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ONSOZ

Doktora egitimim sirasinda bilgi, yardim ve ilgilerini hi¢cbir zaman esirgemeyen, tez
calismamda her tiirlii destek saglayan ve bana yol gosteren kiymetli hocam Sayin
Dog. Dr. Giinnur OZBAKIS DENGIZ ile, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalinin
ogretim iiyelerinden Prof. Dr. Z. Nur BANOGLU ve Prof. Dr. Emine YILMAZ
SIPAHI’ye tesekkiir ederim. Ayrica, calismamin histopatolojik analizi ve
degerlendirilmesinde yardimci olan Dog. Dr. Niliifer KANDEMIR e yiirekten
tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, bana burs imkani saglayan “Tirkiye Burslari” na, Addis Ababa
Universitesi'ne ve doktora egitimim siiresince ilgi, sevgi ve sonsuz destekleri ile
daima yanimda olan esime ve en sikintili anlarimda bile yiiziimii giildiiren

cocuklarima sonsuz tesekkiirler.

Shemsu Umer HUSSEN
Mayis 2017, ZONGULDAK



OZET
Shemsu Umer HUSSEN, Degisik Heparin Tiirevlerinin Sicanlarda Deneysel
Agri ve inflamasyon Modelleri Uzerine Etkisi. Biilent Ecevit Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi,

Zonguldak, 2017.

Calismamizda, sicanlarda degisik heparin tiirevlerinin (heparin, enoksaparin ve
bemiparin) akut ve kronik anti-inflamatuvar ve analjezik etkilerinin var olup
olmadigin1 arastirdik.

Calismamizda akut inflamasyon karragenin modeli, kronik inflamasyon koton-pellet
graniiloma testi, analjezik etki hot-plate agri modeli ile degerlendirildi. Akut
inflamasyon ve agr1 ¢alismalarinda heparin (100-500-1000 U/kg), enoksaparin (100-
200-400 U/kg) ve bemiparin (125-250-500 U/kg) dozlarinda kullanilds.

Karragenin pence 6demi modelinde, penge hacimleri, iki ayak arasindaki agirlik
farklar1 ve histopatolojik olarak degerlendirildiginde heparin (100-1000 U/kg)
kontrol grubuna gore belirgin antiinflamatuvar etki gostermistir (p<0.05). Bemiparin
ise sadece diisiik dozda (125 U/kg) 2. ve 3.saatte inflamasyonu azaltmis (p<0.05)
ancak 1iki ayak arasindaki agirlik farki ve histopatolojik sonuglar bunu
desteklememistir. Enoksaparin ise anlamli antiinflamatuvar etki gostermemistir.
Koton-pellet graniiloma testinde heparin (1000 U/kg) ve bemiparin (125 U/kg)
belirgin antiproliferatif etkiler gostermis. Hot-plate testinde, enoksaparin (100, 200
ve 400 U/kg) genel olarak tiim 6lg¢iimlerde anlamli antinosiseptif etki gosterirken,
heparin(tim dozlarda) ve bemiparin (125 U/kg) ise sadece 30.dakikada belirgin
antinosiseptif etki gostermislerdir.

Sonug olarak, heparin ve bemiparin akut ve kronik antiinflamatuvar ve erken
donemde antinosiseptif etkiler gostermislerdir. Akut antiinflamatuvar etkilerinin bazi
noromediyatorlerin (histamin, serotonin, kinin, prostaglandin vb, salinimi) ve aktive
pihtilagsma faktorlerinin inhibisyonuna bagli olabilecegini, sergiledikleri kronik
antiinflamatuvar etkilerinin ise bazi1 kronik inflamatuvar hastaliklar i¢in olumlu bir
0zellik oldugunu diisiinmekteyiz. Calismamizda, enoksaparinin sadece antinosiseptif
etkiler gostermesi ise, bu etkilerinin farkli mekanizmalar iizerinden olabilecegini
diistindiirmistiir.

Anahtar kelimeler: Heparin, Enoksaparin, Bemiparin, Hot-Plate, Karragenin,
Inflamasyon, Koton-Pellet Granuloma Testi, Siganlar



ABSTRACT
Shemsu Umer HUSSEN, Effects of Different Heparin Derivatives on Experimental
Pain and Inflammation Models in Rats. Biilent Ecevit University, Institute of Health
Sciences, Department of Medical Pharmacology, Doctorate Thesis, Zonguldak, 2017.

In our study, we investigated whether different heparin derivatives (heparin,
enoxaparin and bemiparin) have acute and chronic anti-inflammatory and analgesic
effects in rats.

In our study, acute inflammation in carrageenan model, chronic inflammation in
cotton-pellet granuloma test and analgesic effect by hot-plate pain model were
evaluated. In acute inflammation and pain studies, heparin (100-500-1000 U/Kg),
enoxaparin (100-200-400 U/kg) and bemiparin (125-250-500 U/kg) doses were used.
In carrageenan induced paw edema model in rats, heparin (100-1000 U/kg) showed
significant anti-inflammatory effect compared to the control group based on paw
volumes, weight differences between the two feet and histopathologic evaluations.
Bemiparin reduced inflammation at 2" and 3 h only at low doses (125 U / kg), but
the weight difference between the two feet and histopathological results did not
support this. Enoxaparin did not show significant anti-inflammatory effect. Heparin
(1000 U/kg) and bemiparin (125 U / kg) showed significant antiproliferative effects
in the coton-pellet granuloma test. In the hot-plate test, enoxaparin (100, 200 and 400
U / kg) showed significant antinociceptive effects in all measurements, whereas
heparin (at all doses) and bemiparin (125 U / kg) showed significant antinociceptive
effect only at the 30" minute.

In conclusion, heparin and bemiparin showed acute and chronic antiinflammatory
and early phase antinociceptive effects. We think that acute antiinflammatory effects
may be due to the inhibition of some neuromediators (histamine, serotonin,
prostaglandin, etc) and active coagulation factors, while their chronic
antiinflammatory effects may be a favorable feature for some chronic inflammatory
diseases. In our study, enoxaparin showed only antinociceptive effect and this may be
through a different mechanisms.

Key words: Heparin, Enoxaparin, Bemiparin, Hot-Plate, carragenin, Inflammation,

Koton-pellet granuloma test, Rats.
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1. GIRIS

inflamasyon, vaskiiler dokularin zararli uyaranlara kars1 baslattign karmasik
ve spesifik olmayan biyolojik bir cevaptir. Bu cevap zararli uyaranlar1 ortadan
kaldirmak ve iyilesme siirecini baslatmak i¢in organizmanin koruyucu bir girisimidir
(1-3). inflamasyonun baslangicinda, farkli hiicreler aktif hale gelir ve inflamatuvar
mediatorleri serbest birakirlar. Bu mediatorler vazodilatasyon ve vaskiiler
gecirgenligi artirarak plazma proteinlerinin  ve sivilarin  eksiidasyonuna ve
16kositlerin yarali dokulara go¢ etmelerine neden olurlar ve inflamasyon ya
sinirlandirilmig  olur ya da kroniklesir. Smirlandirilmis inflamasyonun klasik
belirtileri  kizariklik, sislik, sicaklik, agr1 ve fonksiyon kaybidir. Inflamasyon
ilerlediginde ise sistemik belirtileri (ates, titreme, takipne, hiperpne ve tasikardi)
ortaya ¢ikar (4, 5).

Inflamasyon cesitli nedenlere bagl olabilir. Bunlar; enfeksiyonlar, alerjenler,
kimyasal maddeler, travmalar, otoimmiin hastaliklar, koagiilopatiler, hipoksi ve hipo-
hipertermi gibi metabolik durumlardir. inflamasyonun tetiklenmesi bircok farkli
mekanizma ile olsa da, bu uyaranlara verilen cevap aymdir. Inflamasyonun
fizyopatolojisinde hemodinamik degisiklikler, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)
infiltrasyonu ve inflamatuvar mediatérlerin salinimi 6nemli rol oynamaktadir. Birgok
hiicre tarafindan lokal olarak {iretilen histamin, serotonin, arasidonik asit
metabolitleri, sitokinler, nitrik oksit, serbest oksijen radikalleri, lizozomal enzimler
gibi kimyasal mediatorlerle birlikte, plazma kokenli kompleman, kinin, koagiilasyon
ve fibrinolitik sistemlerin aktivasyonu da inflamasyondaki semptomlardan ve doku
hasarinin olusumundan sorumlu tutulmuslardir (6, 7).

Inflamasyon ile pihtilasma sistemleri arasinda iki yonlii etkilesim vardir. Bu iki
sistem arasindaki baglantiy1r trombin olusturur. Trombinin, proteaz ile aktive edilen
reseptorlere (PAR) baglanarak proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1p, IL-6 ve TNF-a)
tiretimini ve sekresyonunu artirdidi, endotel hiicreleri, monositler ve nétrofilerde p-
selektin ekspresyonuna yol actigi, siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin indiiklenmesine ve
NO iiretimine neden oldugu bildirilmektedir (8-11). Ayrica, trombinin PAR’1 aktive
ederek mast hiicrelerinden vazoaktif aminlerin salimina yol actigi ve PMNL’ler i¢in

onemli bir kemotaktik madde oldugu ileri siiriilmektedir (12).



Inflamatuar cevabi modiile eden tedavi segenekleri, ya inflamatuvar yoldaki
mediatdrleri ya da belirli hedefleri baskilayarak gerceklesir. Inflamatuar hastaliklarin
tedavisinde steroidal ve non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAII)
kullanilmaktadir ve bunlarin uzun siire kullanilmasi ¢ok ciddi yan etkilere yol
acmaktadir. Bundan dolay1 yan etkileri minimum ve giivenilirligi yliksek olan anti-
inflamatuvar ilaglara ihtiyag duyulmaktadir (13, 14).

Memelilerin, mukozal ve konnektif dokulardaki mast hiicrelerinde endojen
heparin bulunur ve bu heparinin inflamatuvar cevabin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynadig bildirilmektedir. Ayrica, heparin inflamasyon kaskadinda yer alan farkli
proteinlere baglanarak bu proteinlerin pro-inflamatuvar etkilerini inhibe etmektedir
(15). Heparin 1930’lu yillardan beri klinikte kullanilan, trombozun ve pulmoner
embolinin dnlenmesinde ve tedavisindeki etkinligi iyi bilinen bir ilactir. 1980’lerden
sonra kanamaya neden olmaksizin antikoagulan etki yapan diisiik molekiil agirlikli
heparin (DMAH) preparatlar1 kullanilmaya baslamistir (16). Son yillarda heparin ve
DMAH preparatlarinin antikoagiilan etkilerine ilave olarak antiinflamatuvar ve
immiinmodiilatér O6zelliklerinin de oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle astim,
pulmoner fibrozis ve inflamatuvar barsak hastaliklarinda faydali olabilecekleri
disiiniilmektedir. Yapilan deneysel calismalarda, heparin tiirevlerinin nétrofil
goclinli inhibe ettigi, proinflamatuvar sitokin iretimini azalttigi, reaktif oksijen
metabolitlerinin olusumunu engelledigi, damar gecirgenligini azalttig1, iilserli
mukozanin rejenerasyonu ve iyilesme siirecini hizlandirdigi ve bu etkileri trombine
baglanarak gergeklestirdigi bildirilmektedir (15).

Calismamizda standart heparin, diisiik molekiil agirlikli heparin (DMAH)
preparatlardan enoksaparin ve bemiparin kullanilmistir. Bu heparin preparatlari,
trombin (Flla) ve FXa inhibisyonu yaparak anti-koagiilan etki géstermektedirler,
ancak FXa / FIla lizerindeki inhibitér oranlar1 farklilik gostermektedir. Standart
heparin preparati antitrombin 111 (A I11)-trombin kompleksinde yer alan hem A III’e
hem de trombine baglanirken, DMAH preparatlar1 ise sadece A III’e baglanir.
Ayrica, trombosit ylizeyine baglanmis faktor Xa standart heparine direngli iken,
DMAH’ler ile inhibe edilebilmektedir (17).

Heparin’in antikoagiilan etkisi, plazmada inaktif durumda bulunan A I’
aktif hale doniistiirmesi sonucu ortaya ¢ikar. A III, aktive edilmis proteaz pihtilasma
faktorlerini (Flla, XIla, Xla, Xa, IXa ve kallikrein gibi) inhibe eder. Heparinin

antikoagiilan etkisine en fazla trombin (Flla) ve faktor Xa tizerindeki inhibitor etkisi



katkida bulunur. Ayrica, heparin A III’den bagimsiz olarak da trombine baglanir ve
A 1II ile birlikte trombositlerin agregasyounu onler. Bu da antikoagiilan etkisine
ikincil bir katki saglamaktadir. Enoksaparin ve bemiparinin antikoagulan etkileri, A
III tarafindan faktor XIla, Xa ve kallikrein’in inhibisyonunu potansiyalize etmelerine
baghdir, ancak 1Xa ve Xla’nin inhibe edilmesini degistirmezler ve A III-trombin
kompleksinde sadece A I1I’e baglanarak etkili olurlar (18).

Yukarida da belirttigimiz gibi inflamasyon ve pihtilasma olay1 birbirleri ile
etkilesim halinde oldugundan, ¢alismamizda, anti-FXa/anti-Flla aktiviteleri farklilik
gosteren, degisik heparin tiirevlerinin (standart heparin, enoksaparin ve bemiparin)
sicanlarda hot-plate testi ile olusturulan agri modelinde analjezik etkilerinin,
karragenin ile olusturulan akut inflamasyon ve koton-pellet yontemi (pamuk bilye)
ile olusturulan kronik inflamasyon modellerinde de anti-inflamatuvar etkilerinin var

olup olmadigini arastirmay1 planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Inflamasyon Tam ve Fizyopatolojisi

inflamasyon, organizmada mikroorganizmalarin (bakteri, viriis, mantar vb.),

kimyasal maddelerin, fiziksel (termal, mekanik vb) ve diger etkenlerin olusturdugu doku

hasarma kars1 vaskiiler, norolojik, hiimoral ve hiicresel diizeyde olusan ve bir seri

karmasik olaylar zinciri i¢eren fizyolojik bir cevaptir. Bu yanitin biyolojik amaci, hasara

neden olan etkeni ve ortaya ¢ikan triinleri (nekrotik/oli hiicre ve doku/yabanci cisim

artiklarin1) ortadan kaldirmak, zararli etkeni oldugu yerde simirli tutmak ve kontrol

saglandiktan sonra, hasar gormiis dokularin tamirini ve yenilenmesini saglamaktir (2, 4,

19-22). Inflamatuar reaksiyonun gidisi sirasinda, arzu edilen sonuca ulasilincaya kadar

bir takim bulgular ortaya ¢ikar (19, 21, 22).

Tumor (Sislik): Odem nedeniyle gelisir.

Rubor (Kizariklik): Vazodilatasyon ve kan akis hizinimn artisina baghdir.

Calor ( Is1 artis1): Vazodilatasyon ve kan akis hizinin artigina baglidir.

Dolor (Agr1): Odem sivisinmn sinir uglarina yaptigi basi ve bradikinin, prostaglandin
gibi mediatorlere bagli ortaya ¢ikar.

Fonctio laesa (Fonksiyon kayb).

Cesitli hiicre ve molekiiller inflamatuvar yanitta olduk¢a 6nemli rol oynarlar.

Bunlar arasinda 16kositler, plazma proteinleri, vaskiiler duvar hiicreleri, bag dokusunun

hiicreleri ve ekstraselliiler matriksine ait hiicreler yer almaktadir (Sekil 1) (23).

Mast hiicresi Fibroblast Malfofaj

Bag dokusu
hiicreleri

Damar
I6kosit
Endotel  Bazal membran f"’r e el
Kollajen tip tip IV NJ\) . “M
,\!\f\f“ % Torren

Bag dokusu Laminin
matriksi Fibronektin

& % "
Proteoglikan  Elastik lifler  Kollajen lifleri Proteoglikan
Digerleri

Sekil 1. inflamasyonun meydana gelisinde rol oynayan elemanlar (23).



Inflamasyon, ¢ok iyi kontrol edilen bir dizi reaksiyonlardan olusur. Bu
reaksiyonlar, hasara maruz kalan dokularda lokal olarak tamir olayini baglatir.
Meydana gelen inflamasyon sonucunda, hasara ugramis dokuda ya tam rezoliisyon
olur ya da uyaran sinirlandirilarak apse gelisir veya uyaranin dokuda olusturdugu
hasar sonucu fibrozis ile iyilesmeye veya kronik inflamasyona yol agabilir (24, 25).

