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OZET

KOLLAJEN ANT IKORU ILE iINDUKLENEN ARTRIT VE AGRI UZERINE
FARKLI ANALJEZ iK ILACLARIN ETK iLERI

Uzm. Ecz. Duygu Belkis BA, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Nisan-2011

Romatoid artrit (RA) kronik otoimmun bir hastalik olup diinya ntfusunun
%2'ini etkiler. Onemli olarak, @1 RA hastalari tarafindan rapor edilen en rahadizi
semptomlardan biridir. RA hastalarindgriain diizeyi ve spinal kord seviyesindgria
surecinin kolaylgmasi sinovyal inflamasyon ile tam olarak aciklanaraktadir. Bu
calismada, kollajen antikoru ile indiiklenen artrit (k3 modelinin, artritle-indiiklenen
agri modeli olarak karakterizasyonu yapildi, farmaé yanit ve spinal glia
aktivasyonu bu modelde glerlendirildi.

KAA gucli, persistan taktil allodini meydana getine® bu hipersensivite
inflamasyonun klinik belirtileri kaybolduktan sonda devam etti. Bununla birlikte,
soguk allodini yanitlari inflamasyonun klinik beliréiti ile korelasyon gdsterdi, 6nce
artan dgerler sonra bazal aktivite gerlerine geri dondu. Eklem inflamasyonu pik
dizeyde iken (8-12. gunler), azaymwlan taktil allodini gik degerleri i.p. olarak
uygulanan diklofenak, buprenorfin ve gabapentiaftadan artirildi, anakinra ise etkili
degildi. inflamasyon kaybolduktan sonra (26-31. ginler) sadeaprenorfin ve
gabapentin etkili bulundu.

Ceitli persistan &@ri modellerinde spinal glianin 6nemli roller oyngadi
gosterilmitir. Immiinhistokimya sonuglarimiz KA indiiksiyonunu takiben 29. giinde
(gec donem) spinal kortta astrosit aktivasyonungant gosterdi, bununla birlikte erken
(13. guin) veya ge¢ donemde mikroglia aktivitesidd@siklik bulunmadi. Bu sonuclar,
spinal korddaki astrosit aktivasyonun persistgn de bailantili olabilecgine isaret
etmektedir.

Sonu¢ olarak, KA modeli artritle-indiiklenen @ mekanizmalarinin
arastirllmasi igin yeni bir ara¢ sunarken ve RA benZegullarda &riy1 azaltmak icin

yeni tedavi seceneklerinin gtallmasina da yardimci olabilir.



ABSTRACT

EFFECTS OF DIFFERENT ANALGESIC DRUGS ON COLLLAGEN
ANTIBODY INDUCED ARTHRITIS AND PAIN

Spc. Phm. Duygu Belkis BA, Ph.D. Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, April-2011

Rheumatoid arthritis (RA)is chronic autoimmune disease affecting 1% of the
world’s population. Of importance, pain is one bktmost bothersome symptoms
reported by RA patients. The level of pain in RAi@ats and facilititation of pain
processing at the spinal level cannot be entirgpfaned via synovial inflammation. In
this study, the collagen antibody-induced arth{@@#IA) model was characterized as a
model of arthritis-induced pain, pharmacologic msveness and spinal glia activation
were assessed in this model.

CAIA generates a robust, persistactile allodynia, and this hypersensivity
remains after the clinical signs of inflammationvléadisappeared. However, cold
allodynia responses showed correlation with clinisggns of inflammation after
showing an increase then returned to baselinedelthe peak of joint inflammation
(days 8-12), reduced tactile allodynia threshol@dsenincreased with i.p. diclofenac,
buprenorfine and gabapentin, but not with anakiiéer resolution of inflammation
(days 26-31) only buprenorfin and gabapentin wéecgve.

It has been implicated that spinah dias been to play important roles in
different models of persistent pain. Our immunasobemistry results showed that
astrocytes are activated in the spinal cord 29 days timepoint) subsequent to CAIA
induction, while no activation of microglia was faliat early (day13) or late timepoint.
These results, indicates that astrocyte activatiotie spinal cord could be correlated
with persistent allodynia.

As a result, CAIA model provides awmnmol to dissect mechanisms driving
arthritis-induced pain and may aid in the searchnfuvel treatment strategies to relieve

pain in conditions like RA.
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|.GIRIS

Romatoid artrit (RA) etiyolojisi bilmeyen, otoimmun bir hastaliktir. RA’In
gostergesi erozif inflamasyon olup, bunun histalojiarak gostergesi de lenfositlerin ve
granulositlerin etkilenen ekleme infiltrasyonu, exki saran sinovyal tabakanin
neovaskularizasyonu (yeniden damarlanma), sinofigabblastlarin ve makrofajlarin
proliferasyonu, artiktler kartilajin ytzeyi Uzermdpannus (inflamatuar dokunun)
gelisimi ve sunkondral kengin asinmasidir. Bu proliferatif strecin klinik kaniti kio
eklemdessislik, eritem ve gridir. Eklem yikiminda, kemik erozyonu ve iskelayki ile
birlikte arts goraltur. Makrofajlar, dendritik hticreler, fibrolstabenzeri htcreler, mast
hiicreleri, eozinofiller, notrofiller, T ve B lenfitkeri gibi ¢esitli hiicreler bu sirece
katilir ve belirli antikorlarin, sitokinlerin, kenkanlerin, metalloproteinaz ve serin
proteinazlar gibi ¢gtli enzimlerin de Uretimi artar (Rowley ve arkQ@3).

RA’de hareket sirasinda ve eklemtik@ler marjina hafif basi uygulanginda
artan @r1 ve yani sira devam edergra gorultr (Leffler ve ark., 2002). &I, RA
hastalarinda en rahatsiz edici semptomlardan &tpli hastalar &r sikayetlerinde
meydana gelecek azalmayi en yiksek oncelik olamakrniamaktadir (Heiberg ve ark.,
2005). Buglin RA hastalarindaste tedavi secenekleri hastgln klinik belirtilerini
azaltmakla birlikte eklem gularn igin kesin bir ¢6zim sunamamaktadir. RA
hastalarinda @i ve a&rinin azaltilmasi ve/veya tamamen ortadan kaldasinonemili
bir sorundur (Christianson ve ark., 2010).

Inflamasyon ve inflamatuar ganin calgildizi pek cok deneysel model
bulunmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar,anflasyon mediyatdrlerinin diz (intra-
artiktiler) veya pence icine (intra-plantar) enjgksiu seklindedir. Bu modeller
kontralateral uzvun internal kontrol olarak kullamasini sglayan monoartrit modelleri
meydana getirir. Bazi yonlerdensbali olmakla birlikte bu modellerdeki inflamasyon
akuttur ve yapisi genellikle kendini sinirlayictefiktedir (Inglis ve ark., 2007). Bu
nedenle de kronik inflamasyonun ggelendirilmesi icin uygun dgldir. Ayrica bu
modellerin ¢gu hastalgin insandaki klinik profilini, kroniklgini ve patogenezini tam

olarak yansitamamaktadir (Christianson ve ark.020Bu nedenle dncelikle hasgah



insandaki patogenezini il olarak taklit eden bir inflamatuargm modelinin
olusturulmasi 6nemlidir.

Calsmamizda, yeni bir kronik inflamatuagra modeli olarak kollajen antikoru
ile induklenen artrit (KAA) modelini bu bglamda yararli olabilegg@ amaciyla
kullandik. KAIA modeli romatoloji alanindaki en yaygin model olaollajen ile
indiiklenen artrit (KA) modelinden geitiriimi s bir modeldir. RA’in heterojenitesinden
dolay! calgilacak faz veya mekanizmaya goére farkh hayvan riedee ihtiyac
duyulmaktadir. KAA modeli de immun yanitin priming (flangig) fazi olmaksizin
artritin inflamatuar (efektor) fazinin cgllmasina olanak gamaktadir. (Holmdahl,
2007).

