamasyon
mediyetorleri iizerinden olusturdugunu gostermektedir. Indometazini 25 mg/kg dozda
kullanmamizin nedeni bu dozda karragenin inflamasyonunu daha diisiik dozlara gore

63-65 indometazinde diger nonsteroid antiinflamatuar ilaglar gibi

giiclii baskilamasidir.
histamin, bradikinin, seratonin PG sentezini inhibe ederek antiinflamatuar etki
olusturdugu bilinmektedir.”*  Literatiirlerde =~ AD-1’in  antiinflammatuar  etki
mekanizmasina yOnelik c¢alismalara rastlanmadi. Fakat tropolon tiirevlerinin
inflamasyon olayinda rolil bilinen Lipoksigenazi in-vitro olarak inhibe ettigi rapor
edilmistir.”

Deneyimizin ikinci serisinde AD-1 ve indometazinin tavsanlarda hyaluronidazla
artirilan kapiller damar permeabiliteye etkisi aragtirildi. 50 mg/kg dozda kullanilan AD-
1 hyaluronidazla artirilan kapiller damar permeabiliteyi indometazin kadar anlaml
azaltmistir. Indometazinin bu dozu (10 mg/kg) bundan dnceki ¢alismalarda da artmis
kapiler permeabiliteyi anlaml olarak azaltmistir.**’®”” Hem AD-1, hem de indometazin
hyaluronidaz dagilim alanmmi 5. ve 30. dakikalarda kontrole gore anlamli olarak
kiigliltmiistiir. Inflamasyonlu bolgede vaskiiler dilatasyon ve permeabilite de artis
goriiliir. Vaskiiler permeabilite artisinda hyaluronidaz enziminin rolii bilinmektedir.”
Inflamasyon esnasinda hyaluronidaz aktivitesi yiikselir ve inflamasyon azalmasi ile

2

hyaluronidaz aktivitesinin azalmasi paralellik gt')s‘[erir.1 Elde edilen sonuglarimiz
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antiinflammatuar etkinlik ile hyaluronidaz enzim inhibisyonu arasindaki iligkinin
oldugunu ortaya koymustur. AD-1 ve indometazinin antiinflammatuar etki olusturan
dozlarda, hyaluronidaz aktivitesinde anlamli inhibe etmesi, AD-1'in de
antiinflammatuar etki mekanizmasinda hyaluronidaz enzim inhibisyonunun roliinii
gostermektedir.

Antiinflammatuar aktiviteye sahip ilag ve maddelerin tavsanlarda hyaluronidazla
artirilan kapiler damar permeabiliteyi azalttiklar giisterilmistir.79 Bu calisma sonuglari
bizim sonuglarimizla uyum igerisindedir.

Literatiirlerde tropolon tiirevlerinin kapiler damar permeabiliteye etkilerine ait
bilgilere rastlanmadi. Fakat hidroksitropolonlarin inositol monofosfat, ALP ve B-
monoksijenaz gibi enzimleri yarigsmali yada yarigmasiz bir sekilde inhibe ettikleri
gijsterilmistir.80 Aragidonik asit, monoksijenaz enzimleri ile de metabilize olunur: Bu
metabolitler hidroksicikozatetraenoik asit (HETEA), epoksicikozatrienoik asit (EETA)
ve 19,20-hidroksiarasidonatlardir. Arasidonik asidin epoksi grubu igeren metabolitleri
(11,12-EETA) damarlar1 giiglii genisletir.”® Tropolonlarin monoksijenazi inhibe etmeleri
arasidonik asitten giicli vazodilatasyon yapan epoksi metabolitlerinin {iretiminin
azalmasina yol acabilir. Bu son olay artmis damar gecirgenliginin azalmasinda katki
saglamis olabilir.

Sonug olarak AD-1’in indometazine gdre daha giiclii antiinflamatuar etkili ve
diisiik toksisiteli bir ajan oldugu sdylenebilir. AD-1’in antiinflammatuar etki
mekanizmasinin indometazine benzer oldugu tahmin edilebilir. Fakat AD-1’in
antiinflamatuar etki mekanizmasina agiklik getirilebilmesi i¢in daha detayli ¢alismalarin

yapilmas1 gerekmektedir.
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