Inflamatuar yamt; inflamatuvar ajan ortamdan uzaklastirildiginda sonlanir
ama bu silire¢ onarimla i¢ i¢edir. Olay devam ederken, onarim siireci baslar, fakat
ajan tamamen uzaklastirildiktan sonra parenkimal ve bag dokusu elemanlarinin
rejenerasyonu ile tamamlanir. Bazi durumlarda ise, inflamasyon zarar verebilir;
inflamasyon esnasinda viicutta zararli etkenleri uzaklastirmaya yonelik olarak
gelistirilen mekanizmalar normal dokular1 zedeleyebilir. Inflamasyon yeterince
kontrol edilemediginde ve hastalik durumlarinda olusan patolojik inflamasyon ise,
ekstraselliiler matriks harabiyetine ve organ disfonksiyonuna neden olmaktadir (4,
24, 26).

Inflamasyon; uyaranin Ozelligine, ilk uyaram Yyok etme konusunda
olusturulan yanitin yeterliligine ve olusan doku hasarina baglh olarak akut ve kronik
olabilir. Akut inflamatuvar reaksiyon, dokunun irritasyonu veya yaralanmasini
izleyen ilk savunma hatt1 olarak tanimlanabilirken, kronik inflamatuvar reaksiyon
savunmanin ikinci hatti olarak karsimiza ¢ikar (21, 23, 27).

Akut inflamasyon, zedeleyici ajana kars1 hizli baglayan, kisa siireli (birkag
dakikadan baslayip birkag giin siirebilen) ve esas olarak sivi, plazma proteinleri
eksudasyonu (6dem) ve lokositlerden zengin doku infiltrasyonu ile karakterize
viicudun bir yanitidir. Mikroorganizmalar (bakteri, viriis v.s...), mekanik travma,
kimyasal etkenler, radyasyon, temperatiir degisiklikleri ve immiinolojik reaksiyonlar
akut inflamatuvar reaksiyona yol agan etkenlerdir (21,28). Inflamatuar ajanin
lokalizasyonu, niteligi ve etki siiresi ne olursa olsun, akut inflamatuvar cevabin temel
ozellikleri her zaman aynidir ve {i¢ 6nemli bileseni vardir (28-30), bunlar;

e Kan akiminda artiga neden olan vaskiiler ¢ap artis1 (vazodilatasyon),

e Plazma proteinleri ve Iokositlerin dolasimi terk etmesine neden olan
mikrovaskiiler alanda yapisal degisiklikler ve

e Lokositlerin mikrodolasimi terk edip zedelenme bolgesinde toplanmasi ve ajani

yok etmek i¢in aktive olmalaridir.



Akut inflamasyonda, en erken olusan vazokonstriiksiyon ve bunu takiben
arteriol kapiller yatak ve veniillerde olusan vazodilatasyon olayi, bolgesel kan
akimini artirarak intravaskiiler hidrostatik basing artisina neden olur. Bu sirada
kapillerlerden doku araligina bir sizint1 baslar. Ekstraselliiler alanda ilk baslarda
protein igerigi diisiik, ancak daha sonra protein igerigi yiiksek ve 16kosit de igeren
“eksuda” adi verilen sivi birikir. Zedelenmenin ciddiyetine bagli olarak akut
inflamasyon alaninda 6dem ve eksudasyon olusma zamani ve hizi degisir. Bu
dénemde inflamatuvar eksudanin doku araliginda birikmesi, irritan ve toksik
maddelerin diliie edilmesine, l6kositlerin, antikorlarin ve kompleman faktorlerinin
inflamasyon alanina taginmasina neden olur ve boylece inflamasyonlu bolgede hasar
verici ajan izole edilerek notralizasyonu saglanir (21, 27).

Zedelenme alanindaki notrofil ve monositler inflamatuvar reaksiyonda 6nemli
rol oynarlar. Bu hiicrelerin inflamasyon alanindaki etkilerini su basliklarda
toplayabiliriz:

e Marginasyon ve damar yiizeyine yayilma: Burada lokositler damar iginde
perifere dogru yer degistirirler ve vaskiiler endotelle karsi karsiya gelirler,

e Adezyon asamasinda endotele “selektin” adi verilen Ca?" baglayici
transmembran proteinleri (integrinler) vasitasiyla siki bir sekilde yapisirlar,

¢ Emigrasyon agamasinda 16kositler endotel disina go¢ ederler,

e Kemotaksis ve fagositoz agsamasinda ise ektravaskiiler bosluga ¢ikan l6kositler
zedelenmis bolgede mikroorganizmalar1 6ldiriip, nekrotik dokular1 ve yabanci
antijenleri  parcalaylp, kimyasal mediatorleri ve oksijen radikallerini
serbestlestirerek doku zedelenmesine yol agarlar (23, 27).

Akut inflamasyon, tam rezoliisyon, bag dokusu replasmani (fibrozis), apse
olusumu veya yanitin yeterli olmadigi durumlarda kronik faz ile sonlanir (27-30).

Kronik inflamasyon, doku hasari ve onarim siirecinin i¢ ige oldugu uzun bir
stirectir. Ya akut inflamasyonu izler ya da akut inflamasyon bulgular1 olmadan
sinsice baglayabilir. Persistan enfeksiyonlar, immun aracili inflamatuvar hastaliklar
veya potansiyel toksik ajanlara uzun siire maruz kalmak kronik inflamasyona neden
olabilir. Histolojik incelemede, bunun akut inflamasyondan farki, inflamasyon
bolgesinde mononiikleer hiicrelerde belirgin artis olmasidir. Bu mononiikleer
hiicreler makrofaj, lenfosit ve plazma hiicreleridir. Bu inflamatuvar hiicreler doku

hasar1, doku yikimi, yeni damar proliferasyonu (anjiogenez) ve fibrozise neden



olurlar. Onarim faziyla i¢ ige seyreden kronik inflamasyon bdlgesinde kollajen,
proteoglikan ve diger kollajen6z proteinlerle ekstraselliiler matriksi olusturan
fibroblast proliferasyonuna ve anjiogeneze ait bulgular da goriilebilir (1, 21, 31, 32).
Inflamasyon bélgesinde, aktive olan makrofajlar, kronik inflamasyonun
karakteristigi olan fibrozisi olusturan ve doku hasar1 yapan cesitli maddeler
salgilarlar. Makrofajlardan salinan bu maddeler (enzim ve mediatorler) kuvvetli
bagisiklik ve direng saglar. Ancak uygun olmayan sekilde aktive olduklarinda ise,
otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi, doku hasarma neden olabilirler. Kronik
inflamasyonun bir diger hiicre grubu olan lenfositler de, makrofajlarla karsilikli
olarak birbirini uyaran maddeler sentezler ve hem immiinolojik hem de immiinolojik
olmayan reaksiyonlarda aktive olabilirler. Antijenle temas sonrasi, aktive olan
lenfositlerden lenfokinler salinir, bunlardan gama interferon monosit ve makrofajlari
stimiile eder. Aktive makrofajlardan salinan sitokinler de lenfositleri aktive eden
inflamatuvar mediatérlerdir ve inflamatuvar yanitin devamini saglarlar. Plazma
hiicreleri, antijene ve inflamasyon bolgesinde degisen doku komponentlerine karsi
antikor olustururlar. Eozinofiller, IgE ile olusan immun reaksiyonlarda ve parazitik
enfeksiyonlarda rol oynarlar. Mast hiicreleri ise hem akut hem kronik inflamasyona

katilir ve TNF—a gibi sitokinleri artirarak 16kosit infiltrasyonunu saglarlar (23).

2.2. inflamasyonun Kimyasal Mediatérler

Inflamatuar cevap sirasinda meydana gelen vaskiiler ve hiicresel olaylarin pek
¢ogu kimyasal mediatorler ile olusmaktadir. Mediatorler inflamasyon bolgesindeki
hiicrelerde lokal olarak yapilabildigi gibi, plazmada (tipik olarak karacigerde
sentezlenir) inaktif prekiirsor olarak dolasarak inflamasyon bolgesinde aktive
olabilirler (Sekil 2) (23, 33).
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Sekil 2. Inflamasyon mediatérleri ve Kaynaklari (23).

Hiicre kaynakli mediatorler normalde hiicre i¢i graniillerde depolanmis hazir
halde bulunurlar (mast hiicresindeki histamin gibi) ve hiicre aktive oldugunda hizla
salinirlar veya uyaridan hemen sonra da sentezlenebilirler (prostaglandin ve sitokin
gibi) (7). Plazma kaynakli mediatorler (kompleman proteinleri, kinin) prekiirsor
halinde bulunurlar ve bir seri proteolitik par¢alanma sonucu aktive olurlar (7).

Inflamasyon mediatdrlerinin ¢cogu hedef hiicrelerdeki spesifik reseptorlere
baglanarak biyolojik aktivitelerini gosterirler. Mediatorler bir veya birkag hiicreyi
etkileyebilir veya etkiledikleri hiicre tiplerine gore farkli etkilere neden olabilir.
Mediatorler normalde hiicreden salindiginda ¢ok kisa omiirliidiir. Baz1 mediatorler
(lizozomal proteaz, radikal oksijen iirlinleri) direkt enzimatik ve toksik etkileri ile
bazen zararli etkiler gosterebilirler. Farkli mediatorler benzer etkileri ile bir cevabi
kuvvetlendirebilecegi gibi zit etki gostererek cevabi kontrol da edebilir. Mediator
aktive olup hiicreden salininca, hizlica tiikkenebilir (6rn. arashidonik asit
metabolitleri), herhangi bir enzim ile inaktive edilebilir (6rn. kininaz bradikinini
inaktive eder), elimine olabilir (6rn. antioksidanlar toksik oksijen metabolitlerini

temizler) veya inhibe edilebilir (kompleman inhibitor proteinler) (Sekil 3) (6, 7, 33).
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Sekil 3. Inflamatuar yanitin mediatorleri (6,7).

2.2.1. Hiicre kaynakh mediatorler

Inflamasyon bolgesine go¢ eden lokositler yaninda, inflamasyon bélgesinde var olan
doku makrofajlari, mast hiicreleri ve endotel hiicreleri farkli inflamatuvar
mediatorleri tiretebilme yetenegine sahiptirler. Bu farkli mediatorler direkt olarak

birbirleriyle etkileserek ya da inaktive edilerek inflamasyonun biyolojik siirecinde

. J

Inflamasyon
hiicrelerinin
uyarilmasi ve
birikimi
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Makrofajlar
Lenfositler
Plazma hiicreleri

gorev alirlar. Hiicre kaynakli mediatorler su sekilde siniflandirabilir (7, 33):

e Vazoaktif Aminler: Histamin ve serotonin

e Arasidonik asid metabolitleri (Eikozanoidler): Prostanoidler ve 16kotrienler

e Trombosit aktive eden faktor (TAF)

e Sitokinler

e Diger mediatorler (Oksijen tiirevi serbest radikaller, Lizozomal enzimler)



2.2.1.1. Vazoaktif aminler

Histamin ve serotonin akut inflamasyonun en basinda artmis Kapiller
permeabiliteden sorumlu mediatérlerdendir (33).
- Histamin: Akut inflamasyonun erken doneminde nem tasir. Heparin, histamin ve
protein kompleksi seklinde mast hiicreleri, bazofil 16kositleri ve trombositlerdeki
graniillerde depolanir (34). Mast hiicrelerinden histamin salinmasi; bu hiicrelerin
degraniilasyonuna yol agan ¢esitli fiziksel uyarilar (travma ve soguk/sicak vb.), bu
hiicrelere antikor baglanmasina sebep olan otoimmiin olaylar, kompleman faktérleri,
notrofillerden salinan katyonik lizozomal proteinler ve bazi néropeptidler araciligiyla
olur. Bu uyarilar sonucu mast hiicrelerinden salinan histamin, arteriyollerde
dilatasyon ve veniillerde vaskiiler permeabilite artisina neden olur. Histamin bu
etkilerini Hy reseptorleri araciligi ile yapar ve inflamasyonun baslangicindaki
vaskiiler permeabiliteyi artiran en 6nemli mediatdrdiir. Ayrica, eozinofiller i¢in de
kemotaktik rol oynamaktadir. Biitiin bu olaylar sonucunda, histamin histaminaz ile
hizlica inaktive edilir (34-36).
- Serotonin: Trombositlerde ve enterokromafin hiicrelerde bulunur. Trombositlerin
kollajen, trombin, antijen-antikor kompleksi ile reaksiyona girmesi sonucu serotonin
salgilanmasi baglar. IgE aracili reaksiyonlarda mast hiicrelerinden salinan Trombosit
Aktive Eden Faktor (TAF), trombositlerden histamin ve serotonin salinimina ve
trombosit agregasyonuna neden olur ve histamine benzer sekilde inflamasyon

bolgesinde kapiller permeabiliteyi artirir (33, 37).

2.2.1.2. Arasidonik asid metabolitleri (Eikozanoidler)

Aragidonik asit (AA), hiicre membranindaki fosfolipidlerde bulunan c¢oklu
doymamis bir yag asitidir. Mekanik, fiziksel ve kimyasal uyarilar veya kompleman
elemanlar1 (C5a) gibi inflamatuvar mediatorlerin etkisiyle aktive olan fosfolipaz A2
enzimi, membran fosfolipidlerini hidroliz ederek arasidonik asitin saliniminit saglar.
Arasidonik asit metabolitleri (eikozanoidler) gii¢lii biyolojik etkinlik gosteren
endojen maddelerdir. Inflamasyon siirecinde olusan eikozanoidlerin baslica kaynag
l16kositler, mast hiicreleri, endotel hiicreleri ve plateletlerdir. Eikozanoidler,
arasidonik asitten olugmalarinda rol oynayan enzim tiirline gore siklooksijenaz

iriinleri ve lipoOksijenaz triinleri seklinde iki ana gruba ayrilirlar (Sekil 4). Bu
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gruplarin fizyolojik ve patolojik olaylara katkilari ve cesitli sistem ve organlara

etkileri bakimindan aralarinda belirgin farklar vardir (37-39).

Membran Fosfolipidleri

Fosfolipaz A2

ARASIDONIK

Sitokrom P4350 COX

15- Lipoksijenaz

5-Lipoksijenaz

12- Lipoksijenaz

Sitokrom P450
iirtinleri

LT’ ler ve diger
LOX iiriinleri

Sekil 4. Arasidonik asit metabolitleri.

-Siklooksijenaz ~ (COX) iiriinleri  (Prostanoidler):  Arasidonik  asitten
prostanoidlerin olusmasi iki basamakta gergeklesir (Sekil 5). Birinci basamakta COX
enzimleri (COX-1 ve COX-2 = prostaglandin endoperoksit H sentaz enzimi)
araciligiyla AA’ten prostaglandin (PG) endoperoksit PGG2 olusur. Daha sonra
PGG2, peroksidaz etkisiyle PGH2’ye doniisiir. Ikinci basamakta ise kararsiz olan
PGH2 spesifik dokularda spesifik enzimlerle prostanoidlere donisiirken,
trombositlerde tromboksan sentaz enzimi tarafindan tromboksanlara (TXA2, TXB2)

dontigiir (39-41).
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Sekil 5. Siklooksijenaz iiriinleri.
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Prostaglandin D2, E> ve F2’ler dogrudan dogruya siklik endoperoksid ara
tirtinlerinden olusurlar. PGD2, PGE2, ve PGF2'lere primer PG'ler adi da verilir.
Primer PG'ler inflamasyonda anahtar mediator olarak rol oynarlar. PGD2 grubu
sadece trombositlerde ve mast hiicrelerinde bulunur (39).

Prostanoidlerin otokrin ve parakrin fonksiyonlar1 vardir ve G-proteini
reseptorii ile etkileserek ya ana hiicrede ya da yakinindaki komsu hiicrelerde etki
gosterirler. Damar endotelinde bulunan prostasiklinin (PGl2) AA’ten olusumu esas
olarak COX-2 enzimi tarafindan katalize edilir. PGI> trombositlerin agregasyonunu
ve adhezyonunu Onler. Ayrica kardiyovaskiiler sistemde de ¢ok giiglii bir vazodilator
etkiye sahiptir. Arasidonik asitten TXA2 olusumu esas olarak COX-1 enzimi
tarafindan katalize edilir. TXA: trombositleri aktive ederek onlarin agregasyonuna ve

adezyonuna ve damar permeabilitesini artirarak 6deme neden olur. TXA», PGl2’nin

12



aksine vazokonstriktor etkiye sahiptir. TXA2 bronglarda bronkokonstriktdr etki
gosterirken, PGl ve PGE> bronkodilator etki gosterirler. PGE,, PGF2 ve 6zellikle
PGl midede bikarbonat salinimi ve kan akimimi artirarak gastrik mukozanin
korunmasini saglarlarken, PGE; ve PGI; ise bobreklerde renal kan akimini ve idrar
attlimin1 (diurez) artirirlar (39, 41). inflamatuar uyar ile indiiklenen COX-2 kronik
inflamasyonda yiiksek prostanoid seviyelerinden sorumludur ve aynmi zamanda
trombosit-endotel hiicre etkilesiminde endotel hiicrelerinden prostasiklin tiretimini de
artirmaktadir (37, 38, 42).