KAA, kollajen tip Il (Cll) spesifik, artritojenik marsklonal antikorlarin
(mABs) karsimindan hazirlanan kokteylin pasif transferi ileggkleir (Nandakumar
ve Holmdahl, 2007). CII, RA patogenezi ileskili eklem spesifik bir otoantijendir
(Burkhardt ve ark., 2005). Antikor kokteylinin kwk veninden intravendz (i.v.)
injeksiyonunun ardindan antikorlar CIll Gzerindekonkormasyonel Uc¢li sarmal
epitoplara (J1, C1, D3 ve Ul) @anarak, bu konformasyonel yapiningdenesine
neden olur. Daha sonra intraperitoneal (i.p.) danajekte edilen lipopolisakkarit (LPS)
de artrit insidansini vgiddetini artirir. Sonug olarak da hizli lgekilde gelgsen artrit-
benzeri bir tablo meydana gelinsanlardaki RA ile patolojik ve histolojik acidarkp
cok benzerlikler géstermesi, bir poliartrit modelinasi, injeksiyonun ardindan hizl bir
sekilde artrit tablosu gelmesi, yiksek uptake (alim) orani, genetik acidamifiye
edilmis hayvanlarda calma olang& sunmasi (Nandakumar ve Holmdahl, 2007) ve
hayvanlarin genel gak durumlarinin uzun sureli takibe olanakgkssyacaksekilde iyi
olmasi modelin Ustunltkleri arasinda yer alir.

KAA modeli romatoid artrit modeli olarak pek ¢ok samiada kullanilan
hayvan modeli olmasina kan (Nandakumar ve ark., 2003; 2004; Rowley ve ark.,
2008), deneysel inflamatuar gra modeli olarak ©6nceki c¢aimalarda
deserlendiriimemitir. Insanlarda ve géli hayvan modellerinde eklemlerdeki persistan
inflamasyonun devam edergra ve zararsiz uyariya kar hipersensivite ile ifkili

oldugu gdsterilmgtir. Artmis agri hassasiyetinin innerve edilen eklem, perifenal s



dorsal kok ganglionu (DRG) ve yani sira spinal kordronlarindaki dgsikli gi
yansittgl ve nosiseptif transdiksiyon sidrecinde gigiklige neden oldgu
disunulmektedir (Christianson ve ark., 2010).

Bundan Bh&a, inflamasyon ve sinir hasari ile induklenefrianodellerinde
spinal glia (mikroglia ve astrosit) aktivasyonunapinal nosiseptif sirece katigd
gosterilmitir. Glia aktivasyonunu azaltan tedavilerigriadavrangini azaltan sonuclari
da glial hicrelerin g strecindeki 6nemli rolini ortaya koymaktadir (Wahon ve
Malcangio, 2009).

Cakmamizin birinci amaci amaci farelerde iAmodelinde &r (nosiseptif)
davranginin deserlendirilmesi, farkli farmakolojik gruplardan ilagin antinosiseptif
etkilerinin artritli farelerde asguriimasidir. ikinci amacimiz ise géli persistan &r
modellerinde 6nemli roller oynagli gosterilen astrosit ve mikroglia aktivasyonlamini

bu modelde dgerlendiriimesidir.



Il. GENEL BILGILER

2.1. ROMATAD ARTRIT ETiYOLOJIiSi ve PATOGENEZI

Romatoid artrit (RA) sinovyal eklemletkileyen kompleks inflamatuar bir
hastaliktir ve toplumda gortlme sgkliyaklasik %1'dir. Hastallk her yda ortaya
ctkmakla birlikte en sik goruldii yas 30 ve 50°li yglardir. Kadinlardaki gortlme orani
erkeklere gore 2-3 kat fazladir (Hamuryudan, 2007).

Klinik olarak RA, simetrik poliartrgdsterir, proksimalden cok distal tutulum
vardir, genellikle el ve ayaklardaki kiicik eklemlet ve ayak bileklerini tutar. Eklem
sismesi, &n ve sertlik, belirgin eklem yikimi/deformitesi Jeonik hareket kisitfi,
gucgsuzlik ve yorgunluk belirtileri arasinda yer.ali

RA'nin klinik bulgular cok gegibir yelpazede gortlebilirse de, @&ozaman
sinsi seyreder ve net bir tani konana kadar ayéelilir. En belirgin semptomlar
periferik eklemlerin ari, sertlik vesisligidir. Hastalgin klinik gorinima orta, kendi
kendini sinirlayan artritten derin morbidite ve atiteye sebep olan ve ani progresyon
gosteren inflamatuar artrite kadargd&en formlarda gorilmektedir. Her ne kadar
patolojik immun yanitin birinci hedefi eklemler ise RA ayrica dier pek ¢cok organi
etkiler. Subkutan noduller, plérit, perikardit vaskulit gibi sistemik belirtiler, uzun
sureli hastalik durumlarinda morbidite ve mortgktekatkida bulunur (Sweeney ve
Firestein, 2004). Hastalik ayni zamanda tedaviyetliis glict ve Uretim kayiplari gibi

bir dizi toplumsal soruna yol acar (Buch ve Em&§02).

2.1.1. Romatoid Artrit Etiyolojisi

RA etiyolojisi hentiz tam olarak agia kavigmus degildir, ancak genetik,
cevresel faktorler ve immun sistemin disregulasyamasindaki igice gecmiliskinin
bir sonucu olmasi muhtemeldir.

RAnin olgumunda birgok genetik faktdrin riski belirlgddUstnilmektedir.
Buglne kadar risk faktorii olarak en iyi belirlegrolan gen HLA (Human Leukocyte
Antigen,insan Lokosit Antijeni)'dir.

Sigara icimi RA etiyolojisinde roymayan kanitlanabilrgitek cevresel faktér

olarak saptanmgtir. Rubella, parvoviris 19, Epstein barr virtski gesitli infeksiyon



ajanlari da suclanmiancak kesin bir i¢ki gosterilememtir. Sinovyumun lenfositik
infiltrasyonu, dolaimdaki immun kompleksler ve lenfositlerin polikldrektivasyonlari

immun sistemdeki anormal bir aktivitey@iet ederler (Ozsoy ve ark., 2006).

2.1.2. Histolojik Dgisiklikler

Sinovyumun (sinovya zari) en OnembnKsiyonu, eklem kikirganin
beslenmesini ggayan ve eklemin sdrtinmesiz hareketi icin kayggmial olan
sinovyal siviyl salgilamaktir. Sinovyumun iki hideatmani vardir; i¢c hiicre dizisi ve
dis hiicre dizisi.i¢ hiicre dizisinde iki temel hiicre tipi mevcutttip A (makrofaj-
benzeri sinovyositler)ve tip B (fibroblast-benzeri sinovyositler). Tip A hlcrelerinin
fagositoz, antijen sunumu, sitokinler, buylime falet® ve inhibitdrlerinin sentez ve
sekresyonu, bir¢cok inflamatuar mediyatorin ve dgkumina neden olan enzimlerin
aretimi gibi fonksiyonlari vardir. Ayrica yeni kardamarlarinin olgumunda
(neoanjiyogenez) 6nemli rol oynarlar.

Hastagin erken dénemlerinde en belirgin yapi doku édemidiinik olarak,
bunun gostergesi eklersisligi ve aridir. Sinovyal membran, sinovyal hicrelerin
hiperplazi ve hipertrofi olmasindan dolayl kalgmeya balar. Bu yeni hipertrofik
sinovyumu desteklemek amaciyla neoanjiyogenez nmeydglir. Yeni kan damarlari
kikirdak ve kemie komgu daha derin alanlara girdikge yikima neden olanldaker
daha fazla hasar afwrur. Hastalik ilerledikce, hiperplazi daha belrgale gelir ve on
sira hicreden daha kalin diziler glwrur. Ds hicre sirasi da @siklige wrar. T
hicreleri, B hucreleri, makrofajlar ve plazma hlere sinovyal membrana sai
derecede infiltre olur. Neoanjiyogenez devam edeihem hicresel derecesi hem de
icerigi degisir. Takip eden HLA sinif Il ekspresyonundaki gleibirlikte pek ¢ok hicre
tipi aktive edilir. RA'in erken dénemlerinde sinadlymembran Kartilaji istila etmeye
baslar. Ilerlemis RA’de, sinovyal membran inflamatuar dokuya, pamndénigur. Bu
yapi; romatoid sinovyumun kikirga kemikleri ve bglari erozyona gratan invaziv
kismidir. Pannus tip A ve tip B sinoviyositlerimglazma htcrelerini icerirSekil 1),
(Buch ve Emery, 2002; Sweeney ve Firestein, 2@4rrock, 2006; Ozsoy ve ark.,
2006).



Synovial
marnibirang

Normal Diz Eklem
Jr # .

Femur = ¢ = s 1|
{ q S R

Capsule

—> Cartilage

#
Synawiocytas
Tibvian

| RA Erken DOnen

Capillary _
formasion

Hyparplastic
wynovial ——
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2.1.3. Hiicresdhfiltrasyon

B hicreleri: B hicreleri RA gekliminde balica etkiye sahiptir. RA
hastalarinda romatoid faktoriin (RFxkérA’'in otoimmun bir hastalik oldgunu ortaya
koyan ilk kanittir. B hucreleri urettikleri RF okt adlandirilan otoantikorlar ile
inflamatuar siUrece katkida bulunurlar. RF, IgGiHerFFc parca@na balanan
otoantikordur. RA hastalarinin %80’inde bulunurca hastafia spesifik dgildir. RF
komplement fiksasyonu, notrofil aktivasyonu ve amflasyon ile sonucglanan immun
kompleksler meydana getirir. RF’'denska RA teghisinde kulllanilan ve daha spesifik
olan bir dger otoantikor anti-siklik sitrillenngipeptid (anti-CCP)’ tir. Bunlardan dea
RA hastalarinda pek ¢cok otoantikor bulunmaktadmlémdan iki tanesi anti-glukoz-6-
fosfoizomeraz (anti-GPI) ve anti-kollajen Il antrar1 (anti-Cll) patolojik etkiye
sahiptir (Firestein, 2003). B hicreleri, otoantikioetici hiicre rollerine ilave olarak RA
hastalarinda sinovyal dokularda germinal merkezlefGCs) olgumuna katkida

bulunurlar. GC’ler T hicreleri, B hiicreleri, dendeihiicreler ve foliktler dendritik



hicrelerin bir arada kiimelergive efektif hiicre-hiicre temasina izin veren birreain
yaratildg! ektopik lenfoid mikro yapilardir. (Weyand ve Gory, 2003). Bu yapilarda
antijen sunan hucreler olarak davranabilirler. @@leki lokal immun yanit B
hiicrelerinin plazma hicrelerine farkihaasina neden olabilir (Kim ve ark., 1999).
Bundan bgka, B hicreleri GC’lerdeki CD4+ T hucrelerinin géeecariimasinda ve
aktivasyonunda rol oynar. (Weyand ve Goronzy, 2003)

T hicreleri: T hucreleri hastatin balatilmasinda ve devam ettirilmesinde rol
oynayan temel mediyatorlerdir. CD8+ sitotoksik Tnftesitleri ve CD4+ yardimci
lenfositler olmak Uzere iki tipi bulunur. RA’de siwyal ds hicre dizisinde bulunan
temel T hicresi CD4+ tipidir. Yardimci T hicreldi hiicrelerinin bolinmesine ve
antikor tUretmesine yardimci olur, patojenleri yilknieere fagositleri aktive ederler ve

iImmun yanitin seviyesini ve kalitesini kontrol eleer

Fagositler: Kan monositlerini, makrofajlari ve notrofilleri e¢ir. Bu htcreler

patojenleri, antijenleri ve hiicre kalintilarini gak yok ederler.

Makrofaj-benzeri hicreler: Romatoid sinovyal hicrelerin yakl& %20’si
makrofaj-benzeri tip A sinoviositleri ve makrofajlaicerir. Bu hiicreler CD4+ T
hiicrelerine antijen sunan ytzey HLA-DR’nin yukselzdylerini eksprese ederler.

Sinovyal makrofajlar ayrica g sitokinlerin de kayngidirlar.

Notrofiller:  Sinovyumdaki notrofillerin - kikirdak hasarinda venawyal
inflamasyonda rolleri vardiimmiin komplekslerin sindiriimesinden sonra notrefill
kikirdak ve destekleyici eklem yapilarina hasael#éen lizozomal enzimleri ve yikici

oksijen icermeyen radikallleri salabilirler.

Fibroblast-benzeri hicreler: Romatoid sinovyal hicrelerinin  temel
komponentidir. Bunlar fagositik gédir ve yluzey HLA-DR'yi eksprese etmezler.
Adezyon molekdllerini eksprese ederler ve bluyumétofderini salarlar. Tip B
sinovyositlerinin normal fibroblastlarda meydanalege biyume kontroli kaybi
gosterebilecekleri diintilmektedir. Bu da sinovyal siranin hiperplazisregpannusun

lokal olarak invaziv 6zelliklerine katkida bulunbbi



2.1.4. Sitokinlerin Rol

Sitokinler hicreler arasinda mesggirevi goren ¢dztinen proteinlerdir. Hicre
biyumesi, farklilgma, inflamasyon gibi hemen hemen tim biyolojik sleee
katilirlar. Sitokinler hiicresel ve hiimoral immumytéar arasindaki dengeyi diizenlerler.
Hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar etkierdir.

Esas olarak T lenfositleri tarafindaretilen sitokinler sinovyal sivida veya
sinovyal hucre kultirlerinde ya yokturlar ya da @azd. Bu nedenle hastgin gec
donem patogenezinde lenfositlerin roltinin fibroblas monositlerden daha az énemili
oldugu disunulmektedir. Monositlerden kaynaklanan sitokinkeaem eklem sivisinda
hem de sinovyal doku kulttrlerinde baskin oldukggirtilmektedirTNFa velL-1 f'nin
RA inflamatuar yanitinda ve eklem ykiminda en oOhemitokinler olduu
distindimektedir.

TNl ekspresyonunun RA’deki sinovit ve erozyonlaskili oldugu
gosterilmitir. TNF diger inflamatuar sitokinleri (IL-1, IL-6, granilosmakrofaj koloni
stimile edici faktor (GM-CSF)), matriksmetalloproi@zlar (MMPs) gibi cgtli
enzimleri ve prostaglandinleri (PG) indukler adezymolekullerinin ekspresyonunu
artirir, osteoklastogenezis ve kemik rezorpsiyorkwiaylsstirir.

IL-1 monosit/makrofaj kaynakli sitokiir ve sinovyal dokuda ve sivida
bulunur. Potent pro-inflamatuar sitokindir, osteasitl farklilgmasinda baskin
mediatérdir. IL-1 kondrositlerden ve fibroblastiand TNF, kemokinler ve PG’leri
indukler. Adezyon molekulli ekspresyonunu buyatiamik yapimini inhibe eder ve
kemik rezorpsiyonunu aktive eder. Kisaca, IL-1 vBIF& proteolitik/inflamatuar
surecin ilerletiimesinden, eklem harabiyetine neddan enzimlerin Uretimininin
induklenmesinden, persistan inflamatuar yanitlanattik edilmesinden sorumludur.
Anti-inflamatuar ve inflamatuar sitokinler arasikdadengesizigin inflamasyonun

artmasina ve doku harabiyetine katkida bulgudteri strtlmektedir (Tablo 1).



Tablo 1.Proinflamatuar ve Antinflamatuar Sitokinler (Jenkins’den, 2002)

Pro-inflamatuar Sitokinler Anti- Inflamatuar Sitokinler
IL-1pB ve IL-1a IL-10
IL-6 IL-4
IL-17 IL-13
TNFa IL-1Ra
LT (Ienfotoksin)
LIF (I6semi inhibitor faktor)

2.1.5. Enzimatik Faktorler ve AdezyoMolekdilleri

RA kontrolsiiz enzim aktvitesinezsbaklem yikimi ve erezyonu ile tanimlanir.

Matriksmetalloproteinazlar; tip B sinovyositler andan dretilirler. Kikirdak
ve kemik degradasyonundan sorumludurlagediyikici enzimler arasinda; katepsinler,
agregenaz-1 ve -2 (ADAMTS-11 ve -5) ayrica iINO%]agiksijenaz-2 (COX-2) gibi
induiklenebilir enzimler de rol oynar.

Adezyon molekullerinin RA sinovyalbfoblastlari tzerindeki ekspresyonu
fibroblastlarin kikirdga yapsmasi ve yikimini kolaykirmasi acisindan 6nemlidir.
Bunlar arasinda, E-selektin, P-selektin, LFA-1, MIA, VLA-4 yer alir (Jenkins ve
ark., 2002; Buch ve Emery, 2002).

2.2. KOLLAJEN ANTIKORU ILE INDUKLENEN ARTR IT (KA 1A)

KAA, RA'de siklikla kullanilan hayvan modellerindeollajenle indiiklenen
artrit modelinin (KA) uzantisidir. KA modelinde hayvanlar adjuvan igerisindeki tip II
kollajen (CII) ile immunize edilmektedir. Cll oynagklemlerin Kkartilajlarinda ve
RA’deki inflamasyon bolgesinde bulunan temel yapgateindir (Nandakumar ve
Holmdahl, 2006). ClII'ye kar gelisen otoreaktivite hast@in yapisini tanimlamasa da
anti-Cll yaniti hastalarin %30-70’inde acik olarakor edilmgtir (Nandakumar ve ark.,
2003).