Prostanoidler, ayrica doku hasarinda ve inflamasyonda viicudun cevap
vermesine aracilik ederler. PGE2 ve PGl histamin veya bradikinin gibi otokoidler ile
sinerji olusturarak kuvvetli vazodilator etki gosterirler. inflamasyonlu bélgelerde
sinerjistik etkileriyle kapiller kan akigini artirarak inflamasyona katkida bulunup,
damar permeabilitesini artirirlar. Ayn1 zamanda duyusal liflerdeki periferal sinir
uglart duyarlilastirarak hiperaljeziye neden olurlar. PGE2 noéronlart da etkiler ve
sistemik yanitlariyla ates, yorgunluk ve agrida asir1 duyarliliga yol agabilmektedir
(43). PGE' ler; lokal uygulandiklarinda damar permeabilitesini artirirlar, kizariklik,
o6dem ve agr1 gibi belirtilere neden olurlar. Ayrica, inflamasyonlu dokuda saliverilen
histamin, serotonin ve bradikinin gibi otakoidlerin etkilerini potansiyalize ederler ve
prostanoidler arasinda en giiclii proinflamatuvar ve hiperaljezik etkiye sahip
olanlardir (38, 41, 44, 45).

Stabil olmayan bir ara-iirin olan TXAZ2, giiclii bronkokonstriktor etkinlige
sahiptir ve hizli bir sekilde TXB2’ye doniistiiriiliir. Esas olarak TXA: trombositlerde
COX-1 enzimi ile sentezlenir, ayrica makrofajlar ve diger baz1 hiicrelerde de COX-2
enzimi ile sentezlenmektedir. TXA2’nin etkisi reseptorii araciyla meydana gelir;
reseptOriiniin aktivasyonu trombositerlerin adezyonu ve agregasyonuna, diiz kaslarin
kasilmasina ve proliferasyonuna ve endotelyal inflamatuvar yanitin aktivasyonuna
neden olmaktadir (39, 46, 47).

-Siklooksijenaz enzimleri: siklooksijenaz enzimleri konstitutif (COX-1) ve
indiiklenebilir (COX-2) olmak {izere ikiye ayrilir. COX-1 ve COX-2 ayni
reaksiyonlar1 katalize ederse de farkli yapi ve fonksiyonlara sahiptir. COX-1
dokularda koruyucu etki gosterir; bobrek ve gastrointestinal sistem (GIS)de platelet
agregasyonu ve homeostazis gibi  fizyolojik  koruyucu fonksiyonlarin

diizenlenmesinde etkiliyken, COX-2 enzimi bunlarin zitt1 etki yapar. COX-2 saglikli
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insanlarda az miktarda bulunur. Sitokinler, bliyiime faktorleri, tiimor nekroz ajanlar,
bakteriyel endotoksin gibi proinflamatuvar stimulanlar inflamasyonlu hiicrelerde
hizla COX-2’nin c¢kspresyonuna neden olurlar. COX-2 driini olan PG’ler
inflamatuvar reaksiyonlarda major rol oynar ve kizariklik, ates, sislik, agr1 ve
fonksiyon kaybi gibi karakteristik inflamatuvar semptomlardan sorumludurlar
(39,41, 48).

- Lipooksijenaz (LOX) Uriinleri (Lokotrienler-LT): LOX, bitki ve hayvanlarda
bulunan lipid peroksidaz enzimidir. Simdiye kadar insanda ii¢ major izoenzim
bulunmustur. Bunlar aragidonik asit oksidasyonunun konumlarina  gore
siniflandirilan 5-LOX, 12-LOX ve 15-LOX’dur. Bunlar, arasidonik asit molekiiliiniin
sirastyla C-5, C-12 ve C-15 konumlarina oksijen baglarlar ve yine sirasiyla
5-hidroperoksieikozatetraenoik asit (HPETE), 12-HPETE ve 15-HPETE olustururlar.
Bunlar esas olarak nétrofil, makrofaj ve mast hiicresi gibi inflamatuvar hiicrelerden
sentezlenirler (6, 35). 5-LOX enzimi, arasidonik asidin ikinci majér yolaginda
kuvvetli proinflamatuvar mediatorlerin (lIokotrienler) sentezlenmesinde rol oynar. 5-
LOX, Idkotrienlerin biyosentezinin ilk iki basamagim Kkatalize eder. Ilki arasidonik
asitin C-5 konumunun oksidasyonuyla 5-HPETE olusmasini, ikincisi dehidratasyon
sonucu hidroperoksit yapisinda LTA4 olusumuna onciiliik eder. Stabil olmayan bu
epoksit ya LTA4 hidrolaz tarafindan enzimatik hidrolize ugrayarak dihidroksiasit
LTB4’e doniisiir ya da LTC4 sentaz tarafindan glutatyon ile konjlige olarak LTC4’1i
olusturur. Bu son bilesik (LTC4) bir y-glutamil transferaz enzimi tarafindan bir
glutatyon elimine ederek LTD4’¢ doniistir. Son basamakta ise LTD4 6zellikli bir
dipeptidaz enzimi tarafindan glisinin uzaklastirllmasiyla LTE4’e metabolize olur.
LTC4, LTD4 ve LTE4 bilesikleri sisteinil veya peptido lokotrienler olarak da
bilinirler (Sekil 6) (39, 41).
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Arasidonik asit
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Dipeptidaz
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Sekil 6. Lipooksijenaz iiriinleri.

Prostanoidlerin aksine LT’ler ¢ogunlukla inflamasyon hiicreleri tarafindan
tiretilir. Bununla birlikte 5-LOX spesifik olarak myeloid hiicrelerinde iiretilirken,
LTA4 hidrolaz ve LTC4 sentaz viicutta genis Olclide dagilmistir. LTA4 hidrolaz
ozellikle bagirsaklar, dalak, akciger, bobrek ve eritrositlerde fazlaca bulunur. LTC4
sentaz ise mast hiicrelerinde, bazofillerde, eozinofillerde, endotel hiicrelerinde ve
trombositlerde iiretilir. Bu iki enzimin genis dagilimi, transelliiler metabolizmanin
gerceklesmesine olanak verir. LTA4 ekstraselliiler boslukta oldugu zaman daha ileri
metabolizasyon yapabilecek enzimler iceren (LTA4 hidrolaz ve LTC4 sentaz) baska
bir hiicreye gonderilebilir. Ornegin PMNL’ ler tarafindan iiretilen LTA4,

eritrositlerde LTB4’e donistiiriilebilir. Bu farkli hiicre tipleri arasindaki enzimatik
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etkilesmeler LT lerin biyosentezini ve bu nedenle onlarin patofizyolojik etkilerini
artirtr (39, 41).

Lokotrienler G proteine bagli reseptorlerin aracilik ettigi genis bir biyolojik
aktiviteye sahiptirler (49). LTB4 nétrofil, makrofaj ve eozinofil gibi inflamatuvar
hiicreleri i¢in kuvvetli bir kemotaktik ajandir. Inflamasyonlu bélgelere dogru 16kosit
gociine neden olur. Notrofillerin harekete gecirilmesiyle, ozellikle superoksit
radikallerini olusturarak enzim salinimi ile ortak degranulasyona neden olurlar. Ayni
zamanda nétrofillerin vaskiiler endotelde adezyonunu artirir ve onlarin dokulardan
infiltrasyonunu yiikseltirler. Sonugta makrofaj ve lenfositlerden proinflamatuvar
sitokinlerin salinimini saglayarak immun reaksiyonlarda 6nemli rol oynarlar (41, 50).
Sisteinil LT ler olarak tanimlanan LTC4, LTD4 ve LTE4, anaflaksi olayinin yavas
reaksiyonuna neden olan maddelerdir ve biyolojik fonksiyonlari sunlardir;

e Hizl gelisen asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin patofizyolojisinde rol oynarlar,

e Diiz kaslarda giiclii kasilmaya neden olurlar (histaminden 100-1000 kat daha
kuvvetlidir), 6zellikle hava yollarinda siddetli bronkospazm yaparlar,

e Mukus sekresyonunu artirirlar ve brongiyal diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasinda
onemli rol oynarlar,

e Mikrovaskuler sistemde, endotel hiicrelerini kasarak vaskiiler permeabiliteyi
artirarak plazmanin hiicre disina ¢ikmasina ve 6dem olusumuna neden olurlar,

e Ayrica eozinofillerin kemotaktik 6zellik kazanmasini saglarlar.

Yapilan ¢aligmalarda, sisteinil LT lerin duyusal liflerle etkilesebilecegi
gosterilmis, tasikininlerin salimiminin artirdiklart  ve onlarin  duyarliliginda
degisimlere neden olduklar1 tespit edilmistir. Bu giiglii biyolojik aktivitelerinden
dolay1r LT’lerin romatoit artrit, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, iilseratif kolit,
astim, psoriasis ve alerjik rinit gibi ¢ok sayidaki inflamatuvar hastaliklara neden
oldugu bildirilmistir (38, 41, 51-53).

2.2.1.3. Trombosit aktive eden faktor (TAF)
Antijenle uyarilmis notrofil, bazofil, monosit ve ¢esitli endotel hiicrelerinden
aciga c¢ikan ve trombositlerin toplanmasina ve igeriklerinin salinmasina sebep olan

bir mediatordiir (54). TAF trombositlerin stimiilasyonuna ilave olarak artan vaskiiler

gecirgenlige, 10kosit toplanmasina ve adezyonuna, kemotaksise ve bir seri
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hemodinamik degisikliklere neden olur. Ldkositler tizerinde ise PG ve LT gibi

mediatorlerin tiretimine neden olarak vaskiiler gecirgenligi arttirabilir (6, 7, 55).

2.2.1.4. Sitokinler

Sitokinler pek c¢ok hiicrenin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayan
mediatorlerdir. Pro-inflamatuvar sitokinler, aktive edilmis lenfositler ve makrofajlar
basta olmak tizere bir¢ok hiicrede sentezlenirler ve immun sistemi aktive ederler.
Zararli uyaranlara ve inflamatuvar reaksiyonlara karsi erken ve sonrasindaki adaptif
(spesifik) immiin cevapta ¢esitli sitokinler yer almaktadirlar (30, 56). Akut
inflamasyonun baslica sitokinleri tiimor nekroz faktorii (TNF), interlokin-1 (IL-1) ve
kemokin olarak isimlendirilen kemoatraktan sitokin grubudur. IL-1 ailesinin (IL-a,
IL-1P, IL-18 ve IL-33) ve TNF’nin farkli yonde etkileri vardir. TNF ve IL-1 aktif
makrofajlar yaninda mast hiicresi, endotel hiicresi ve ¢esitli hiicrelerde sentezlenir.
Sekresyonlar1 bakteriyel endotoksin, immiin kompleks ve adaptif immiin cevap
sirasinda liretilen T lenfosit {irtinleri ile uyarilir. Bu sitokinlerin baslica rolii endotel
aktivasyonudur ve endotel hiicresindeki adezyon molekillerinin salimini uyarir,
boylece lokositlerin oraya go¢ etmesini ve baglanmasini artirirlar (Sekil 7).
Sitokinler fibroblastlardan prostaglandin E2 gibi diger inflamatuvar mediatérlerin
sentezini de uyarirlarken, TNF ayrica damar endotelinin trombojenitesini artirir ve
notrofillerin agregasyonuna ve aktivasyonuna neden olur. IL-1 doku fibroblastlarini
aktive ederek ekstraselliiler matriksin proliferasyonu ve yapimini artirir. TNF ve IL-1
inflamasyon bolgesindeki makrofaj ve diger hiicrelerden salindigi gibi, dolagima
girerek sistemik etkiler de sergileyebilirler ve siklikla inflamasyon ve iltihabi
hastaliklarda goriilen sistemik akut faz reaksiyonuna neden olabilirler. Bu
reaksiyonun komponentleri ates, letarji, karacigerde gesitli akut faz proteinlerinin
sentezi, metabolik yikim (kaseksi), dolasima nétrofil salinimi ve adrenokortikotrop

hormonlarin (kortikosteroid sentez ve salimi dahil) artisidir (24, 31, 57, 58).
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Bakteri iiriinleri
Immiin kompleksler
Toksinler

Fiziksel hasar
Diger sitokinler

Makrofaj ve diger hiicrelerin
aktivasyonu

Akut Faz Reaksivonlan
Ates

Uykuya egilim
fstah azalmas
IL_I ve TNF Akut faz proteinleri artis

Hemodinamik etkiler

Endotelyal Etkiler
Lékosit vapismasinda artis
Fibroblast Etkileri PGI sentezinde artig

s Proliferasyon artisi PAF sentezinde artis
Kollajen sentezinde artis Prokoagiilan aktivite artig
Kollajenaz artisi Antikoagiilan aktivitede
Proteaz artisi azalma
PGE sentezinde artis IL~1 artis1

Sekil 7. Inflamasyonda TNF ve IL-1" in baslica etkileri.

2.2.2. Plazma kaynakh mediatorleri

Inflamasyon reaksiyonunda olduk¢a énemli rol oynayan ve birbiriyle iligkili
ti¢ sistemin (kompleman, kinin ve pihtilagma) proteinleri kan dolagiminda
bulunmaktadir. Kompleman, kinin ve pihtilasma sistemleri, Hageman faktorii ile
aktive edilen birbiri ile karsilikli iligki halinde olan sistemlerdir. Bu sistemlerin

inflamasyon yanitinda ¢ok 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (23).
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2.2.2.1. Kompleman sistemi

Kompleman sistemi, viicudun savunma sisteminde (bagisiklik sisteminde)
ve inflamasyonda 6nemli rol oynayan plazma proteinlerinden olusur. Bu sistemin
aktivasyonu ile farkli kompleman proteinleri fagositoz ve yikim igin
mikroorganizmalar gibi partikiillerini kaplar, vaskiiler gegirgenligi ve lokosit
kemotaksisini arttirarak inflamatuvar yanita katkida bulunur. Ayrica, kompleman
sisteminin aktivasyonu sonucunda, isgalci mikroplarin membranlarindaki
gozeneklere benzeyen bir membran atak kompleksi (MAC) iretilir ve bu
kompleks mikroorganizmalarin 6liimiine yol agar (59, 60).

Kompleman sisteminin komponentleri (C1-C9) plazmada inaktif halde
bulunur, birgogu proteoliz ile aktive edilir ve kendileri de proteolitik aktivite
kazanarak enzimatik kaskadi olustururlar. Aktif kompleman iriinlerin
tiretilmesinde kritik adim C3 komponentinin aktivasyonudur. Aktive edilmis
kompleman sistemin komponentleri akut inflamasyonda ¢esitli olaylar:
tetikleyebilir. C3a ve C5a, mast hiicrelerinden histamin salinimi artirarak vaskiiler
gecirgenligi arttirirlar ve vazodilatasyona neden olurlar. C5a nétrofiller ve
makrofajlardaki AA metabolizmasinin LOX yolagini aktive eder ve daha fazla
inflamatuvar mediatorlerin salinmasina yol acar. Ayrica, C5a, 16kositleri aktive
eder, endotele olan yapismalarini arttirir ve nétrofiller, monositler, eozinofiller ve

bazofiller i¢in de gii¢lii bir kemotaktik ajandir (33, 60-63).

2.2.2.2. Kinin sistemi

Kinin sisteminin aktivasyonu, plazmada yiiksek molekiiler agirlikli
kininojenlerden bradikinin olusumuna yol acar. Bradikin, histamin gibi vaskiiler
permeabiliteyi artirir, arteriolarda dilatasyon yapar ve brongiyal diiz kaslarin
kasilmasina neden olur. Ayrica deriye enjekte edildiginde C liflerinin uyarilmasi
ile agriya ve hiperaljeziye neden olur. Ayrica, kininler TNF stimulasyonu ile I1L-1
tretimini artirirlar ve fosfolipaz A2 ve arasidonik asit salinimi ile prostanoid
iiretimini artirabilirler. Kallikrein ise, kinin kaskadinin bir ara {riiniidiir,
kemotaktik aktiviteye sahiptir, Hageman faktoriiniin gii¢lii bir aktivatoriidir ve

Kinin ile pihtilagsma sistemleri arasindaki diger bir baglantiy1 olusturur. Kininlerin
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etkileri kisa omiirliidiir, ¢iinkii plazma ve dokulardaki kininazlar tarafindan hizla

inaktive edilirler (6, 27, 64, 65).