KA modelinde CII spesifik antikorlarin ojumu hastafiin olusumu igin
gereklidir. RA’in erken donemlerinde,iK’ya duyarlilik belirli sinif Il MHC alellerinin
ekspresyonuna adir. Bu nedenle T hicrelerinin rolu blyutktir. Bumha birlikte T
hiicre reaktivitesi tek gaa KiA'daki hastalik patolojisini aciklayamamaktadir. rile
hiicresel hem de hiimoral immiin mekanizmalbk'#a hastalgin ilerlemesine katkida
bulunmaktadir. B hiicresi eksik farelerde genetikeaderi KiA'ya yilksek derecede
duyarll olmasina kam hastallk gefimemiti. KAIA modelinde ise kollajen
antikorlarinin enjeksiyonunun ardindan hizli bakilde artrit gemektedir. Her ne
kadar sonucta meydana gelen klinik artrit tablosk gok acidan KA modeli ile ortak
karakteristikleri paylgiyor olsa da KA modelinden farklidir. KAA MHC alellerinden
bagimsiz olarak meydana gelmektedir, KA modelinin farkh fazlarinda T ve B
hiicrelerine bamlilik farkhdir. B ve/veya T huicreleri eksik olafarelerin KAIA’ya
duyarli oldigu ve antikorlar ile indtiklenen artritin adaptif indm sistem yoklgunda da
gerceklatigi gosterilmitir. B ve T hiicre eksikfii olan ve kokenleri KA'ya duyarli
farelerde yapilan caimada fareler sadece KA gelistirmekle kalmayip daha ciddi
artrit tablosu gosterrglierdir, bu sonuclar B ve T hicrelerinin bu modeltestalgin
baslatiilmasinda sitokin cevresini dizenleyici ve mogif edici rolleri oldgunu
gostermektedir. Kisaca anti-Cll monoklonal antikorlartritin efektér fazi stresince tek
baslarina B ve T hucrelerinden @ansiz olarak hastalin baglatiimasini sglar
(Nandakumar ve ark., 2004). Bu beklenilmeyen binugo deildir, cunki anti-Cll
antikorlarinin yiksek seviyeleri genetik olarak kyat sican ve farelerde hasfah
baslangicinda bulunmyur ve serumdaki 1gG anti-Cll seviyelerininsile degeri
hayvanda hastg@in gelsebilmesi icin gereklidir. Artritli hayvanlardan eldedilen
serumun, lg fraksiyonlarinin veya afinite-safialmis anti-Cll antikorunun pasif
transferinin patojenik oldiu ve s&likli deneklerde erozif artriti indukleyebilegie
gosterilmitir (Nandakumar ve ark., 2003).

Tekli monoklonal anti-ClI antikorunwmoviti indukledgi fakat makroskobik
artrite neden olmagh bulunmytur. Bununla birlikte; Cll'ye kan ¢ssitli antikorlarin
kombinasyonunun, o6zellikle LPS ilavesiyle tam guls artrite neden oldgu
kanitlanmgtir. Kendisi artritojenik olmayan LPS’in similtarenjeksiyonunun artriti

induklemek igin gerekli olan patojenik antikor sgalerinin gik degerlerini diurdigt
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gosterilmitir. Tum anti-Cll antikor alt tipleri artritojenilolmakla birlikte IGG1 ve
IgG2b isotipleri erozif artrit meydana getirmedeetkili olanlardir.

Tekli monoklonal antikorun naif faeed enjeksiyonunun artrit meydana
getirdigi bilinmektedir. IGG1, IGG2a ve IgG2b tum altsiarfitest edilmi hem i.v. hem
de i.p. enejeksiyonlarinin artrit indikleme kapesitde oldgu gosterilmgtir
(Nandakumar ve ark., 2003). Bizim gahamizda da kullanilan dért monoklonal
antikor; CIIC1, M2139, CIIC2, UL1'dir. Bu monoklonal antikorlar CII’'nin Gcla
sarmal yapisi Uzerinde bulunan, iyi tanimlagaiirt temel epitopuna (C1, J1, D3, Ul)
spesifik olarak bganirlar (Tablo 2), (Nandakumar ve Holmdahl, 2005).

Tablo 2. Anti-Cll Spesifik Monoklonal Antikorlarin Ozellleri (Nandakumar ve Holmdahl ‘dan, 2005)

a

Antikor  Epitop  Ucli Sarmal Epitopun e-zincir Sekans izotoplar
clic1 cr 358-363: ARGLT lgG2a

M2139 J1 551-564: GERGAAGIAGPK lgGRb
Clic2 D3 687-698: RGAQGPPGATGF IgG2b
ULl Ul 494-504: GLVGPRGERGF IgGRb

& Tum epitoplar dgal ticlii sarmal formundadir. Amino asit kisaltmal& = glisin, P = prolin veya
hidroksiprolin, E = glutamik asit, R = arjinin, Klisin, H = histidin, F = fenilalanin, A = alanin,

L =18sin, T = treonin, Y = tirosin.

® C1 epitopu iic farkli epitop icerir (E1C1"; C1"). CIIC1 tiim C1 spesifik antikorlarin pnmasi icin

kritik olan epitopun en kisa parcasin&loair.

KAA modelinde goérilen polimorfoniikleer ve mononiiklekiicrelerin
infiltrasyonu, pannus odumu, Kartilajdaki bozulma ve kemik erozyonlari gibi
degisiklikler insandaki RA ile belirgin benzerlikler gtsir (Khachigian, 2006 ).

KAA modelindeki inflamatuar yanit makrofajlarin ve trofillerin  Fc
reseptdrlerinin anti-Cll antikorlari ile bigmesi ve bu birlgmenin bu hicreleri aktive
etmesi araciiyla olur. FgR- ziciri eksik DBA/1 farelerde anti-Cll antikorlamn
enjeksiyonu artrit meydana getirmetimi (Nandakumar ve ark., 2003). Aktive olgu

makrofajlar ve notrofiller patojenik olan TNé-ve IL-1B salarlar. Bu faktorlerin 6Gnemi,

11




IL-1R-/- ve TNFR -/- fareler kullanilarak yapilanrhbcalismada artrit gelimemesi
sonucuyla gosterilngiir (Kagari ve ark., 2002). Bundan ¢ka hem klasik hem de
alternatif kompleman yolaklarinin KA aracil inflamasyonda énemli rol oyngdda

gosterilmitir (Hietala ve ark., 2002).

2.3. &RININ TANIMI ve TEMEL KAVRAMLAR

Insanlgin en kot diémani olarak tanimlananga ile insanglunun sava
gecmiten gunumize farkli zamanlarda ve farkh kiltireemhman icerisinde giderek
lehimize olan gelimeler gostererek devam etmektedigridkonusundaki ilk teorilerin
ortaya cikmaya b#adigi donem eski Yunan ve Roma uygarliklari donemleridk
defa bu donemde duyumsama teorisinden ve beyninsiag sisteminin ari
algilanmasinda bir rolt olgundan bahsedilrgiir. 17. ylzyilda filozof ve bilim adami
Descartes @inin tek bir kanal aracgi ile deriden beyne transfer edgditeorisinin
temelini ortaya atmgtir. Zararh (noksius) bir uyaranla karkariya kalan aygin
istemsiz olarak geri ¢cekilmesinden yola ¢ikan Hieks teorisi ne yazik ki, 330 yildan
daha uzun bir siOre ganin hem argtirlimasinda hem de tedavi edilmesinde
kullaniimistir. 19. yuzyillda morfin, kodein gibi maddelersfedilmis ve bunlar &r
tedavisinde kullanilmaya blanmstir. Bunu aspirinin kefi takip etmgtir. Ancak, 1965
yilinda Wall ve Melzack’irkapi kontrol teorisi ile birlikte agri ¢calsmalarinda yeni bir
sayfa acilmy ve spinal sensitizasyon, santral sinir sistemi SESPlastisitesi gibi
kavramlar ortaya cikngtir (Erdine, 1987; Deleo, 2006).

Uluslararasi @i Arastirmalari Derngi (International Association for the
Study of Pain]ASP) agriyi; doku hasari veya potansiyel doku hasariiiekke olan ya
da boéyle bir hasar suresince tanimlanang blmayan sensoryal ve emosyonel bir
deneyim olarak tanimlamaktadir (IASP, 2007).