2.2.2.3. Pihtilasma ve fibrinolitik sistemi

Inflamasyonda dolasan mediatorlerin yapimindaki esas olay Hageman
faktoriin aktivasyonudur. Aktive olmus Hageman faktorii (faktor XIla) inflamatuvar
cevapta yer alan dort sistemi uyarir (Sekil 8):
¢ Kinin sistemi: Vazoaktif kininlerin olusumuna neden olur.

e Pihtilasma sistemi: inflamasyonda etkili olan trombin, fibrinopeptid ve faktor
X’u aktive eder.

e Fibrinolitik sistem: Plazmin olusumunu uyarir ve trombinin inaktive olmasina
neden olur.

e Kompleman sistemi: Kompleman fragmanlarindan C3a ve C5a’nin yapimini
artirir.

Hageman faktorii karacigerde sentezlenen bir proteindir ve endotel hasar1 olan
bolgede kollajen, bazal membran veya aktif plateletlerle karsilagana kadar inaktif halde
dolagir. Yiiksek molekiiler agirlikli kininojen (HMWK) kofaktorii ile sekil degistirir ve
Kinin ve pihtilagma sistemindeki ¢ok sayida proteini pargalayan aktif serin merkezi ortaya
cikar. Pihtilasma sisteminde proteolitik zincirdeki faktor XIla trombini aktive eder, bu da
dolasan soliibl fibrinojeni fibrine doniistiiriir. Ayrica, trombin endotel hiicresi, platelet ve
diger hiicre tiplerinde yer alan PAR reseptorlerine baglanarak inflamasyon olayina katilir.
Endotel hiicrelerindeki reseptorlere baglanan trombin, onlarin aktivasyonu ve 16kosit
adezyonunda artiga neden olur. Ayrica, fibrinojenin fibrine doniigtimiinde ortaya ¢ikan
fibrinopeptidler vaskiiler permeabiliteyi artirirlar ve 16kositler igin kemotaktik etkiye
sahiptirler (23, 66).

Aktif Hageman faktorii pihtilasmayi artirirken, ayni zamanda fibrinolitik
sistemi de aktive eder. Bu mekanizma ile fibrin pargalanarak pihtilasma olay1
sinirlanmis olur. Fibrinoliz ve diger diizenleyici mekanizmalar olmadiginda, basit bir
hasar ile baslayan pihtilagma zinciri, tiim damarlarda pihtilasma ile sonuglanabilirdi.
Endotel, 16kosit ve diger dokulardan salinan plazminojen aktivatorii ve kallikrein
fibrin pihtisi iginde bagli bulunan ve bir protein olan plazminojeni plazmine

pargalarlar. Ortaya ¢ikan plazmin, fibrini parcalayan multifonksiyonel bir proteazdir
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ve pihtinin eritilmesinde Onemlidir. Fibrinoliz, inflamasyonun vaskiiler kisminin
degisik kademelerinde etkilidir. ~ Ornegin, fibrin yikim iiriinleri ile vaskiiler
permeabilite artarken, plazmin ile C3 kompleman proteininden C3a yapilir, bu da
vazodilatasyon ve vaskiiler permeabilite artisina yol agar. Ayrica, plazmin Hageman

faktoriinii aktive ederek inflamasyon cevabini gili¢lendirir (23; 33).

HAGEMAN
Yiiksek FAKTORU
Molekiiler (FXII)
ks Kollajen,
I—;T'\«l'[r‘]i?;n < Bazal membran,
( ) Aktif platletler
FXIla
w h
Kinin Zinciri Pihtilasma Zinciri
Xlla Xlla
Fx k- 2
Kallikrein pe——Y— Prekallikrein Xa
Fibrinolitik
I‘i E:e{inll ! Protrombin ] Trombin
o (FII) > (Ila)
HMWK
Plazminojen Plazmin }=—s Fibrin Fibrinojen
Bradikinin

Kompleman Fibrin yikim Fibrinopeptidler

Linciri tiriinler

Sekil 8. Aktive edilmis Hageman faktorii ile tetiklenen kinin sistemi, pihtilagsma

sistemi, fibrinolitik sistemi ve kompleman sistemi arasindaki karsilikli iligki.
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2.2.3. Reaktif oksijen ve nitrojen ara iiriinleri

Reaktif oksijen ftriinlerin (ROS) inflamatuvar hastaliklarin ilerlemesinde
onemli rol oynayan sinyal molekiiller olduklar1 bilinmektedir. ROS genellikle
inflamasyon bolgesindeki PMNL’ler tarafindan tiretilir, endotelyal disfonksiyona ve
doku hasarma neden olurlar. Ayrica, ROS’larn vaskiiler endotel makromolekiillerin
ve inflamatuvar hiicrelerin kandan dokuya gegislerinde 6nemli rol oynadiklar1 da
bildirilmektedir (67).

Reaktif ara iirlinlerin tiretimi ve salinimi, mikrobiyal tiriinleri, interferon gama
(IFN-y) ve IL-8 gibi sitokinler ve immiin sistem hiicreleri tarafindan baglatilabilir. Bu
olaylar, rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimin
aktivasyonuna neden olur ve bu enzimin aktivasyonu hidrojen peroksit, hidroksil
radikalleri, hipoklor6z asit ve kloraminlerin artigina neden olan siiperoksit liretimine
yol agar (27, 67, 68).

Nitrik oksit (NO) L-argininden nitrikoksit sentaz (NOS) enzimi araciyla
sentezlenir. Bu enzimin 3 izoformu bulunmaktadir: néronal NOS (nNOS veya
NOS1), endoteliyal NOS (eNOS veya NOS3) ve makrofaj kaynaklit NOS (iNOS,
veya NOS2). Makrofaj kaynakli NOS, TNF-a ve IFN-y gibi inflamatuvar sitokinler
tarafindan indiiklenir ve inflamatuvar olaylarda 6nemli Slgiide NO iiretilmesine
neden olur. NO’in stiperoksit radikali ile reaksiyona girerek giiglii reaktif nitrojen

tirlinlerin olusmasina ve doku hasarina yol agtigi gosterilmistir (69).

2.3. Inflamasyon ve Pihtilasma

Pihtilasma ve inflamasyon olaylari birbiri igine ge¢mis siire¢lerdir. Pihtilagsma
ve inflamasyon arasindaki etkilesim iki yonliidiir (9, 70, 71):

e Inflamasyon kaynakli pihtilasma,

e Pihtilagma kaynakli inflamasyon

Inflamasyon olaymin, pihtilasma olaymi artirarak, dogal antikoagiilan
mekanizmalar1 azaltarak ve fibrinolizi inhibe ederek pihtilasmaya neden oldugu
bildirilmistir (70, 72, 73).

Inflamasyon ile pthtilasma sistemi arasindaki baglantiyr doku faktorii (TF)
tarafindan indiiklenen trombin olusturur. inflamasyonun monositler, makrofajlar ve

endotel hiicrelerinde doku faktorii sentezini artirdigr gosterilmektedir. Ayrica,

22



endotoksin ve proinflamatuvar sitokinler (6zellikle interleukin—6) TF’nin
ekspresyonunu artirirlar. Meydana gelen TF, Hageman Faktor (FXII)’e baglanarak
faktor X (FX)’u aktive eder. Aktive edilmis FXa, aktive olmus FVa ile etkileserek,
endotel hiicreler ve monositler ylizeyinde protrombinaz kompleks olusumuna neden
olur. Bu kompleks protrombinden trombin olusumuna yol agar (Sekil 9) (11).
Trombin, proteaz ile aktive edilen reseptorlere baglanarak proinflamatuvar
sitokinlerin  (IL-1B, IL-6, ve TNF-0) dretimini ve sekresyonunu artirdig
bilinmektedir. Ayrica, trombinin endotel hiicreleri, monositler ve notrofilerde p-

selektin ekspresyonuna yol agtigi1 da gosterilmistir (10, 71, 74,75).

Doku faktirii (TF)

!

TF FXII
Sitokinler Xk
FX Xa

FII Flla

Fibrin

Fibrinojen

Sekil 9. Doku faktoriin FXa, FXIIa ve fibrin olusundaki roli.
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2.4. Antiinflamatuvar Aktivite Testinde Kullanilan Yontemler

Anti-inflamatuvar aktivitenin olup olmadigini1 ve giiciinii 6lgmek amaciyla
kullanilan birgok deneysel model mevcuttur. Anti-inflamatuvar aktivite testleri,
temelde deney hayvaninin arka pencesine, kulak kepgesine, sirt alt1 derisine, plevra,
periton veya mesane igerisine inflamatuvar bir ajan ile inflamasyon olusturularak
yapilmaktadir. Olusan inflamasyona karsi antiinflamatuvar etkinligi oldugu
varsayilan madde verilerek, bu maddenin antiinflamatuvar etkisinin olup olmadigi
test edilir ve bu madde antiinflamatuvar etki gosterirse, bilinen bir antiinflamatuvar
ajanla kiyaslanarak, yeni maddenin etkinligi degerlendirilmis olur (76). Deneysel
calismalarda kullanilan bu testler, akut ve kronik antiinflamatuvar testleri olmak

tizere ikiye ayrilir:

2.4.1. Akut anti-inflamatuvar testleri

Pence 6demi testi: Karragenin, histamin, serotonin, formaldehit, asetik asit, gibi
inflamatuvar kimyasal ajanlarin, genellikle hayvanlarin (si¢an, fare) arka pengelerine
lokal olarak uygulanmasi ile olusturulan bir yontemdir (77,78). Bu kimyasal

ajanlardan lambda-karragenin en sik kullanilan ve en ¢ok tercih edilendir (77).

Kulak kepgesi 6demi: Arasidonik asit, forbol miristat asetat (PMA), kroton yagi
gibi inflamatuvar maddelerle farelerin kulak kepgesinde inflamasyon olusturulur. Bu

yontem, ikinci siklikta kullanilan bir metodudur (79).

Farelerde peritoneal damar permeabilite artisi testi: Antiinflamatuvar aktivite
gosteren bir maddenin inflamasyona bagli olarak damar permeabilitesini ve makrofaj
gociinii ne derecede bloke ettigini arastirmak igin kullanilan deneysel bir metottur.
Bunun i¢in Evans mavisi boya intravendz yolla deney hayvanlarma uygulanir. Bu
boyanin damarlardan periton sivisina gegme derecesi spektrofotometre ile olgiiliir.
Ayrica, bu bolgelerden alinan sivi numunelerindeki makrofajlar sayilarak makrofaj

gocii hakkinda veri elde edilir (76).

Karragenin ile olusturulan plorezi: Sicanlara 3. ila 5. interkostal araliktan

karragenin soliisyonu enjekte edilir. Bu da plevrada inflamasyon olusumuna yol agar
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ve buna bagh olarak inflamatuvar hiicreler plevral araliga go¢ eder. Daha sonra

plevra sivisindaki inflamatuvar hiicreler incelenir (80).

Sicanlarda siklofosfamidle olusturulmus hemorajik sistit testi: intraperitoneal
yolla siganlara 100 mg/kg dozda siklofosfamid verilerek mesane 6demi ve buradaki
damar yataklarinin permeabilite artig1 esasina dayanir. Yaklasik iki glin siiren bir

testtir (81).

2.4.2. Kronik inflamasyon testi

Koton-pellet graniiloma testi: Kronik inflamasyon igin sik kullanilan ve tercih
edilen bir testtir. Deney, yaklasik sekiz giin slirmektedir. Sterilize edilmis pamuk
bilyeler (koton-pellet), deney hayvaninin interskapular bolgesi deri alti dokusuna
yerlestirildikten bir hafta sonra etrafinda olusmus graniilom dokusu ile birlikte
pamuk bilyeler ¢ikarilir ve 70-100 °C’de kurutulup tartilir. Tiim ¢alisma gruplarinda
koton-pelletlerin agirliklar karsilastirilarak degerlendirme yapilir (82,83).

2.5. Agrimin Tamim ve Patofizyolojisi

Agri, tanimlanmasi son derece zor ve tanim lzerinde fikir birligine
vartlmamig bir kavramdir. Uluslararast Agr1 Arastirmalar1 Birligi (IASP) agriys;
“viicudun herhangi bir yerinden bagslayan, organik bir nedene baglh olan veya
olmayan kisinin gecmisteki deneyimleri ile ilgili, sensoryal, emosyonel, hos olmayan
bir duygu” olarak tarif etmistir (84). Bu tanima gore agr1 duyusu, hosa gitmeyen
yapida oldugundan her zaman 6zneldir. Bu nedenle agr1 degerlendirilirken fiziksel ve
fiziksel olmayan bilesenler birlikte g6z oniinde bulundurulmalidir. Agr1 ¢ok boyutlu
bir kavramdir, kisiden kisiye farkliliklar gosterir, ¢linkii psikolojik, cinsiyet, din, 1rk,
sosyokiiltiirel ¢cevre v.b. gibi pek ¢ok faktor agri esigini ve agriya karst olusan yaniti
belirler. Agrili uyarana karst olusan bu yanit, yasami boyunca maruz kalman agrili
uyaranlarla kazanilir ve agrinin algilanmasinda kisinin deneyiminin ve cevresinin
etkileri vardir. Yani, ayn1 siddetteki agrili bir uyaran, farkhi kisilerde degisik
siddetlerde agr1 olusturabilir veya ayn1 kiside farkli zamanlarda ve degisik sartlarda
maruz kalinan ayni agn farkli siddetlerde algilanabilir (85).
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Agr1, organizmay1 ve dokulari hasara yonelik tehlikelere (cesitli i¢ ve dis
uyaranlar) kars1 ortaya ¢ikan bir duyu ve davranis seklidir. Dokuda hasara neden olan
uyaran ve agri ile ilgili kisinin deneyimi arasinda kimyasal ve elektriksel bir dizi
karmasik olaylar vardir. Organizmanin herhangi bir yerinde goriilen zedeleme santral
sinir sistemine (SSS) iletilmesi ve bu zedelenmeye karsi gereken dnlemlerin harekete
geemesi olayr agrinin algilanmasidir. Agriy1 serbest sinir uglart algilar ve miyelinli
A-5, miyelinsiz C grubu sinir lifleri ile SSS’ine iletilir. Agriy1 ileten serbest sinir
uclar1 nosiseptor olarak adlandirilir. Nosiseptorlerin termal, mekanik ve kimyasal
reseptorleri vardir; termal, mekanik ve kimyasal uyaranlara cevap {retirler.
Nosiseptorler, kemik, dis pulpasi, deri, testis ve bilier sistemlerde bulunur (86,87).

Agr klinik olarak 2’ye ayrilmaktadir.

-Akut agri; baslangici genellikle 6 aydan kisa siirelidir, daima nosiseptif niteliktedir,
neden olan hasar ile agr1 arasinda zaman, yer ve siddet bakimindan yakin iliski
vardir. Postoperatif donemde goriilen agrilar, akut agr1 i¢in en iyi 6rnektir (88).

-Kronik agri; doku hasar1 sonrasinda olusur, 6 aydan uzun siirer ve agrinin yeri,

karakteri ve zamani ile ilgili hasta yeterli bilgi veremez (88).

2.5.1. Agrimin kimyasal mediatorleri

Termal, mekanik ve kimyasal uyarilar sonucu olusan hasarli hiicrelerden
birgok algojenik ve pro-inflamatuvar kimyasal mediatérlerin salinimina yol agarlar,
bunlar sinir uglarini uyarirlar ve bu uyarilar reseptorler tarafindan algilanir (Sekil 10
ve Sekil 11). Bu mediatorlerden bazilari ve fonksiyonlari su sekildedir (89);

o Bradikinin: Plazma kininojenden {iretilen A-delta ve C tipi lifleri direkt uyaran
bir mediatordiir. Ayrica, prostaglandin sentezini ve salinimini da arttirir.

o Serotonin: Trombositlerden salinir ve nosiseptdrleri duyarl hale getirir.

o Histamin: Mast hiicreler, bazofil lokositler ve trombositlerden salinir.
Nosiseptorleri duyarli hale getirir.

o P maddesi: Hasarli dokularda iiretilen bir polipeptittir. Veniilleri dilate eder,
histamin salinimin artirir.

o Prostanoidler ve LT ler: Hasarl1 dokularin hiicrelerinde sentezlenir. Agriya karsi

duyarlilig1 artirirlar.
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2.5.2. Hot-plate testi

Calismamizda kullandigimiz Hot-plate agr1 Olgim testi, fare, rat, gibi
kemirgenlerin agr1 esiginin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan metodlardan
biridir. Hayvan 50-56 °C’ye 1sitilmis bir yiizey lizerine belli siire i¢in konulur ve
konulmasinin ardindan arka ayagini ¢ekmesine ve/veya yalamasina kadar gegen siire
Olctliir. Doku hasarina neden olabilecegi i¢in hayvan bu yiizeyde 60 saniyeden daha
uzun siire tutulmaz. Bu yontemin en 6nemli dezavantaji, reaksiyon siiresinin bireysel

farklilik gostermesidir (90).

2.6. Analjezik ve Anti-inflamatuvar Ilaclar

Agn ve inflamasyon tedavisinde kullanilan ilaglar steroidal anti-inflamatuvar
ilaglar (SAII) ve steroid olmayan anti-inflamatuvar ilaglar (Non-sterodial anti-
inflamatuvar ilaglar = NSAII) olarak iki genel gruba ayirilmaktadir. Ayrica, bazi
inflamatuvar hastaliklarda yukarida belirttigimiz anti-inflamatuvar ilaglar disinda
penisilamin, kolsisin, kinin tiirevleri, altin bilesikleri, anti-inflamatuvar etkileri

kanitlanmis bazi bitkiler ve saflastirilmis bitkisel lirlinler de kullanilmaktadir (91).

2.6.1. Steroidal anti-inflamatuvar ilaclar (SAIT)

Kortikosteroidler gii¢lii  anti-inflamatuvar ve immunmodulator etki
gosterirler. Akut ve kronik inflamasyon olaylarini hangi etkene bagli olursa olsun
inhibe ederler. Klinikte siklikla kullanilan SAIll’lar hidrokortizon, prednizon,
prednizolon, metilprednizolon ve deksametazondur. Kortikosteroidler, baslica
inflamatuvar hastaliklarda, agrili sendromlarda, alerjik reaksiyonlarda ve organ
naklinde kullanilirlar (92).

Antiinflamatuvar o6zellikleri fosfolipaz A2 (FLAZ2) enzimini inhibe etmelerine
baghdir. Kortikosteroidler, intakt hiicrelerde lipokortin 1 adli proteinin sentezini
indiiklerler, bu olay da FLA2 nin ekspresyonunun ve aktivitesinin azalmasina neden
olur. Boylece, arasidonik asit iretimi ve biitiin eikozanoidlerin olusumu azalmis olur
(13). Ayrica, kortikosteroidlerin,

- Direkt olarak COX 2 enzimi inhibe ettikleri,

- Inflamatuar hiicrelerin sayisin1 ve aktivitelerini azalttiklar,
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- Inflamasyonda énemli fonksiyona sahip, endotel hiicreleri iizerine etki ederek,
damar gegirgenliligini azaltarak Kapiller membran permeabilitesini diisiirliip 6dem
olusumunu engelledikleri,

- Trombosit aktive edici faktér (PAF)’in sentezini, saliverilmesini ve etkisini
inhibe ettiklerti,

- Lizozomal membran stabilizasyonu yaptiklari da bilinmektedir.

2.6.2. Non-steroidal anti-inflamatuvar ilaclar (NSAII)

Bu grup ilaglar kisaca antiinflamatuvar analjezikler olarak da karsimiza
cikabilmektedir. Kimyasal yapilar1 degisiktir, ancak genelde ayni terapotik etki ve
yan etkilere sahiplerdir. NSAII" lar genellikle analjezik, antipiretik ve
antiinflamatuvar etkilerinden dolay1 kullanilmaktadirlar. Bu grup ilaglarin prototipi
aspirindir. Etki mekanizmalar1 anti-inflamatuvar steroid yapili glukokortikoidlerden
ve opioid analjeziklerden farkli oldugundan, farmakolojik etki profillerini daha
uygun ifade eden bir adla non-steroidal (steroid-olmayan) antiinflamatuvar ilaglar
veya antiinflamatuvar analjezikler de denilir. NSAIl> larin antiinflamatuvar
etkinlikleri glukokortikoidlere gore zayiftir. Ancak, ilag bagimliligi, uyusukluk ve
biling bulaniklig1 olusturmadiklarindan agrili hastalarda tercihen kullanilirlar.
Analjezik etkileri ise, gii¢lii analjezikler olan ancak antiinflamatuvar etkileri
bulunmayan narkotik analjeziklere gore genellikle zayiftir. Ozellikle artrit, osteoartrit
ve benzeri romatizmal hastaliklar gibi genellikle inflamasyona bagli ve uzun siire
analjezik ilag verilmesi gereken agrili hastaliklarda tercih edilirler. Bagimlilik
yapmamalari, antiinflamatuvar etkilerinin bulunmasi ve etkilerine karsi tolerans
olugsmamasi bu gruptaki ilaglarin terapotik degerini daha da artirmaktadir (92-94).
Semptomatik iyilesme saglayan bu ilaglar halen diinyada en c¢ok recete edilen
ilaglarin basinda gelmektedir ve toplumdaki kullanim prevalanslar1 yaklasik %35
oldugu distiniilmektedir (95).

Antiinflamatuvar analjezikler kimyasal yapilarina gore sekiz veya dokuz
gruba ayrilirken yarilama omiirlerine gore ise kisa ve uzun etkili olmak tizere 2 gruba
ayrilirlar (Tablo 1). Kisa etkili olanlar (aspirin, parasetamol, ibuprofen, v.b) analjezik
etki gerektiren spora bagli travma, yumusak doku agrisi, dis agrisi, gut atagi gibi

durumlarda kullanilirken, uzun etkili olanlar (naproksen, piroksikam, diflunisal v.b)
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ise genellikle inflamasyona bagli ve uzun siire analjezik ila¢ kullanilmasi gereken

agrili artrit, osteoartrit ve benzeri romatizmal hastaliklarda kullanilirlar (93, 96-98).

Tablo 1. NSAil'larin kimyasal yapilaria gore siniflandirmast.

No Kimyasal grubun adi Ornek ilaglar

1 Salisilatlar Aspirin, salisilik asit, sodyum salisilat, diflunisal
2 Paraaminofenol tiirevleri ~ Asetaminofen (parasetamol)

Aminopirin, propifenazon, metamizol sodyum,

3 Pirazolon tiirevleri
fenilbutazon, oksifenbutazon
4 Fenilpropiyonik asit tiirevi Ibuprofen, naproksen, fenbufen, ketoprofen
5 Fenilasetik asit tiirevleri Diklofenak sodyum, fenklofenak
6  Indolasetik asit tiirevleri Indometazin, tolmetin, ketorolak, sulindak
7 Fenamik asit tiirevleri Mefenemik asit, flufenamik asit
8 Oksikamlar Piroksikam, tenoksikam, meloksikam
9 COX-2 Inhibitérleri Nimesulid, meloksikam, etodolak

2.6.2.1. Etki mekanizmalar1

NSAIli’larin antiinflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkilerinin COX
enziminin inhibisyonuna bagimli olarak prostanoidlerin sentezinin azalmasindan
kaynaklandig1 kabul edilmektedir. COX enziminin 3 sekli bulunmaktadir. Bunlar
COX-1, COX-2 ve COX-3 olarak adlandirilmaktadir. COX-1 enzimi trombositler
dahil olmak tizere viicuttaki bir¢ok dokuda sentezlenmektedir. COX-2 enzimi doku
hasarinin oldugu bdlgelerde aktive olmalar1 sonucu inflamasyon yapan hiicreler
(PMNL, monositler, makrofajlar, fibroblast gibi) tarafindan tiretilmektedir. COX-3
enzimi ise sadece SSS’ inde bulunmaktadir (94, 97, 99, 100).

COX -1 enzimi aracilifiyla sentezlenen prostanoidler: Bu gruptan PGE2 ve
PGI2, gastrik asid sekresyonunu azaltarak, bikarbonat-mukus sekresyonunu ve
gastrik mukoza kan akimini artirarak gastrik mukozayr korur. TxA2 trombosit
agregasyonu yaparken, PGE2 ve PGI2 ise bobreklerde vazodilatasyon ve renal kan
akimi artisina, uterusun kasilmasina neden olurlar. COX-2 enzimi aracilifiyla
tiretilen prostanoidler ise, inflamasyon olusumuna aracilik ederler, agr1 uyarilarina
kars1 reseptorlerin duyarliligini artirirlar, viicut sicakliginin artmasina yol agarlar ve

bobrek fonksiyonunu diizenlerler (91, 101).
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Klasik NSAIl’lar her iki enzimi birden inhibe ederken, COX 2 inhibitérleri
indiiklenebilen COX-2'yi inhibe ederler. Bu ilaglarin COX-1 ve COX-2 {izerinde
inhibisyon oranlar1 arasinda farklilik vardir. COX-1 iizerinde daha selektif olanlar
arasinda indometazin, sulindak, aspirin, piroksikam ve mefenamik asit yer
almaktadir. Diklofenak ve naproksen, COX-1 ve COX-2 {izerinde ayni odlgiide
inhibisyon yapan NSAII’ lardandir. Nimesulid, meloksikam ve etodolak ise selektif
COX-2 inhibitorleri arasinda yer alirlar (101-103).

Ayrica, NSAIl'larin farmakolojik etkilerinde nétrofil aktivasyonunun inhibe
edilmesi, reaktif serbest oksijen radikallerin baglanmasi veya olusumun engellenmesi
ve lizozomal membran stabilizasyonun da 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir
(97,98).

2.6.2.2. Farmakokinetik 6zellikleri ve istenmeyen yan etkileri

Antiinflamatuvar  analjeziklerin  (NSAIl) ¢ogu zayif asidik yapida
olduklarindan GIS mukozasindan kolayca emilmektedirler. Bu tiir ilaglar plazma
proteinlerine ¢ok yiiksek oranda baglanirlar (tipik olara >95%). NSAil'lar genel
olarak albiimine baglanirlar ve ¢ogu karacigerde inaktif metabolitlerine metabolize
olurlar (98, 104).

NSAIl kullanan toplumlarin yaklasik % 20 sinde toksik belirtiler
goriilmektedir. NSAIl'larin istenmeyen yan etkileri iilserler, i¢ kanamalar, bdbrek
yetmezligi, kalp krizi ve inme riskinde artiglari igerirler. En 6nemli yan etkileri GiS’e
ait olanlardir ve COX-1 enziminin inhibisyonundan kaynaklandigi bildirilmektedir.
Bu sebeple GIS hastalig1 olanlarda bu ilaglar mide kanamasina sebep olabilecegi icin
dikkatli kullanilmalart gerekir (98, 105-107). Ayrica, ¢ok kullanilan ilag grubu
olduklari i¢in yan etkileri daha disiik, analjezik ve antiinflamatuvar etkileri daha

giiclii yeni ilaglar bulmaya yonelik aragtirmalar devam etmektedir.

2.7. Heparin

Heparin domuz ince barsak mukozasi ve sigir akcigerinden elde edilir.
Heparin, ekstraksiyon sirasinda glikozaminoglikan zincirlerinin kirilmalari ile olusan
ortalama molekiill agirligt 12.000 dalton olan fragmentlerinin hetorojen bir

karisimdir. Heparin, molekiil agirligi, antikoagiilan aktivite ve farmakokinetik
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ozellikleri ile heterojen bir yap1 gosterir. Diigiik molekiil agirlikli heparin (DMAH)
standart heparindeki polisakkaridlerin depolimerizasyonu sonucunda olusan kisa
fragmentlerin bir karisimidir. DMAH’lerin molekiil agiliklar1 4000-6500 dalton
arasinda degismektedir. Diisiik molekiil agirligindan dolay1 plazma proteinlerine ve
hiicrelere daha az baglanirlar. DMAH preparatlari, standard heparin gibi faktér Xa’
y1 inaktive eder ve plazma proteinlerine daha az baglandiklari i¢in daha diisiik
dozlarda daha belirgin etki gosterirler. Standard heparin molekiilii i¢in anti-faktor Xa
/ anti-faktor Ila orani 1:1 iken DMAH preparatlari igin bu oran molekiil biiytikliigiine
gore 2:1 ile 8:1 arasinda degigsmektedir. Yani DMAH’lerin antifaktdr Xa etkinlikleri
giclii ve antifaktor Ila etkinlikleri daha disiiktiir. Standard heparin ve DMAH
preparatlart derin ven trombozunun ve pulmoner embolinin 6nlenmesinde ve
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Heparin preparatlarinin  hepsi
membranlardan gecemedigi igin parenteral (iv, SC) olarak uygulanmaktadir (17, 98,
108, 109).

Heparin molekiiliiniin antikoagulan etkisi i¢in bir plazma faktorii olan
antitrombin (AT)’e gereksinim duyulur. Heparin, molekiiliindeki pentasakkarid
zinciri  (GIctNAC/NS(6S)-GIcA-GIcNS(3S,6S)-1doA(2S)-GIcNS(6S)) araciligi ile
AT’e baglanir; boylece hem standart heparin hem de DMAH preparatlar1 antitrombin
III ile etkileserek prokoagiilan serin proteazlarmni inaktive eder ve protrombinin
trombine doniisiimiinii engellerler. Dolayisiyla fibrinojenden fibrin ve pihti
olusumunu azaltirlar. Heparin, yiikksek konsantrasyonlarda ise hem faktor II’ye
baglanir, hem de trombosit fonksiyonlarini inhibe eder (18, 110, 111).

Standart heparin, DMAH’lere gore dolasimdan daha hizli temizlenir. Heparin
AT araciligi ile etki yaptigindan bir indirekt trombin inhibitorii olarak kabul
edilmektedir. Heparin-AT kompleksi trombin yaninda, FXIa, FXa ve FIXa’y1 da
inhibe etmektedir. Antikoagiilasyon tedavisinde heparinin etkisi APTT (aktive
parsiyel tromboplastin zamani) ile Olgiiliir ve yeterli antikoagiilasyon i¢in APTT
normalin 1.5-3 kati arasinda tutulur. DMAH etkinligi ise antifaktor Xa diizeyi
oOlgiilerek hesaplanabilmektedir (98).

Heparinin potansiyel bir antiinflamatuvar etkisi oldugu bilinmektedir ve son
yillarda bu konu ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (112, 113). Heparinin
antiinflamatuvar aktivitesinin spazm ve agriy1 gidermesi ile ilgili oldugu
bildirilmekle birlikte, heparinin antiinflamatuvar etki mekanizmasi heniiz

bilinmemektedir. Ayrica, heparinin antihiperlipidemik, timor gelisimini engelleyici
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ve anjiyogenezi diizenleyici, antibakteriyal ve antiviral etkiye sahip oldugunu da
gosterilmistir. Viral enfeksiyon vakalarinda heparinin etkisinin antiinflamatuvar veya
antihiyoluronidaz etkisi ile olabilecegi vurgulanmistir (109, 114).

Calismamizda, heparin sodyum, bemiparin sodyum ve enoksaparin sodyum
tedavilerinin, diklofenak tedavisine gore, anti-nosiseptif etkinlik agisindan ve
karragenin ile olusturulan penge 6demi modelinde pence hacmi ve histopatolojik
degerlendirme sonucu farklilik olusturup olusturmadiklarinin ortaya konmasi
hedeflenmistir. Ayrica, akut inflamasyon ¢alismasinda etkili bulunan dozlarin koton-
pellet yontemi (pamuk bilye) ile olusturulan kronik inflamasyon modelinde de anti-

inflamatuvar etkilerinin olup olmadig: arastirilmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

Calismamizda bemiparin sodyum (®Hibor-DEM Ilag), enoksaparin sodyum
(®Clexane-Sanofi Aventis Ilaglar1 Ltd. Sti.), heparin sodyum (Nevparin- Mustafa
Nevzat ila¢ Sanayi A.S.), diklofenak sodyum (Diclomec amp- Abdi Ibrahim Ilag
Sanayi ve Ticaret A.S.), prednisolon (Actavis ilac), sodyum pentotal ve karragenin
(Sigma) kullanildi.

3.2. Hayvanlar

Calismamizda kullanilan siganlar Biilent Ecevit Universitesi Deneysel
Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edildi. Deney i¢in agirliklart 200-250
gram arasinda degisen toplam 132 adet albino Wistar tiirii erkek sican kullanildi.
Sicanlar 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik ortamda, normal oda sicakliginda (22 C°)
barindirilip, standart yem ve su ile beslendi. Hayvanlar iizerinde yapilan uygulamalar
ve protokoller icin “Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’
ndan onay (2015-07-11/02) alinmustir.

3.3. Sicanlarda Hot-Plate Agr1 Modeli

Sicanlarda analjezik etki, hot-plate cihazi ile degerlendirildi. Cihazin sicaklig1
52.5 £ 0.1 C°ye ayarlandiktan sonra, bu sicak zemine konulan si¢anlarin arka
pencelerinden birini hizli bir sekilde geri ¢ekmeleri veya yalamalari veya
sigramalarina kadar gecen siire (latent siiresi) saniye cinsinden 6l¢iildii. Bu siirenin
45 saniye lizerine ¢ikmasit durumunda yukaridaki davraniglardan biri goézlenmese

dahi doku hasar1 olusmasini dnlemek i¢in test sonlandirilmistir (90).