Zararll uyaranin vagiinda organizmayi haberdar edegriafizyolojiktir ve
alarm gorevi vardir. Ygam icin gerekli olan bu uyari uyarangmlastiginda veya uzun
surdiginde patolojik karakter kazanmakta ve Oyle ki ugasanlandiinda bile &ri
devam edebilmektedir (Aydinl, 2005). Duyusal veyélojik bir deneyim olan ginin
dort komponenti vardir; duyusal diskriminatif boyuafektif-motivasyonel boyut,

kognitif degerlendirme boyutu ve davrasal boyut (Calvino, 2006).
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A her zaman subjektif bir olgudur. Her bireysgmi boyunca kar karsiya
kaldigl darbeler sonucu bu deneyimi edinkgriyr belirtmek icin her ki tarafindan
kullanilan kriterler ve alinacak tavir énemli dezde farklilik gosterir. (Riedel ve
Neeck, 2001).

2.3.1. rinin Siniflandirmasi

Agri; farkh kaynaklarda cok éli sekillerde siniflandirilmgtir. Raj &riy
suresine, norofizyolojik mekanizmalara, etiyolajsive kaynaklangi bdlgeye goreu
sekilde siniflandirnytir (Aydin, 2002):

a. Norofizyolojik mekanizma
I. Nosiseptif
il. Somatik
ii. Viseral
(2 Noropatik (non-nosiseptif)

b. Sireye Bali
I. Akut
il. Kronik
c. Etiyolojik
I Kanser &risi
. Postherpatik nevralji
ii. Orak hiicre anemisine glaagri

2 Artrit agrisi

d. Bolgesel Air
I Bas agrisi
. Yuz &ggrisi
ii. Bel agrisi
(Y2 Pelvik g
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Akut Agri: Akut agri bir sendrom, bir hastalik g bir semptomdur. Daima
nosiseptif nitelikte olup, vicuda zarar veren Heyen varlgini gosterir. Neden olan
lezyon ile &ri arasinda yewiddet ve zaman bakimindan yakirgkli vardir. Nedenleri
arasinda; travma, enfeksiyon, doku hipoksisi véamésyon sayilabilir. Post-operatif,
post-travmatik ve obstetrikga akut &riya ornek olarak verilebilir (Morgan ve ark.,
2002).

Kronik Agri: Kronik agrinin standart tanimlamasi IASP tarafindan yagtimi
ve buna gore kronik g herhangibir hasarin ardindan igiee sirecinden sonra da
devam eden @udir Ancak iyilsme sirecinin ne zaman sona @nie karar vermek
glctur, bunun yerine, genel klinik tanimlamaya ggrersistan gri; agrinin ilk
baslangicindan itibaren devam eden sabit bir zamaKdanik sirt &risi igin bu zaman
6 ay iken, post-herpatik noralji icin 3 aydir. Bantamamen fonksiyonel ve nisbeten
keyfi zaman sireleri olup altta yatan mekanizmégacok az ilskileri vardir (Apkarian
ve ark., 2009). Kronik @iya bal olarak ortaya ¢ikan ger bozukluklar kronik gryi
bir sendrom haline getirir. @a kez nosiseptif nitelikte olup uyariglevi gectikten
sonra, kginin hayat Kkalitesini d&stiren, kiileri anormal davraglara yodnelten,
psikolojik etkenlerin rol oynadi kompleks bir tablodur. Kronik gm en cok kas,
tendon, iskelet, kronik organ hastaliklarinda, feek sinirlerin ve sinir koklerinin,
dorsal ganglionlarin (kozalji, fantomgmsi, post-herpatik néralji) ve santral sinir
sisteminin bozukluklarinda (apopleksi, medulla apgmhasar) gozlenir. Akutgadaki
kadar otonomik cevaplar yoktur (Aldemir, 2000).

2.4. AGRININ FiZYOANATOM iSi
2.4.1. Nosiseptor ve Cevresi

Esas olarak,ga sistemi* ‘nosiseptif sistem’ olarak adlandiril@bgtnki gari
nosisepsiyonun subjektif bir sonucudur (SchaibleRwehter, 2004)Nosisepsiyonise,
bedenin bir bdlgesinde alan doku hasarininnosiseptor ile alinip santral sinir
sistemine gotarulmesi, belirli bélge ve noéral yagdd entegrasyonu sonucu bu zararli
durumun algilanmasi; buna kargereken fizyolojik, biyolokimyasal ve psikolojik

onlemlerin harekete gecirilmesidir (Durmaz, 1998).
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Tum nosiseptif uyarilargra olusturur, ancak tim @ilar nosisepsiyondan
kaynaklanmaz (Aydin, 2002). Nosiseptorler; deriplattan doku, periost, eklem
kapsulu, kas (cizgili ve duz), plevra, adventisya peritonda lokalizedir (Aydinli,
2005). Ayrica, deride ve derin dokularda norgaatlarda uyariimasi ¢cok zor olan sessiz
nosiseptorler vardir bunlar inflamasyon gibi durardh uyarilabilir hale gelir.
(Schaible ve Richter, 2004).

Bir duyu sistemi olarak nosiseptitesmi dger duyu sistemlerinden ayiran
Ozellikler vardir. Nosiseptif sistemin néronlarininyariima eigi  diger duyu
sistemlerinden daha yuksektir. Uyariimgge dokunmaya ve basinca kaolan cevap
esiginden yuksek, ama doku hasari igcin gereken diizeytigiktir. Bu da alarm
fonksiyonunun geggdir. Nosiseptif sistemi gger duyu sistemlerinden ayiran birgdr
Ozelligi de hassastmasidir. Yeterli gucteki tekrarlayan uyarilar nepisf néronlarin
hassasiyetini artirir (Aydinli, 2005).

Arnin algilanmasi, kisaca periferden serebral kedeiletiimesidir. Bu
asaglda aclklanan ve Dbirbirini  takip eden dort samada gercekie.

Nosiseptdrlerin gri algilanmasindaki fonksiyonlari; transdiksiyontsesmisyondur.

a. Transduksiyon: Sinirlerin sensoryal uclarinda, uyaranin (mekanikimyasal,

.....

b. Transmisyon: Impulsun sensoryal sinir sitemi boyunca yagldsamadir.
I.  Primer sensoryal aferent ndronlarin elektrikseivatietyi spinal korda iletmesi
ii. Uyarinin spinal kordda, ¢ikan (asendan) ileti sistiée beyin sapi ve talamusa
iletilmesi

iii. Talomokortikal projeksiyon

c. Modilasyon: Nosiseptif transmisyonun noral etkenlerle modifglenasidir. Esas
olarak spinal kord diizeyinde meydana gelir.

d. Persepsiyon:Bireyin psikolojisi ile etkilgimi ve stbjektif emosyonel deneyimleri
sonucu gelien, uyarinin algilangi son gamadir (Aydin, 2002).
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Sekil 2: Agri olusum stirecleri (Aydinli’dan, 2005)

Nosiseptorler yuksekddetteki mekanik, termal, kimyasal stimiluslaraska

hassastirlar. Mekanik uyarilar nosiseptéru fiziksidrak dgrudan uyarir ve terminal

bdlgede iyon aktivitesini degstirerek aferent liflerde kisa sireli gejlara neden olur.

Termal uyarinin aferent terminallerde selektifdepolarizasyona yol agtna dair kesin

bir bulgu yoktur ancak bu uyarilar bazi kimyasaldehelerin salgilanmasi yoluylgma

mekanizmasina katkida bulunabilir. Nosiseptérlerhaegi bir zararli uyaran veya

inflamasyon sonucu doku hasari ghas! ile ortaya ¢ikan ve endojen aljezik madde

olarak adlandirilan kimyasal maddeler ile de ugilir, asagida bu kimyasal maddeler

ve giri iletimindeki rolleri aciklannytir (Sekil 3),

a.

Nosiseptorlerin dggrudan aktive edilmesi:

Doku hasari sirasinda htcre zari permeabilitesbité@nliziiniin bozulmasi,
lokal hiicre yikimi sonucu proteolitik enzimlerinige citkmasi ve hicre gna
ctkan maddelerin  hizli biyokimyasal reaksiyonlamngcunda, bradikinin
meydana gelir. Bradikinin, goudan nosiseptorii uyarir, damarlarda

vazodilatasyon yapar, hiicre zarina etki edip PGadsina yol acar.
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PG’ler tek balarina &r olusturmaz, nosiseptorleri ger uyaranlara kar
hassaskirirlar, lokal hiperemi ve vaskuler permeabilittana neden olurlar.
Trombosit kaynakl serotonin (5-HT), nosiseptorigmman aktive eder.
Vaskuler orjinli &rilarin patogenezinde rol alir. Hiicre zarina etliside PG
salgilanmasina yol acar.