Heparin sodyum ¢alismasi i¢in; Sicanlar 5 gruba ayrildiktan sonra,
1. Gruba (n=6) distile su (10 ml/Kkg),

2. Gruba (n=6) heparin sodyum (100 U /kg).

3. Gruba (n=6) heparin sodyum (500 U /kg),

4. Gruba (n=6) heparin sodyum (1000 U /kg),
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5. Gruba (n=6) diklofenak sodyum (25 mg /kg) intraperitoneal yolla uygulandi. lag
uygulamalarindan sonraki 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda hot-plate testi ile latent

siireleri ol¢iildii.

Enoksaparin sodyum ¢alismasi i¢in; Siganlar 5 gruba ayrildiktan sonra,

1. Gruba (n=6) distile su ( 10 ml/kg),

2. Gruba (n=6) enoksaparin sodyum ( 100 U /kg),

3. Gruba (n=6) enoksaparin sodyum (200 U /kg),

4. Gruba (n=6) enoksaparin sodyum (400 U /kg),

5. Gruba (n=6) diklofenak sodyum (25 mg /kg) intraperitoneal yolla uygulandi. ilag
uygulamalarindan sonraki 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda hot-plate testi ile latent

siireleri ol¢iildii.

Bemiparin sodyum c¢alismasi icin; Sicanlar 5 gruba ayrildiktan sonra,

1. Gruba (n=6) distile su (10 ml/Kkg),

2. Gruba (n=6) bemiparin sodyum (125 U/kg),

3. Gruba (n=6) bemiparin sodyum (250 U/kg),

4. Gruba (n=6) bemiparin sodyum (500 U/kg),

5. Gruba (n=6) diklofenak sodyum (25 mg /kg) intraperitoneal yolla uygulandi. lag
uygulamalarindan sonraki 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda hot-plate testi ile latent

siireleri ol¢iildii.

3.4. Sicanlarda Karragenin ile Olusturan Akut Inflamasyon Modeli (115)

Heparin sodyum ¢alismasi icin; Sicanlar 5 gruba ayrildiktan sonra, normal
sag arka ayak hacimleri hidro-pletismometre ile Olgiilerek kaydedilmistir. Daha
sonra,

1. Gruba (n=6) distile su ( 10 ml/kg),

2. Gruba (n=6) heparin sodyum ( 100 U /kg),

3. Gruba (n=6) heparin sodyum (500 U /kg),

4. Gruba (n=6) heparin sodyum (1000 U /kg),

5. Gruba (n=6) diklofenak sodyum (25 mg /kg) intraperitoneal yolla uygulanmistir.
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Enoksaparin sodyum ¢ahismasi i¢in; Sicanlar 5 gruba ayrildiktan sonra, normal sag
arka ayak hacimleri hidro-pletismometre ile 6l¢iilerek kaydedilmistir. Daha sonra,

1. Gruba (n=6) distile su ( 10 ml/kg),

2. Gruba (n=6) enoksaparin sodyum ( 100 U /kg),

3. Gruba (n=6) enoksaparin sodyum (200 U /kg),

4. Gruba (n=6) enoksaparin sodyum (400 U /kg),

5. Gruba (n=6) diklofenak sodyum (25 mg /kg) intraperitoneal yolla uygulanmustir.

Bemiparin ¢calismasi icin; Sicanlar 5 gruba ayrildiktan sonra, normal sag arka ayak
hacimleri hidro-pletismometre ile dlgiilerek kaydedilmistir. Daha sonra,

1. Gruba (n=6) distile su ( 10 ml/kg),

2. Gruba (n=6) bemiparin sodyum (125 U/kg),

3. Gruba (n=6) bemiparin sodyum (250 U/kg),

4. Gruba (n=6) bemiparin sodyum (500 U/kg),

5. Gruba (n=6) diklofenak sodyum (25 mg /kg) intraperitoneal yolla uygulanmustir.

llag uygulamalarindan 30 dakika sonra biitiin gruplardaki sicanlarin sag arka
pengelerine %1’ lik karragenin soliisyonundan 0,1 ml enjekte edilmis ve bunu
takiben ayni pencelerin hacmi 5 kez daha Ol¢iilmiistir. Calismamiz esnasinda
sicanlarin pencelerinde olusan inflamasyon miktarlar1 her denek icin asagidaki
formiil ile hesaplanmistir (116);

Yiizde inflamasyon oran1 (%) = (Vi— Vo) / Vo x100

Vo: Normal penge hacmi(ml)

V. Karragenin enjeksiyonundan t saat sonraki penge hacmi (ml)

[laglarin AIE oranlari, gruplardaki siganlarin normal penge hacimlerine oranla
% artiglarinin ortalamasi alinip, asagidaki formiil ile hesaplanmistir;

AIE (%) = (1 - D/C) x 100

D: ilag grubundaki sigan pence hacmindeki ortalama % artig orant

C: kontrol grubundaki siganlarin penge hacmindeki ortalama % artis orani
Ayrica; son ayak Ol¢limlerinden hemen sonra, hayvanlar tiopental sodyum
(50 mg/kg) ile oldiiriiliip, hayvanlarin sag ve sol arka ayaklari dirsek hizasindan
kesilerek her iki ayak agirliklar hassas terazi ile tartilip, iki ayak arasindaki agirlik
farki % fark olarak Olciilmiistiir. Daha sonra, sag arka ayak pengeleri histopatolojik

incelemeler i¢in % 10’luk formalin soliisyonuna konulmustur.

37



3.4.1. Histopatolojik incelemeler

Calismada dekapitasyon islemi uygulanan siganlarin pengeleri eksize edilerek
% 10’ luk tamponlu nétral formalin soliisyonu ile fikse edildi. Pengelerin fleks6z
yiizlerindeki deri ve yumusak dokular total olarak diseke edilerek rutin doku takibi
islemine alindi ve parafin bloklara gomme islemi yapildi. Parafin bloklardan
mikrotom bigagi ile 4 kalinliginda kesitler alindi. Hematoksilen ve eozin boyasi ile
boyanan preparatlar ayni patolog tarafindan, akut inflamatuvar yanit agisindan, 1s1k
mikroskobu altinda farkli biiyiitmeler altinda (x50, x100, x200, x400 ve x1000)
incelendi. Patolojik incelemede akut inflamatuvar yanitin derecesini belirlemek
amactyla her bir denekten alinan doku 6rnekleri ardisik iki kesitte PMNL yogunlugu
acisindan degerlendirildi. PMNL sayisi, inflamasyonun en yogun oldugu alanlar

secilerek, 10 farkli x400 biiyiitme alaninda sayildi ve ortalamasi alindi (116).

3.5. Koton Pellet Graniiloma Testi

Deneyin bu asamasinda, heparin tiirevlerinin akut inflamasyon modelinde
etkili buldugumuz dozlarmin kronik inflamasyona etkileri, koton pellet modeli
(pamuk bilye) ile arastirildi (82). Buna gore, hayvanlar;

1. Gruba (n=6) distile su (10 ml/Kkg),

2. Gruba (n=6) heparin sodyum (1000 U/kg),

3. Gruba (n=6) enoksaparin sodyum (400 U/kg),

4. Gruba (n=6) bemiparin sodyum (125 U/kg),

5. Gruba (n=8) diklofenak sodyum (10 mg/kg),

6. Gruba (n=6) prednisolon (10 mg/kg) grubu olmak iizere 6 gruba ayrilip, bu ilaglar
intraperitoneal yolla hayvanlara uygulandiktan 30 dakika sonra, biitiin gruplar
tiopental sodyum (25 mg/kg) ile anestezi edildi. Steril sartlarda hazirlanan 10 + 1 mg
agirh@indaki  pamuk bilyeler, anestezi altindaki hayvanlarin interskapiiler
bolgesindeki cilt altina yerlestirildi ve bu iglemi takiben bir hafta boyunca deneklere
ilaglar1 glinde tek doz olarak intraperitoneal yolla uygulandi. Sekizinci giinde siganlar
yiiksek doz anestezi ile oldiiriildii, pamuk bilyeler ¢ikartilip, nemli ve kuru olarak
tartildi. Heparin tiirevlerinin antiproliferatif etkileri diklofenak sodyum, prednisolon

ve kontrol gruplarindan elde edilen veriler ile karsilastirildi.
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3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

[statistiksel degerlendirme, SPSS 20.0 programi kullanilarak yapildi. Sayisal
degiskenler, aritmetik ortalamatstandart hata olarak ifade edildi. Gruplar arasi
sayisal Olglimlerde farkliik olup olmadigi Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanilarak degerlendirildikten sonra, ikili karsilastirilmalar Mann-Whitney U Testi

ile yapild1 ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Heparin Tiirevlerinin Karragenin inflamasyonu Modeli Uzerine Etkileri

4.1.1. Heparinin etkileri

4.1.1.1. Pence hacim artiglar1 lizerine etkileri

Calismamizda pengelerde karragenin ile penge o6demi olusturulmustur.
Kontrol grubundaki siganlarin penge hacmi artislar1 (inflamasyon orani) 2.saatte (%
50.58+3.47) ve 3. saatte (% 55.42+5.17) maksimum diizeylerde ol¢lilmistiir. Heparin
ve diklofenak gruplarinin degerleri kontrol grubunun degerleri ile karsilastirildiginda
(Tablo 2 ve Sekil 12);

- 100 U/kg heparin uyguladigimiz grupta 2. saatte % 36.80 (p=0.004) ve 3. saatte
32.89° luk (p=0.025) antiinflamatuvar etki (AIE) gbzlenmistir. Bu degerler
istatistiksel olarak anlamlidir.

- 500 U/kg heparin uyguladifimiz grupta 2. saatte % 25.92 ve 3. saatte 27.16 lik
AIE gbzlenmistir. Bu degerler istatistiksel olarak anlaml1 degildir.

- 1000 U/kg heparin uyguladigimiz grupta 2. saatte % 58.14 (p=0.004) ve 3. saatte
41.98’ lik (p=0.016) AIE gozlenmistir. Bu degerler istatistiksel olarak anlamlidur.

- 25 mg/kg diklofenak uyguladigimiz grupta 2. saatte % 52.60 (p=0.004) ve 3. saatte
38.07°lik (p=0.025) AIE gozlenmistir. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

Tablo 2. Heparinin karragenin ile olusturulan penge 6demi iizerine etkileri.

Grupadi  Saatl Saat 2 Saat 3 Saat 4 Saat 5
Kontrol 22.44+3.47 50.58+3.87 55.42+5.17 43.91+547 39.63+1.84
Hepa-100 21.83+2.78 31.97£1.65*  37.194£3.95* 35.27+£3.39 39.26+2.72
Hepa-500 20.72+4.90 37.47+5.97 40.3748.48 38.99+8.00 38.86+7.46
Hepa-1000 14.12+4.47 21.17+2.83*  32.15+4.42* 28.37+4.96 30.57+3.72
Diklofenak 18.26+3.61 23.9845.25*  34.3245.83* 30.37+£6.04 24.51+5.29*

*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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Sekil 12. Heparinin karragenin ile olusturulan penge 6demine etkileri.

4.1.1.2. Penge agirliklari tizerine etkileri

Calismamizin sonunda, hayvanlarm sag ve sol arka ayaklar kesilerek her iki
ayak agirliklar1 hassas terazi ile 6l¢lilmiistiir. Her iki ayak arasindaki agirlik fark: % fark
olarak degerlendirilmis ve bu farklara gore; kontrol (sadece karragenin) grubundaki
hayvanlarin iki ayak arasindaki agirlik farki % 29.3843.10 olarak Slciilmiistiir. Iki ayak
arasindaki agirhk farklarma gore, heparin 100, 500, 1000 i/kg ve diklofenak
uyguladigimiz gruplara ait AIE’ler, sirastyla % 34.65, % 34.14, % 45.23 ve % 41.76°
dir. Heparin ve diklofenak’in iki ayak arasindaki agirlik farklarmda yapmis oldugu

azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 3 ve Sekil 13) (p< 0.05).
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Tablo 3. Heparinin karragenin ile olusturulan penge d6deminde penge agirliklari

uzerine etkileri.

Iki ayak arasindaki

Grup adi agirhik farklari (%) ATE (%)
Kontrol 29.38+3.10 -
Hepa-100 19.20+1.39* 34.65
Hepa-500 19.35+1.17* 34.14
Hepa-1000 16.10+1.82* 45.23
Diklofenak 17.11+0.87* 41.76

*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile Karsilastirildiginda.
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Sekil 13. Heparinin karragenin ile olusturulan pence ddeminde penge agirliklarina

etkileri (*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda)
4.1.1.3. Histopatolojik etkileri
Kontrol grubunun pengelerinde, karragenin ile olusturulan inflamatuvar

yanitin derin subkutan dokuda daha yogun olmak {izere, giderek azalan siddette

yiizeyel dermise dogru yayildig1 gozlendi. Fasya iizerinde yogun PMNL ve hiicre
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yikim {irlinleri i¢eren abse formasyonu izledi. Dermiste PMNL’ lerin baskin olarak
perivaskiiler alanlarda yogunlastigi ve kollajen lifleri arasinda intersitisyel

infiltrasyon gosterdigi belirlendi. Kontrol grubunda ortalama PMNL sayisi

46.33+7.10 tespit edildi ve bu grupta (diger gruplara gore) en agir akut inflamatuvar
yantt izlendi (Sekil 14).

Heparin grubunda doz artimi ile ortalama PMNL sayis1 arasinda negatif bir
korelasyon go6zlendi. Heparin 1000 grubunda subkutan dokuda abse formasyonu
saptanmadi, dermal dokuda intersitisyel dagilim gosteren az sayida, topluluk
olugturmayan PMNL varlig1 belirlendi. Heparin 100 ve heparin 500 gruplarinda akut
inflamatuvar yanit siddeti kontrol grubuna gore daha diisiik olmakla birlikte ortalama
PMNL sayisi agisindan heparin 100 ve heparin 500 gruplarinin birbirlerine benzer
oldugu gozlemlendi. Kontrol grubunun ortalamalari ile tiim heparin dozlarinin ve
diklofenak grubunun ortalamalar1 karsilastirildiginda nétrofil sayilarindaki azalmalar

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4, Sekil 15).
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Tablo 4. Heparinin karragenin ile olusturulan penge 6deminde histopatolojik etkileri.

Grup ad1 Notrofil Sayisi
Kontrol 46.33£7.10
Hepa-100 33.17+2.18*
Hepa-500 33.33+2.28*
Hepa-1000 30.17+3.84*
Diklofenak 30.00+0.58*

*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

Sekil 15. Heparin 1000 grubuna ait 6rneklerde PMNL dagilimi ve inflamatuvar yaniti.
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4.1.2. Enoksaparinin etkileri

4.1.2.1. Pencge hacim artiglar1 lizerine etkileri

Kontrol grubundaki sicanlarin penge hacmi artislari (inflamasyon orani) 2.
saatte (% 46.1245.35), 3. saatte (%52.29+6.11) ve 4. saatte (%50.91+7.30)

maksimum diizeylerde Olciilmiistiir. Bu odlgiimler

gruplarinin degerleri ile karsilastirildiginda;

diklofenak ve enoksaparin

- Diklofenak &lgiim yapilan tiim saatlerde belirgin AIE gdstermistir (p < 0.05).

- Enoksaparin uyguladigimiz gruplarin hicbirinde istatistiksel olarak anlamli AIE’ler

tespit edilememistir (Tablo 5, Sekil 16).

Tablo 5. Enoksaparinin karragenin ile olusturulan penge 6demi {izerine etkileri.

Grup adi  l.saat 2.saat 3.saat 4.saat 5.saat

Kontrol 35.16+6.72 46.12+5.35 52.29+6.11 50.91+7.30 47.81+5.98
Enoksa-100 29.2843.52 40.63t£6.68 42.02+6.31 39.39+6.02 33.84+4.04
Enoksa-200 24.69+1.43 41.20+2.00 42.15+2.86 38.23+1.57 35.45+2.13
Enoksa-400 27.44+2.15 40.23+£3.63 40.32+3.99 41.85+5.37 38.73t7.24
Diklofenak 15.404+2.25* 27.38+£1.55* 27.06+2.97* 27.53+3.91* 24.88+2.21*

*p< 0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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Sekil 16. Enoksaparinin karragenin ile olusturulan penge 6deminde etkileri.
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4.1.2.2. Penge agirliklar iizerine etkileri

Calismamizin sonunda, hayvanlarin sag ve sol arka ayaklar1 arasindaki agirlik
farki kontrol grubunda % 28.95+1.56 olarak Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubuna gore,
diklofenak’mn yapmis oldugu azalma (AIE= % 40.38) anlamli (p= 0.004) iken,

enoksaparin gruplarinda goriilen azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir

(Tablo 6, Sekil 17).

Tablo 6. Enoksaparinin karragenin ile olusturulan penge 6deminde penge agirliklari

uzerine etkileri.