Doku hasari ile parcalanan hiicrelerden intrasellitgasyum (K) iyonlar da
disari ¢cikar. K, dosrudan nosiseptor aktive edici 6zgéisahiptir.

Mast hicresinden salinan histamin nosiseptogiiutian aktive eder.

Nosiseptorlerin duyarlihginin artirllmasi: Doku travmasi sirasinda gradan
hicre membranina olan etki ile 5-HT ve bradikiniriicre membranindaki
fosfolipidler Gzerine etkisi ile PG ve |0kotrienle(LT) serbestlgr.
Sempatomimetik aminler, PG ve LT; nosiseptorlermyatliginin artmasina

neden olurlar.

Vazodilatasyon ve ekstravazasyon ile 6demin yayilmaa ve hiperaljeziye
yol acilmasi: PG’ler, nosiseptdr duyarlgini artirmalari yaninda lokal
dolasimda vazodilatasyonu artirarak daha fazla aljezédde birikmesine yol
acarlar. Primer aferent sensoryal liflerden saliRamaddesi ve kalsitonin geni
ile iliskili peptid (CGRP) mast hiicrelerinden histamin sstlsmesine yol acar
(Erdine, 1987; Durmaz, 1998; Aydin, 2002).
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\‘, hiicresi

Kan damari

Sekil 3. Nosisepsiyonun Batilmasi (www. pacificu.edu)

Nosiseptif sistenperiferden kortekse kadar uzanan, esas olarakrlenibe
zarar bilgisini sinapslarla ileten ti¢ ana sensongabn grubunu kapsamaktadir; Primer
afferent sensoryal néron (l. néron grubu), spin@on (ll. néron grubu) ve talamo-
kortikal projeksiyon néron grubu (lll. néron grub($ekil, 4), (Aydinli, 2005).

Nosiseptorler tarafindan algilanamile uyaran &ri iletimi ile ilgili primer
aferent sinir lifleri;Ad ve C lifleri ile Gst merkezlere iletilir. Primer aferent lifleendi

aralarindau sekilde siniflandirilir §ekil 4);

a. Kalin Lifler: Mekanoreseptorlerden orjin alan miyelinli kalrldr; Ao ve AB
lifleridir. Esas olarak gn olusturmayan stimuluslari iletirler. Yalnizca gik esik
deserli meakanoreseptorlerin stimilasyonuna cevap.\vBt sistemle beyine gelen
uyari diskriminatif (ayrimlgma) olarak algilanir. Bu sistemlestiaan uyarilar gri

uyandirmamasina kan gsrili uyarilarin modulasyonunda goérev alirlar.

b. ince Lifler: Serbest sinir uclarindaki spesifigrareseptorlerinden orjin alan lifler,
ikiye ayrihrlar;

i Miyelinli A§ Lifleri: Hizh ileten liflerdir (20 m/sn).ince uclu gne ve forseps

gibi aletlerin uyarilarina hassastirlar. Dolayiaigl nosiseptdrlerin aktivasyonu
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keskin, gneleyici ve iyi lokalize edilebilen birga olusturur. Reseptif alanlari
kiime kumedir. Mekanik uyaranin yanisira %20-50 o 1siya kan da
hassastirlar. Bu nedenle mekano-termal nosiseptidial alirlar. Dger bir grup
A-lifi reseptora vardir ki, bunlar yalnizcaddetli mekanik stimilasyona cevap

veren, yuksek gk degerli mekanoreseptorlerdir.

Miyelinsiz C Lifleri: ileti hizlar 0,5-2 m/sn kadardir. Dolayisiyla datenuk,
daha yaygin @& ve hiperestezi (stimilasyona karduyarliligin artmasi)
olustururlar. insanda C liflerinin timiine yakininin nosiseptor llbgietasidig
saniimaktadir. C lifleri polimodal 6zellik gbstder. Yani yalnizca mekano-
termal uyaranlara @d, kimyasal uyaranlara kar da duyarhdirlar. Reseptif
alanlari kicuk ve daniktir. C lifleri, inflamasyonda oldiu gibi gecikms,
yanici ve inat¢l karakterdekgadan sorumludurlar (Millan, 1998; Aydin, 2002;
Eilers ve Schumacher, 2005).

Arka kok
ganglivonu g

Kahn lifler

ince llﬂer/\

Sekil 4. Agrinin algilanmasi ve Ust merkezlere iletiimesi (Kolzan'dan, 2008)
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2.4.2. Dorsal Boynuz Néronal Sistemi

Ad ve C liflerinin (I. néron) hiicre govdesi DRG’deryalir. Burdan kalkan
lifler spinal korda girer ve buradalReksed Laminalar’'ndaki noronlarla (Il. néron)
sinaps yaparlar. Dorsal boynticre tiplerine, aferent Bentilara ve histokimyasal

Ozelliklerine gore 10 laminaya ayril$€kil 4).

Lamina I, en ds (marjinal) tabakadir, esas fonksiyonu kuictk cabarent liflerden
gelen @nli impulslari almaktir. Dorsal boynuzun bu tabsikeok az sayida blyuk hicre
icerir. Bu hicreler, cilt yagi veya ezilmeyle (mekanik basi) ¢an, A5 ve C lifleri ile

iletilen uyariyi alirlar.

Lamina Il ve Ill, substantia gelatinosa olarak adlandirilirlar. @ilttgelen bir¢ok
aferent lif bu bdlgede sonlanir. Bu bdlge ile Ust alttaki tabakalar arasinda birgok
baglanti vardir. Lamina V' teki T hucrelerine (transyon hicreleri) uyari gegni
dizenleyen bir ara sistemdir. Substantia gelatinsistemi T hicreleri Uzerinde
frenleyici bir etki gosterir ve inhibitér bir mekama gibi hareket eder.@ olusumunu
aciklayan mekanizmalardd&api kontrol teorisine gore; A ve C liflerinin uyarilmasi,
substantia gelatinosa hucrelerini inhibe eder, tauitis. gelatinosanin outputu (frenleyici
etkisi) azalir, T hucreleri Gzerindeki frenleyidkeazalir (kapi acilir) veya tamamen
ortadan kalkar. Bunun sonucu olargkih uyaran st merkezlere iletilecek hale gelir.
Tersine, kalin liflerin uyariimasi, substantia g@lasa htcrelerini stimile eder,
substantia gelatinosanin outputu artar, T hicreieerindeki frenleyici etki artar (kapi
kapanir). Sonucta uyaranirgra olarak algilanmasi azalir veya tamamen yok olur
(Erdine, 1987; Aldemir, 2000; Reedel ve Neeck, 2@duriau ve Bernard, 2002).
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Adpley /€ -lifi
“S—

DOGAL
AGRILI
SINVALLER

N

EKSITATOR
ARA NORON
SANTRAL GEGIS
KORONU
AGRILI SINVALIN
YUKARI ILETILAMEST

Sekil 5: Kap1 kontrol teorisi (Ertekin’den, 1996)

Lamina 1V, bu hicre tabakasi kucuk lokalize cilt alanlarindgen, &ri

olusturmayan duyusal impulslarisiggan, kalin kutaneal afferent lifleri alir.

Lamina V, bu tabakadaki hicreler bircok kaynaktan gelen iamrialir.
Ozellikle gnh stimuluslara kan cok hassastirlar. Bu hiicreler viserler, kaslam k
damarlari ve derin dokulardan kicuk capli, yawetim hizli As ve C lifleri ile gelen
uyarilari alirlar. Bu hicreler hem substantia getsta hem de Ust merkezlerleskii
icindedir. Spinotalamik traktuslarin orjinini buyidkanda bu hticreler aftwrur.

Lamina VI, bu tabakadaki eksitasyon ve cevaplar buylk oranglesia

stimuluslarla ilgilidir.

Lamina VII — IX, bu laminalar 6n boynuzun parcasidir. Bu hicrelgn a

iletimini saglayan ¢ikan yollara katilir.
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Lamina X,bu tabakada hicreler santral kanal etrafindzugtasmislardir ve
yukseksiddetteki stimuluslara cevap verirler. Bu hiucrelemurilikte nosiseptif bilgiyi

beyine getiren multisinaptik bir zincir clwrur.

Nosiseptif afferentler dorsal boynuzdagge laminalarda bglica G¢ néron
grubu ile sinaps yaparlar;

a. Projeksiyon Noronlari: Periferden duyusal bilgiyi beynin ytiksek merkemier
ulastirirlar. ki tipi bulunurlar; sadece & ve C lifleri ile uyarilan nosiseptif
spesifik noronlar ve hem nosiseptorlerden hem desuldi ssikli

mekanoreseptdrlerden lif uyarimi alan wide dynaraigge (WDR) néronlari.

b. Eksitator Ara Noronlar: Periferden gelen duyusal bilgi veya genelliklé ve
C liflerinden gelen gnli impulslar ile aktive olurlar. Bu impulslariteyindeki
merkezlere ulgmasinda araci olan projeksiyon ndéronlarinin  uyaiémni

saslarlar.

c. Inhibitér Ara Noronlar: Yiiksek merkezlere nosiseptif bilgi aku diizenlerler
geng capl liflerle eksite olduklarinda, projeksiyon rodlarinda inhibisyon
meydana getirirler (@uz, 1995; Aydin, 2002).

Dorsal boynuzdaki ga modulasyonunda g¢#li noOrotransmiter ve

ndromoddulatorler rol almaktadir;

a. Glutamat: A terminal uclarindan ve motor néronlara sinaps gapa
aferentlerden salgilanan eksitator aminoasittir.rsBb boynuz projeksiyon
hiicreleri Gizerinde cok kisa sureli depolarizasytkisiai ligand kapili N&/K”
iyonlarini acarak, uzun sireli etkisini ise N-MgtiD-aspartat (NMDA)

reseptorini kullanarak gerceftier.

b. Noropeptidler: P maddesi, Norokinin A, CGRP, kaéskinin. Ozellikle C
lifleri eksitasyonu ile meydana gelirler. Bunlaia drojeksiyon hucreleri
Uzerinde cok kisa ve ¢ok uzun sureli projeksiyopaytar (Riedel ve Neeck,
2001; Aydin, 2002).
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2.4.3. Cikan (Asendan)g Yolaklar

Agrili uyaranlar periferden &ve C lifleri ile arka kok spinal ganglionlardaki
birinci nérona gelirler. Buradan dnemli bir béluratbstansia jelatinozadaki ikinci sira
noronlara tainirlar. Substansia jelatinozada bulunan ikinciomim aksonlari spinal
kord duzeyinde kar tarafa gecerek beyaz cevherin 6n yan funikuluauseyreden

ctkan yollari olgturur Sekil 5a).

Spinotalamik Yolak: Nosiseptif uyari gel@ginde lamina I, V ve VII.
noronlardan koken alir, orta hatti caprazladiktanra kagl tarafta seyrine devam
ederek talamusun ventral posterolateral cekirdie (3. néron) sonlanir. @inin; yer,
siddet ve zaman gibi diskriminatif boyutlari ile dggnmasini sgar. Bu tanimlayici
yolak, arinin yeri hakkindaki bilgiyi biling diizeyine wflarir.

Spinoretikiler Yolak: Anterolateral c¢ikici sistem icinde ilerler ve capra
yapmg dorsal boynuz aksonlarindan glu. Bulbus ve ponstaki retikiler cekirdek
gruplarina uzanir veya kollateraller verir. Spirkardun iki tarafindaki sa ve sol
talamus intralaminar cekirdeklerine cikar. Daharaamronal bilgi singulat girusun 6n
parcas! (emosyon), amigdala (hafiza ve emosyopdtddamus (emosyon ve emosyona
vaskiler yanit) gibi bircok beyin bolgesine wufa Aci yolagl olarak isimlendirilir.
Korteksi ve subkortikal yapilari (limbik sistem \déensefalon) genel bir uyaniklik

icinde tutmak ve zararli uyarana kagenel bir alarm hali yaratmakla gorevlidir.

Spinomezensefalik Yolak:Anterolateral sistem icerisinde periakuaduktal gri
madde ve orta beynin superior kollikulusuna sula Burada dier mezensefalik
baglantilarla da sinaps yapar. Bu yolun periakuaduldélgeye balanti yapmasi
nosisepsiyon bakimindan cok oOnemli gorilmektediinkti burada analjezik etki

sglayan enkefalinerjik néronlar vardir.

Spinohipotalamik Yolak: Retikuler formasyonda sinaps yapmayan yeni
tanimlanmg bir yoldur. Deri, dudak, genital organlar, gasttestinal traktus,
intrakranial kan damari, dil ve korneadan emosyamneim taiyan bilgiyi direkt olarak
hipotalamusa ukdurir (Aydin, 2002; Aydinli, 2005).
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2.4.4Inen (Desendan) &1 Yolaklari

Nosiseptif olmayan liflerin @A lifleri) aktivasyonunun dorsal boynuz

noronlarini inhibe etmesine dayanan kapi kontrolisenin ginimuzde artik sadece

tarihi dezeri vardir. Ancak gr olusumunda inhibisyon kavramini ggirdigi icin

kiymetini korumaktadir. Buginki bilgilerimize goérahibisyonu sglayan 6zel bir

sistem vardir (endojen analjezi sistemi) ve buesistaktive eden nosiseptif uyarilardir.

Nosiseptif sistem aktive olgunda surekli olarak inhibe edici sistemin kontralédir.

Bu inhibisyon hem santralde (spinal ve supraspinaih de periferde olmaktadgekil

5b).

Antinosiseptif spinal (segmental) inhibisyonda gpikord dorsal boynuzunda
presinaptik yerlgmli inhibitér interndronlar ile gercekiérilir. Spinal
inhibisyonda rol oynayan norotransmiterler; GABAlisip ve opioid

peptidlerdir.

Supraspinal inhibisyonda ise iki bdlge rol alirripguaduktal gri cevher (PAG)
ve lokus seruleus (LC). Mezensefalik PAG’'da yernaknkefalinerjik (EK)
noronlar, serebral korteks ve hipotalamus ilgldx@ti icindedirler. Buyuk bir
olasilikla hipotalamik kékenli néronlagndorfin tasimaktadirlar. Enkefalinerjik
mezensefalik noronlar; bulbusta nukleus rafe magveisnukleus reticularis
gigantoseltlaris’te bulunan serotonerjik néronladmaps yaparlar. Bdylece
diensefalik endorfin ve mezensefalik enkefalin mimo bulbustaki 5-HT
noronlarini eksite ederler. Burdan kalkan uyardr spinal dorsal boynuz
nosiseptif projeksiyon néronlari Uzerine presinapt postsinaptik dantilarla
inhibisyon meydana getirir. LC kdkenli néronlar adrenerjiktir (NA). Bulbus
ve pons'ta nukleus retikularis gigantoselularis wveukleus retikilaris

paragigantoselUlaristen gyayip dorsal boynuza uzanirlar.

Periferik  inhibisyon immin sistem sensoryal-ndrontkilesimi ile

gerceklemektedir. Inflamasyonun erken déneminde pro-inflamatuar sieki

acga clkaran immun hucreler, ge¢ donemde analjezikiyatitler Ureterek
analjeziye katkida bulunurlar (Aydin, 2002; Ayd)rf005).
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Spinal korddan yayarak supraspinal merkezlere g@la ve sonrasinda genel
olarak inen inhibitor sistemlerin tetiklenerek mdiedildigi agr duyusunda sadece
inen inhibtor sistemler gd inen fasilitator sistemler de rol alir. Bu sstler &ri
algilanmasinin artmasina neden olabilirien kontrol sistem oldukca kompleks bir
yap! gosterir. Inhibitér veya fasilitator etki norotransmitere veérontransmiterin
etkiledigi reseptdr tipine gore desir (Millan, 2002).

SEREBRAL
rl  fY Ay /\ KORTEKS ? KORTEKS
G DIENSEFALON
ARAS :'
MEZENSEF | ® MEZENSEFALON
Periakuaduktal
PONS .‘/-» d.__...‘s']:in:r gri cevher
5 Talamik
BULBUS > PONS-BULBUS
./ Spine
Mesensefalik
Darso-lateral
Sping fasikulus
L
BT Retikiiler N ¥
® OMURILIK
OMURILIK
Sekil 5a. Cikan yolak (Aydin’dan, 2002) Sekil 5b. inen yolak (Aydin’dan, 2002)
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2.4.5. Serebral Kortekste g1 Algilanmasi

Melzac ve Casey'in supraspinai anekanizmalari hakkindaki teorileri kabul
gormektedir. Buna go6re ganin duyusal diskriminatif ve motivasyonel-afektif
komponentlerinin uzak néral sistenierparalel olarak daldigi kabul edilmektedir.
Lateral spinotalamik traktusun, talamusun laterakirglesinin ve somatosensoryal
korteksin, @&rinin duyusal diskriminatif bdlgeleri olgu, medial spinotalamik
traktusun, talamusun medial ¢ekigd@n ve limbik sistemle ilgili beyin bolgelerinirse
agrinin motivasyonel-afektif bolgeleri olgu belirtiimektedir.