Iki ayak arasindaki AIE (%)
Grup adi agirhk farklari (%)
Kontrol 28.95£1.56 -
Enoksa-100 26.31£3.83 9.11
Enoksa-200 26.39£1.52 8.86
Enksa-400 25.40£5.54 12.28
Diklofenak 17.26+1.54* 40.38

*p< 0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.
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Sekil 17. Enoksaparinin karragenin ile olusturulan pence &deminde pence

agirliklarina etkileri (*p< 0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda).
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4.1.2.3. Histopatolojik etkileri

Kontrol grubuna gore, enoksaparin gruplarinda PMNL infiltrasyonu daha az
yogunlukta gozlenmistir, doza bagimli ortalama PMNL sayisinda herhangi bir azalma
tespit edilememistir. Enoksaparinin 200 ve 400 U/kg uygulanan gruplarin derin
subkutan dokularinda abse odagi olusturan PMNL gruplarn ve intersitisyel alanda orta
derecede PMNL infiltrasyonu gozlenmistir. Diklofenak uygulanan grubun nétrofil
sayisindaki azalma anlamli bulunmustur. Enoksaparin 100 U/kg uygulanan grubunun

notrofil sayisindaki azalma da anlamlidir ( Tablo 7, Sekil 18 ve 19).

Tablo 7. Enoksaparinin karragenin ile olusturulan penge 6deminde histopatolojik etkileri.

Grup adi

Notrofil Sayisi
Kontrol 47.33+2.36
Enoksa-100 38.83+£2.18*
Enoksa-200 41.00+2.88
Enksa-400 40.83+2.52
Diklofenak 33.00+3.18*

* p< 0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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Sekil 18. Enoksaparinin karragenin ile olusturulan penge ddeminde ndtrofil sayisi

tizerine etkileri (*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda).
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Sekil 19. Enoksaparin 100 grubuna ait 6rneklerde PMNL dagilimi ve inflamatuvar yaniti.
4.1.3. Bemiparinin etkileri
4.1.3.1. Penge hacim artiglar1 lizerine etkileri

Kontrol grubundaki siganlarin penge hacmi artislart (inflamasyon orani) 2. saatte
(% 37.5943.16), 3. saatte (% 37.77+4.02) ve 4. saatte (% 35.084+3.11) maksimum
diizeylerde olciilmiistiir. Bu 6lgtimler diklofenak ve bemiparin gruplariin degerleri ile
karsilagtirildiginda (Tablo 8, Sekil 20);
- 125 U/kg bemiparin uyguladigimiz grupta 2. saatte % 29.81 (p=0.010), 3. saatte 26.88°
lik (p=0.055) ve 3. saatte 30.91" lik (p=0.016) belirgin AIE gdzlenmistir.
- 250 U/kg bemiparin uyguladigimiz grupta 2. saatte % 27.19, 3. saatte 16.78 ve 4.saatte
% 14.82’ lik AIE gozlenmistir. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli degildir.
- 500 U/kg bemiparin uyguladigimiz grupta 2. saatte % 18.89, 3. saatte 16.28 ve 4.saatte
% 17.68’ lik AIE gdzlenmistir. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli degildir.
- 25 mg/kg diklofenak uyguladigimiz grupta 2. saatte % 41.61 (p=0.004), 3. saatte 51.97
(p=0.006) ve 4.saatte % 54.47 lik (p=0.004) AIE gozlenmistir.
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Tablo 8. Bemiparinin karragenin ile olusturulan penge 6demi lizerine etkileri.

Grup adi  Saat1l Saat 2 Saat 3 Saat 4 Saat 5
Kontrol 31.32+2.31 37.59+3.16 37.77t4.02 35.08£3.11 29.31+2.44
Bemi-125  22.39+2.13* 26.38+1.52* 24.24+2.51* 27.62+2.19 23.65+2.84
Bemi-250 27.65+4.25 27.37+3.16 31.43+2.30 29.88+2.88 26.01+3.92
Bemi-500 28.36+7.15 30.49+7.66 31.62+7.10 28.88+6.22 23.9845.18
Diklofenak 21.67+1.51* 21.95+1.79* 18.14+1.35* 15.97+1.83* 13.26+1.23*
*p <0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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Sekil 20. Bemiparinin karragenin ile olusturulan penge 6demine etkileri.

4.1.3.2. Penge agirliklar iizerine etkileri

Calismamizin sonunda, hayvanlarin sag ve sol arka ayaklar1 arasindaki agirlik
farki kontrol grubunda % 32.06+2.39 olarak dl¢iilmiistiir. iki ayak arasindaki agirlik
farklarina gore, bemiparin 125, 250, 500 ii’kg ve diklofenak uyguladigimiz gruplara
% 13.82, 11.76, 19.06 ve 53.56°dir. Bu degerlere gore

gruplardan sadece diklofenak grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamh

ait AIE’ler sirasi ile

bulunmustur (p=0.002) (Tablo 9, Sekil 21).
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Tablo 9. Bemiparinin karragenin ile olusturulan penge 6deminde penge agirliklar

uzerine etkileri.

Grup adi Iki ayak arasindaki AIE (%)
agirhik farklari (%)

Kontrol 32.06+2.39 -

Bemi-125 27.63£3.93 13.82

Bemi-250 28.291+4.25 11.76

Bemi-500 25.95+4.47 19.06

Diklofenak 14.89+2.14* 53.56

*p=0.002, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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10,00 -

0,00

Sekil 21. Bemiparinin karragenin ile olusturulan penge 6deminde penge agirliklarina

etkileri (*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda).
4.1.3.3. Histopatolojik etkileri
Tiim bemiparinin gruplarinda, kontrol grubuna gore akut inflamatuvar yanitta

azalmay1 yansitan daha diigiik ortalama PMNL sayis1 gozlendi. Diklofenak grubunda

abse formasyonu ve belirgin hiicre yikimima neden olan akut inflamatuvar yanit
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saptanmadi. Bemiparinin 125, 250 ve 500 doz gruplarinda fokal mikroabseler,
sliplirasyon ve orta-yogun intersitisyel PMNL infiltrasyonu mevcuttu (Sekil 22).

Sekil 22. Bemiparin 500 grubuna ait 6rneklerde PMNL dagilimi ve inflamtuvar yaniti.
Diklofenak grubundaki nétrofil sayisi  ortalamasinda goriilen azalma
istatistiksel olarak anlamli (p= 0.004) iken, bemiparin gruplarinda gozlenen

azalmalar anlamli bulunamamistir (Tablo 10, Sekil 23).

Tablo 10. Bemiparinin karragenin ile olusturulan penge 6deminde histopatolojik etkileri.

Grup adi

Notrofil Sayis1
Kontrol 45.33+3.55
Bemi-125 35.17+3.48
Bemi-250 34.83+2.47
Bemi-500 36.50+3.53
Diklofenak 25.33+2.43*

*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.
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Sekil 23. Bemiparinin karragenin ile olusturulan penge 6deminde ndtrofil sayist

tizerine etkileri (*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda).

4.2. Heparin Tiirevleri, Diklofenak ve Prednizolonun Koton-Pellet Metodu Ile

Olusturulan Kronik Inflamasyon Modeli Uzerine Etkileri

Kontrol grubundaki sicanlarin cilt altina yerlestirilen pamuk bilyelerin nemli
agirliklarinin ortalamasi 174.28 + 8.77 mg iken, diklofenak verilen siganlarda 134.46
+10.75 mg, prednisolon verilen sicanlarda ise 135.37+£7.67 mg olarak Olcililmiistiir.
Diklofenak ve prednizolonun pamuk bilyelerin agirliklarinda yapmis oldugu azalmalar
(antiproliferatif etki- APE) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 11).

Pamuk bilyelerin kurutulduktan sonraki agirliklarinin ortalamasi kontrol
grubunda 45.18 £ 2.01 mg iken, diklofenak grubunda 31.66 + 2.39 mg, prednisolon
grubunda 31.88 + 1.63 mg Sl¢lilmiistiir. Diklofenak ve prednizolonun yapmis oldugu
APE’ler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 11).

Calismamizda kullandigimiz heparin tlirevleri pamuk bilyelerin hem yas hem
de kuru agirliklarini azaltmistir ancak sadece heparin ve bemiparinin neden oldugu

azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 11, Sekil 24).
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Tablo 11. Heparin tiirevleri, diklofenak ve prednisolonun koton-pellet metodu ile

olusturulan kronik inflamasyon modeli iizerine etkileri.

Grup ad1 Pamuk Yas Agirhk APE  Kuruagirhk  APE
agirh@ (mg) % (mg) %
(Yas) (Kuru)
Kontrol 10+1 17428 +8.77 - 4518 +2.01 -

Diklofenak-10 10+1 136.46 + 0.75* 22.33 31.66 +2.39* 29.44
Prednizolon-10 10+1 135.37+7.67* 21.70 31.88 +1.63* 29.92

Hepa-1000 10+1 132.08 £ 5.53* 24.21 34.30 £0.97* 24.68
Bemi-125 10+1 144,55 £ 7.99* 17.06 38.00 £1.48* 15.89
Enoksa-400 10+1 163.65+3.59 6.10 40.70 +0.74  9.92

* p< 0. 05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

200.00
180001 T
160.00
140.00 -
120.00 -
100.00 1
80.00 1

60.00 -
- * * * *

40.00 1 =
20.00 1

0.00- . , , | ﬁ )

Kontrol  Predinsolon  Diklofenak ~ Hepa-1000 ~ Bemi-125  Enoksa-400

BYAS (mg)
KURU (mg)

Sekil 24. Heparin tiirevleri, diklofenak ve prednisolonun koton-pellet metodu ile
olusturulan kronik inflamasyon modeli iizerine etkileri

(*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda).
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4.3. Heparin Tiirevlerinin Hot-Plate Metodu le Olusturulan Agr Uzerine Etkileri

4.3.1. Heparinin etkileri

Kontrol grubundaki sicanlar, hot-plate alaninda 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda sirasiyla 13.174£1.138, 15.67+2.231, 15.17+£1.302 ve 14.17+1.376 saniye
sonra pengelerini yalamislardir. Diklofenak tiim Slgiimlerde, pence yalama davranist
icin gecen siirelerin hepsini, heparin ise tiim dozlarda sadece 30. dakikalardaki

stireleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde uzatmistir (Tablo 12, Sekil 25).

Tablo 12. Heparinin hot-plate alaninda penge yalama davranisi i¢in gegen siireye

etkileri.
Grup ad1 30.dk 60.dk 90.dk 120.dk
Kontrol 13.17£1.14 15.67+£2.23 15.17+£1.30 14.17+1.38
Hepa-100 27.50+4.17*  21.83+3.56 15.17+1.14 15.004£1.55
Hepa-500 19.174£2.07*  15.67+1.61 11.67+1.31 10.83+1.30
Hepa-1000 20.83+1.25*  14.50+1.20 15.33+1.20 15.50+1.96
Diklofenak 24.83+1.89*  27.33+1.71* 25.17+1.01*  26.50+2.01*
*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
35.00 1
30.00 -
25007 030k
20.00 1 i 0 60.dk
15.00 T} T & 90.dk
1000 41 1- _ ® 120.dk
5.00 -
0.00 . . . .
Kontrol Hepa-100 Hepa-500 Hepa-1000 Diklofenak

Sekil 25. Heparine ait Hot plate testi sonuglari.
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4.3.2. Enoksaparinin etkileri

Enoksaparin uyguladigimiz gruplar karsilastirdigimiz kontrol grubundaki
siganlar, hot-plate alanina birakildiklarinda 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda sirasiyla
16.50£1.48, 15.17+2.73, 13.17£2.02 ve 13.33+2.03 saniye sonra pence yalama
davranisi sergilemislerdir. Diklofenak, tiim 6lgiimlerde, penge yalama davranist igin
gecen siirelerin hepsini, istatistiksel olarak anlamli sekilde uzatmistir. Enoksaparin
bunlardan bazilan istatistiksel olarak

ise genel olarak analjezik etki gdstermistir,

anlamli bulunmustur (Tablo13, Sekil 26).

Tablo 13. Enoksaparinin hot-plate alaninda penge yalama davranisi i¢in gegen

stireye etkileri.

Grup ad1 30.dk 60.dk 90.dk 120.dk
Kontrol 16.50+1.48 15.174+2.73 13.17+£2.02 13.33+£2.03
Enoksa-100 26.17+3.28*  18.33+2.04 20.83+£1.40*  11.50+1.12
Enoksa-200 23.83+4.50 22.50+3.67 23.67+3.73*  15.83+2.87
Enoksa-400 33.00+5.17*  27.33+4.86" 22.3345.00 25.67+3.34*
Diklofenak 33.50+5.02*  31.83t5.46*  35.17+4.56*  30.67+6.25*
*p < 0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
45.00 -
40.00 -
35.00
30.00 A 0 30.dk
25.00 0 60.dk
20.00 A B8 90.dk
15.00 A ® 120.dk
10.00 A
5.00
0.00 T .
Kontrol  Enoksa- Enoksa-  Enoksa- Diklofenak
100 200 400

Sekil 26. Enoksaparine ait Hot plate testi sonuglari.
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4.3.3. Bemiparinin etkileri

Bemiparin uyguladigimiz gruplar1 karsilastirdigimiz kontrol grubundaki
sicanlar hot-plate alaninda 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda sirasiyla 12.50%0.85,
11.67+£1.43, 10.00£0.97 ve 11.33£1.09 saniye sonra penge yalama davranisi
sergilemislerdir. Diklofenak, tiim oOl¢iimlerde, pence yalama davranisi i¢in gecen
stirelerin hepsini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde uzatmistir. Bemiparinin ise

sadece 250 U/kg dozda ve 30. dakikadaki siireyi uzamas istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (Tablo 14, Sekil 27).

Tablo 14. Bemiparinin hot-plate alaninda penge yalama davranisi i¢in gegen siireye

etkileri.
Grup ad1 30.dk 60.dk 90.dk 120.dk
Kontrol 12.50+0.85 11.67+1.43 10.00+.97 11.33+1.09
Bemi-125 14.00+1.29 12.00£1.18 12.33+1.63 12.50+1.80
Bemi -250 17.67+1.84*  11.17+£1.30 9.50+0.99 12.50+1.34
Bemi -500 14.83+1.33 13.00+.82 12.1740.91 13.83+1.22
Diklofenak 18.83+1.38*  16.67+.88* 15.83+£0.87*  15.00+1.32*

*p<0.05, gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

25.00
20.00 -
15.00 - 00 30.dk
0 60.dk
B 90.dk
10.00 + B 120.dk
5.00 A
0.00
Kontrol Bemi-125 Bemi-250 Bemi-500 Diklofenak

Sekil 27. Bemiparine ait hot plate testi sonuclart.
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5. TARTISMA

Bu calismada, pek ¢ok kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin tedavi ve
proflaksisinde kullanilan farkli heparin tiirevlerinden standart heparinin ve diisiik
molekiil agirlikli heparin tiirevlerinden bemiparin ve enoksaparinin antiinflamatuvar
etkisi sicanlarda karragenin ile olusturulan akut inflamasyon modelinde
arastiritlmistir.  Akut inflamasyon modelinde en etkili bulunan dozlarin kronik
inflamasyon tizerine etkileri ise koton pellet graniiloma yontemiyle test edilmistir.
Ayrica, heparin tiirevlerinin analjezik etkilerinin olup olmadig1 da hot-plate testi ile
degerlendirilmistir.

Deneylerimizin sonuglara gére heparin sodyum 100 ve 1000 U/kg dozlarda
karragenin ile olusturulan akut inflamasyon (pence 6demi) lizerinde 2 ve 3.saatlerde
istatistiksel olarak anlamli anti-inflamatuvar etki géstermistir. Bemiparin sodyum ise
sadece 125 U/kg dozda 1, 2 ve 3.saatlerde karragenin inflamasyonunu anlamli bir
sekilde azaltmistir. Ancak, enoksaparin sodyumun yaptig1 pence ddemi tizerindeki
azalmalar ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Deneysel olarak, inflamasyon olugturmak amaciyla pek ¢ok inflamatuvar ajan
kullanilmaktadir. Bunlardan lambda-karragenin en ¢ok kullanilan maddedir.
Karagenin inflamasyonu akut inflamasyonun klasik bir modeli olarak kabul edilir ve
prostaglandinler ve diger inflamasyon mediatdrlerinin salinim ile gergeklesir (117,
118). Karragenin inflamasyonu erken ve ge¢ fazdan olusur. Erken faz enjeksiyondan
sonraki birinci saatte meydana gelir; serotonin, histamin ve bradikinin salinimi ile
karakterizedir. Geg faz ise ilk 1 saatten sonraki 3 saat veya daha uzun siireyi kapsar
ve prostaglandin olusumuna bagh olarak gelistigi belirtilmektedir. Ayrica, ge¢ fazda
notrofil infiltrasyonunun yani sira serbest oksijen radikalleri, NO (nitrik oksid) ve
pro-inflamatuvar sitokinlerin (TNF-o, IL-1) de rol oynadig: bildirilmektedir.Yapilan
arastirmalarda karagenin 6deminin ve 6zellikle ge¢ fazin prostaglandin sentezinde rol
oynayan COX enzimini inhibe eden bilesiklere duyarli oldugu bildirilmistir (5, 117,
119-123). Bizim sonuglarimiza gore, heparin sodyum ve bemiparin sodyum
karragenin inflamasyonunun hem erken hem de ge¢ fazini inhibe etmistir. Heparin
sodyum ve bemiparin sodyumun karragenin inflamasyonunun hem erken hem de geg
asamasinda etkili olmasi histamin, serotonin, bradikinin ve PG olusumunu
baskilamalar1 sonucundan kaynakladigini diisiiniiyoruz (120). Ayrica, ¢alismamizin

sonunda, hayvanlarin sag ve sol arka ayaklar kesilerek, her iki ayak hassas terazi ile

57



Ol¢iilmiistiir. Her iki ayak arasindaki agirlik farklar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, heparin sodyumun uyguladigimiz tim dozlarda (100, 500 ve
1000 U/kg) belirgin anti-inflamatuvar etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar, penge 6demi ¢alismasindan elde edilen sonuglarimizi desteklemektedir.

Karragenin ile olusturulan penge 6deminde PMN nétrofil infiltrasyonunun
onemli rol oynadigi bilinmektedir (123). Bundan dolayi, ¢alismamizda heparin
tiirevlerin PMN notrofil infiltrasyonu tizerine etkileri de histopatolojik bakimindan
arastirilmistir. Bu histopatolojik incelemesinden elde edilen sonuglara gore heparin
sodyum uyguladigimiz tiim dozlarda (100, 500 ve 1000 U/kg) kontrol grubu ile
karsilastirildiginda PMN notrofil infiltrasyonunu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglarimiz da, penge 6demi ve ayak agirliklar
calismasindan elde edilen sonug¢larimizi desteklemektedir. Calismamizda standart
ilag olarak kullandigimiz diklofenak, hayvanlarin pence 6demini, her iki ayak
arasindaki agirlik farklarmi ve histolojik olarak PMN nétrofil infiltrasyonunu
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmistir. Calismamizdan elde edilen
bulgularin, literatiirde bildirilen bulgularla uyumlu oldugunu gézlemledik.

Hanaohe ve Jones (112), yaptiklar1 bir ¢alismada karragenin enjeksiyondan
30 dakika once subkiitan verilen heparinin 2.saatten 6.saate kadar lokal inflamasyonu
belirgin bir sekilde azalttigini tespit etmisler; kullandiklar1 heparinin, Hageman
faktoriin etkilerini bozarak penge 6demi azalttigini ve bu etkisinde endojen heparinin
de katkida bulundugunu 6ne stirmiislerdir.

Karragenin ile olusturulan inflamasyonda fibrinin roliintin olup olmadigini
aragtirmak amaciyla Wiseman ve Chang (124) tarafindan bir ¢alisma yapilmistir.
Yapilan ¢aligmadan elde edilen sonuglara gore karragenin inflamasyonunda medyana
gelen pence Odemindeki artisi, hem fibrin olusumu ve hem de olusmus fibrinin
parcalanmasini inhibe eden ajanlar tarafindan bloke edildigini gostermislerdir. Bu
ajanlardan, pivalin (2-pivaloyl-1,3-indandion) protrombin deplesyonu yaparak,
heparin sodyumun protrombinin trombine donilisiimiinii inhibe ederek ve
trombolizinin (insan plazmini) fibirinoliz olayini1 azaltarak hayvanlarda penge 6demi
olusumunu inhibe ettiklerini tespit etmislerdir. Bu sonuglara gore, karragenin ile
olusturulan penge 6dem artisi ile koagiilasyon olay1 arasinda yakin iligki oldugunu ve
bu iliskide fibrinin ¢ok 6nemli rol oynadigini 6ne siirmiislerdir. Cirino ve arkadaslari,
sicanlarda  deneysel inflamasyon modelinde trombinin biyolojik etkileri

aragtirmiglardir. Elde ettikleri sonuglara gore, spesifik trombin inhibitérii olan
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Hirulogun siganlarda karragenin ile olusturulan penge édeminin hem erken hem de
gee fazini belirgin bir sekilde azalttigini tespit etmislerdir. Bu sonuglardan yola
cikarak trombinin karragenin inflamasyonunda onemli oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica, ayni ¢alismada sican pengesine trombin enjekte ederek pence 6demi
olusturmuglar ve trombinin inflamatuvar bir mediatér oldugunu, trombin
reseptorlerini (proteaz ile aktive edilen reseptorleri=PAR1.4) aktive ederek mast
hiicrelerinden vazoaktif aminlerin salgilanmasina yol actigin1 ve PMN I6kositlerde
kemotaksi yaptigini, dolayisiyla inflamasyon olaylarinda olduk¢a oOnemli rol
oynadigimi 6ne stirmiislerdir (12).

Inflamatuar yanitta, enfeksiyon, doku yaralanmasi ve travmaya karsi
interlokin-I" in 6nemli oldugunu bildirilmektedir (31, 125). Jones ve Geczy (126),
trombin ve faktor Xa’nin interlokin-1 (IL-1) tretimi tizerine etkileri arastirmislar;
trombin ve faktor Xa’nin IL-1 tretimini artirdigini tespit etmislerdir. Trombinin
interlokin-I iiretimi lizerinde daha etkili oldugunu ve heparinin trombin, faktor Xa ve
lipopolisakarid (LPS) ile indiiklenen IL-1 {iretimi de azalttigini tespit etmislerdir.

Cirino ve arkadaglar1 siganlarda deneysel akut inflamasyon modelinde
pthtilasma proteazlarinin etkilerini test etmislerdir. Elde edilen sonuglara gore, si¢an
pengesine enjekte edilen faktor Xa’nin(10-30 pg) penge 6demine neden oldugunu ve
karragenin ile olusturulan penge d6demini de potansiyalize ettigini tespit edilmistir.
Ancak, faktor IXa’ nin sican pencgesine enjekte edilmesi ise yeterli pence 6demi
yapmamistir. Faktor Xa’nin efektor hiicre proteaz reseptor-1 (EPR-1)’e baglanarak
pence 6demi olusturdugunu ortaya koymuslardir. EPR-1-FaktorXa kompleksi ile
olusan inflamasyonun histamin/serotonin antagonistleri (siproheptadin ve metizerjid)
ile inhibe edildigini fakat spesifik trombin inhibitdrii (Hirulog) ile inhibe
edilmedigini tespit etmislerdir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, faktér Xa’nin EPR-1
araciligr ile akut inflamasyonun bir mediatorii olarak gorev yaptigini One
stirmiiglerdir (127).

Salas ve arkadaslari, heparinin akut inflamatuvar yanitta 6nemli rol oynayan
16kosit-endotel yapisma molekiillerinin fonksiyonu {iizerinde ortadan kaldirict
etkisinin olup olmadigmi arastirdiklar1 bir ¢alismada, heparinin proinflamatuvar
TNF-a’nin etkilerini inhibe ederek antikoagiilan etkisinden bagimsiz bir sekilde anti-

inflamatuvar etki yaptigini ortaya koymuslardir (128).

59



Wang ve arkadaslari, heparin ve modifiye edilmis analoglarin, selektin
inhibitorii etkilerinin olup olmadigim test etmislerdir.Elde edilen sonuglara gore,
heparin ve analoglarnin P-selektin ve L-selektin’i inhibe ederek giiclii anti-
inflamatuvar etki yaptiklarin1 tespit etmislerdir. Heparin ve modifiye edilmis
analoglarin bu etkiyi yapmalar1 i¢in 6. karbonlarinda bulunan glukozaminin
stilfatlanmasinin gerekli oldugunu da ileri stirmiislerdir (129).

Dotan ve arkadaslari, siganlarda olusturulan deneysel kolit {izerine diisiik doz
enoksaparin ve standart heparinin etkisini aragtirmislar ve diisiik doz enoksaparin ve
standart heparinin deneysel kolitin iyilesmesine neden oldugunu tespit etmislerdir.
Bu ilaglarin kolite karsi gosterdikleri olumlu etkilerin anti-inflamatuvar etkilerine
bagli oldugunu da 6ne siirmiisler (130).

Koton pellet testi ilaglarin antiproliferatif etkilerinin incelenmesinde yaygin
olarak kullanilan bir kronik inflamasyon modelidir (82). Deneyimizin ikinci serisinde
karragenin inflamasyonundaki ¢alismamizda en etkili bulunan heparin, enkosaparin
ve bemiparin dozlarinin kronik inflamasyona etkileri koton-pellet graniiloma
modelinde diklofenak ve prednisolon ile karsilastirilarak test edildi. Heparin ya da
bemiparin alan sigan gruplarindan ¢ikarilan pamuk (koton) bilyelerin hacmi
makroskopik olarak incelendiginde kontrol grubuna gore oldukca kiicliktii. Ayrica,
kontrol grubundan cikarilan bilyelerin c¢evresinde c¢ok fazla graniilasyon dokusu
bulunmustur ve bu dokularda belirgin hiperemi gézlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, heparin ve bemiparin uygulamalari ile cilt altina yerlestiren bilyelerin hem yas
hem de kuru agirliklarinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azaldig
gozlenmistir. Fakat enoksaparin bu modelde de yeterli antiproliferatif etki
gostermemistir. Heparin ve standard ilag olarak kullandigimiz diklofenak birbirine
benzer antiproliferatif etkiler sergilemislerdir ve etkileri arasinda istatistiksel
anlamlilik bulunamamustir.

Sicanlarda cilt alti yerlestiren koton pelletlere karsi gelisen inflamatuvar
cevabin ii¢c fazdan olustugu bildirilmektedir. Bunlar transiidatif, eksudatif ve
proliferatif faz olarak adlandirilir. Transiidatif faz, koton pelletlerin cilt alti
yerlestirilmesinden hemen sonra baglar ve ilk {i¢ saatte maksimum diizeye ulasir. Bu
faz koton bilyelerin yas agirliklarinin artmasi ile karakterizedir. Eksudatif faz, koton
pelletlerin cilt alti konulduktan sonraki 3. ila 72. saatler arasinda medyana gelir ve

olusan granulom etrafinda exudasyon olusur. Proliferatif faz ise, koton bilyelerin
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kuru agirliklarinin artmasi ile dlgiiliir ve bu bilyelerin cilt altina yerlestirilmesinden
sonra 3. ila 6. giinler arasinda gergeklestigi bildirilmektedir (131).

Durmaz ve arkadaslar tarafindan yapilan bir arastirmaya gore (132), heparin
ve enoksaparinin 7 giin-giinde 1 kez uygulanmasi siganlarda yara iyilesmesini
hizlandirmistir. Bu ¢aligmada, heparin ve enoksaparinin yara iyilesmesi tizerindeki
etkileri de karsilagtirllmis ve deney sonuglarina gore enoksaparin daha belirgin
tyilestirici etki gostermistir. Dolayisiyla, yara iyilesmesinde inflamasyonun 6nemli
olaylardan biri oldugu bilinmektedir (133).

Calismamizda heparin ve bemiparinin cilt altina yerlestiren bilyelerin hem
yas hem de kuru agirliklarin1 anlamli bir sekilde azaltmis olmalarini, inflamatuvar
yanitta bilyelere kars1 gelisen transiidatif ve proliferatif fazi bloke etmeleri sonucu
oldugunu diisiinmekteyiz.

Heparin tiirevlerinin akut antinosiseptif etkinliklerinin belirlenmesi i¢in hot
plate testi kullanilmigtir. Hot plate testi, ilaglarin veya kimyasal maddelerin analjezik
aktivitelerini arastirmak i¢in en sik kullanilan bir modeldir. Bu modelde akut termal
uyart ile nosisepsiyon olusturulur (134). Calismamizda, heparin tiirevlerinin
sicanlarin  hot-plate alaninda kalma (latent) siirelerini uzatma potansiyelleri
degerlendirilmistir. Standard ilag olarak kullandigimiz diklofenak 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda, pence yalama davranisi i¢in gecen siirelerin hepsini belirgin bir sekilde
uzatmistir. Heparin tiim dozlarda sadece 30. dakikalardaki pence yalama davranis
icin gegen siireleri istatistiksel olarak anlamli sekilde uzatirken, bemiparin sadece
diisiik dozda (250 U/kg) yine 30. dakikadaki pence yalama davranisi igin gecen
stireyl anlamli olarak uzatmistir. Enoksaparin ise tiim dozlarda genel olarak pence
yalama davranisi i¢in gecen siirelerin belirgin bir de uzamasina neden olmustur.
Balasubramanian ve arkadaglar1 tarafindan sabit doz heparin ve diklofenak igeren
topikal jel preparatlarinin analjezik etkileri farelerde formalin ile olusturulan agri
modelinde ve antinflamatuvar etkisi ise siganlarda karragenin ile olusturulan penge
0demi modelinde test edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, kombine heparin ve
diklofenak preparati, tek basma diklofenak veya heparin igeren preparatlara gore
daha belirgin analjezik ve antinflamatuvar etki géstermistir (135). Birinci ve ikinci
derece yanik iyilesmesinde lokal uygulanan heparin ile ilgili olarak birgok ¢aligmalar
yapilmistir. Bu ¢alimalardan elde edilen sonuglar, heparinin analjezik, anjiyogenik ve
anti-inflamatuvar etki yaparak yara iyilesmesini hizlandirdigini gostermektedir.

Ayrica, yanikli hastalarin tedavisinde, heparinin agr1 giderici etkisinin de oldugu ve
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bu etkisini TNF-o’y1 inhibe etmesinden kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir (136-
139). Agbenorku ve arkadaslar tarafindan yapilan benzer bir ¢caligmada da heparinin
lokal olarak uygulanmasi 1. ve 2. derece yanikli hastalarda analjezik ilaglarin
gereksinimi belirgin bir sekilde azaltmis ve heparinin agr1 giderici etkiye sahip
oldugu bildirmislerdir. Yukarida belirtilen literatiir bilgileri, calismamizdan elde
ettigimiz sonuglarimizla uyumludur (140).

Sonug olarak, kullandigimiz heparin tlirevlerinden standat heparin ve diisiik
molekiill agirlikli  heparin  tlirevi  bemiparin  sicanlarda deneysel olarak
olusturdugumuz akut ve kronik inflamasyon modellerinde anti-inflamatuvar etki
gostermislerdir.

Bu ilaglarin anti-inflamatuvar etkilerinin, anti-koagulan ve anti-trombotik
ozelliklerinden kaynaklanabilecegini, gdstermis olduklar1 agri giderici etkilerinin
antiinflamatuvar etkilerine katki saglayabilecegini, ayrica kronik inflamasyon
modelinde sergiledikleri antiproliferatif etkinin ise kronik inflamatuvar hastaliklarin

tedavi siire¢leri i¢in bir 151k olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, anti-Xa/anti-lla  aktiviteleri  farkliik  gdsteren  heparin
tiirevlerinden standart heparinin ve diisiik molekiil agirlikli heparin tiirevlerinden
bemiparin ve enoksaparinin antiinflamatuvar etkisi siganlarda karragenin ile
olusturulan akut inflamasyon modelinde aragtirildi.

Akut inflamasyon modelinde en etkili bulunan dozlarin kronik inflamasyon
tizerine etkileri ise koton pellet graniiloma yontemiyle test edildi.

Ayrica, heparin tiirevlerinin analjezik etkilerinin olup olmadigi da hot-plate testi

ile degerlendirildi.

Calismadan elde edilen sonuglara gore:

Heparin karragenin ile olusturulan akut inflamasyon {iizerine belirgin anti-
inflamatuvar etki gostermistir.

Bemiparin deneyde kullanilan dozlardan sadece 125 U/kg dozda karragenin ile
olusturulan penge 6demi anlamli bir sekilde azaltmistir.

Ancak, enoksaparinin yaptigi pence O6demi iizerindeki azalmalar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir.

Koton pellet granuloma testinde, heparin ve bemiparin belirgin antiproliferatif
etki gostermistir. Fakat enoksaparin bu modelde de yeterli antiproliferatif etki
gostermemistir.

Hot plate testinde, heparin tiim dozlarda sadece 30. dakikalardaki penge yalama
davranigi i¢in gecen siireleri belirgin bir sekilde uzatirken, bemiparin sadece 250
U/kg doza yine 30. dakikadaki pence yalama davranisi i¢in gegen siireyi anlamli
olarak uzatmistir. Enoksaparin ise tiim dozlarda genel olarak pence yalama

davranisi i¢in gegen siirelerin belirgin bir sekilde uzamasina neden olmustur.
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