Deisik beyin sahalarininguli uyaranlarla aktive oldtu disintlmektedir. Bu
bdlgeler; talamus, putamen, kaudat nukleus, sdwebghipotalamus, hipokampus gibi
subkortikal bélgeler ve suplementer motor kortedsterior singulat korteks, anterior
insular korteks gibi serebral kortikal bdlgelerdseyinde lokalize gr1 merkezi yoktur.
Agr1, bircok beyin bélgesincgleme tabi tutulur.

Talamustan serebral kortekse nosigepilgisini ileten multipl parelel yollar
bulunmaktadir. Tek tarafhigal uyaran (hem ipsilateral hem de kontralateadmusu
aktive eder) hakkindaki bilgi talamustan her ikietkgal hemisfere direkt olarak transfer
edilmektedir.

A olayinda serebral korteksin goérevi yeterinceagldmams olmasina
karsin su sekilde bilgi aktarimi olasidirAgriyla ilgili olaylarin komplekski ve beyin
alanlar arasindaki geantilara rgmen, nadiren 0zel beyin alanlarinin birebir aktygasinun

agri deneyimiyle ilgkisi vardir.Serebrum’da g1 ile ilgili bélimler;

I Birinci ve ikinci duysal alanlar: Birinci duysala (postsentral girus)ganin
duyusal diskriminatif boyutu ile ilgilidir.

ii. Frontal lobun 9 ve 12'nci alanlari:g ile birlikte motivasyon reaksiyon
etkilenimini sglar.

ii. Posterior pariyetal bolgeler:gdnin sembolizasyonu ile ilgilidir.

2 Beyinin bu bélumlerini birbirine kdayan assosiyasyon lifleri.
(Aydin, 2002; Aydinli, 2005).
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2.5DENEYSEL AGRI MODELLER i

Deney hayvanlarindgrayanitinin dgerlendiriimesi amaciyla, allodinveya

hiperaljezt 6lgilmesinde kullanilan gili testler ve deneyselga modelleri gagidaki
tablolarda 6zetlenrgiiir (Tablo 3 ve 4).

Tablo 3. Allodini veya Hiperaljezi Olgiilmesinde Kullanildrestler (Sandkiihler'den, 2010)

Yontem | Testin | Test Metodu Test Alani Sonu@Pametreleri
Adi
von Deri Uzerine kalibre Arka penge, yuz Penceyi gericekmek igin
Frey edilmis non-noksius statik gerekli kuvvet gigi (statik
filamanlarin uygulanmasi mekanik hiperaljezi)
Randal | Deri Uzerine lineer olarak | Arka pence A&rili uyarandan penceyi
Sellito | artan mekanik kuvvetin gericekmek icin gerekli kuvve
noksius aralik icinde esigi (mekanik hiperaljezi)
Mekanik uygulanmasi
_ | Derinin zararsiz uyaran ile Arka pence Pengeyi gericekmek igin

fircalanmasi ve vurulmasi

gerekli latens veya nosiseptif
davranglar (dinamik mekanik
allodini)

Visserin noksius mekanik
stimilasyonu

Viseral organlar
(kolon,mesane)

Kas kasilmalarininggk
degerleri /sayisi/ uzunigu,
otonomik cevaplar
(hiperaljezi)

Periferal doku veya sinir sistemi hasarinin siirmesiucunda; @iy algilamada, néronlarin spontan aktivitelerinde

artma gorilur. Kk Ustu uyarilara yanitta agtgibi desisiklik ortaya ¢ikar. Bunun sonucunddlodini (normalde ari

olusturmayacak uyarilarin ga olusturmasi), primer hiperaljezi (hasarin olgtugu bdlgede ortaya cikan,gmal

uyarlya artmy yanit) vesekonder hiperaljezi(hipersensitivitenin kogu bdlgelere yayilmasi) meydana gelebilir.

27



Tablo 3 devam.Allodini veya Hiperaljezi Olgiilmesinde Kullanildrestler (Sandkiihler'den, 2010)

Yontem | Testin Adi Test Metodu ‘st Alani | Sonug Parametreleri
Tail Flick- Tall Radyant i1sinin kuyruk | Kuyruk Kuyruk gericekme latensi (1s
immersiyon Uzerine uygulanmasi ya hiperaljezisi)
(kuyruk cekme- da kuyrigun sicak su
kuyruk daldirma) | icine daldiriimasi
Sicak Plantar Radyant i1sinin deri Arka pence | Pence gericekme latensi (is|
Hargreave's Uzerine uygulanmasi hiperaljezisi)
Hot plate (sicak Hayvanin isitilny Arka/on Nosiseptif veya kagcma
zemin) metal zemin (izerine pence davrangl gdsterme latensi (Is
konulmasi hiperaljezisi)
Cold plate (sguk Hayvanin sguk metal | Arka pence | Nosiseptif veya kagma
zemin) zemin Uzerine davrangl gosterme latensi
oturtulmasi (saguk hiperaljezisi)

Sagiuk su Hayvanin derin Arka pence | Nosiseptif veya kagcma
olmayan sguk su davrangl gosterme latensi,
banyosu icine siresi ve nosiseptif

Sasuk oturtulmasi davranglarin intensitesi
(saguk hiperaljezisi)
Aseton Deri tzerine aseton | Arka pence | Nosiseptif davraslarin siresi
uygulanmasi veya ygunlugu (sguk
hiperaljezisisi)
_ Elektriksel Kuyruk, Gericekme
Elektrik akim uygulamasi pence, esikleri, vokalizasyon, kacma
visser, latensi (allodini)
dental pulpa
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Tablo 4. Deneysel &ri Modelleri (Sandkihler'den, 2010)

Hastalik

Mekanizma

Metod

Model Adi

Meydana Gelen Nosisepsiyon

AN Mekanik | Mekanik | Isi Sqguk | Diger
Indksiyonu allodini | HA HA | HA
Complete * *
Freund’s
adjuvant
(CFA)
Karagenan * *
Periferal Primer Inflamatuar
inflamasyon | aferentlerin| ajanin arka | Hardal * *
ve periferal | kimyasal penceye yagl
ndrojenik uyarilmasli | enjeksiyonu
inflamasyon
Ari * * * Arka
venomu pence
yalama,
kaldirma,
kacinma
Formalin iki fazli
arka
pence
kacinma,
yalama
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Tablo 4 devam.Deneysel &ri Modelleri (Sanskihler'den, 2010)

Hastalik Mekanizma | Metod Model Adi Meydana Gelen Nosisepsiyon
Indiksiyonu Mekanik | Mekanik | Isi | Saguk | Diger
allodini HA HA | HA
Arka
Kapsaisin * * pence
Eklem igine kacinma
Artrit inflamasyon | veya kuyrga
inflamatuar
mediyatoriin | Adjuvanla * * Degismis
enjeksiyonu | indiiklenen yurime
monoartrit ve tutum,
spontan
agr
Adjuvanla * Diger
ind_ijkle_nen sistemik
poliartrit desisiklik
Néropatik Travmatik Ceitli Kronik * * o Arka
agri, sinir hasari | periferal konstriiksiyon penge
kompleks sinirlerde hasari koruma,
bdlgesel (spinal siatik degismis
agri vb) veya ylz agirhk
sendromu sinirlerinin dayanma
(CRPS) (trigeminal
vb) hasar
yapmak ¢in Spinal sinir * Arka
kullanilan ligasyonu pence
metodlar yalama ve
kaldirma
Parsiyal siatik Arka pence
sinir ligasyonu koruma ve
yalama
Distal sinir
hasari
Butun sinir
transeksiyonu
iskemi- iskemi Gegici arka | Kronik * *
reperflizyon pence postiskemi
hasari, iskemisi ve agrisi
CRPS, reperflizyon
periferal veya vaskiler
iskemik okliizyon
hastalik
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Tablo 4 devam.Deneysel &ri Modelleri (Sandkihler'’den, 2010)

Hastalik Mekanizma | Metod Model Adi Meydana Gelen Nosisepsiyon
Indiksiyonu Mekanik | Mekanik | Isi | Sasuk | Diger
allodini HA HA | HA
Deneysel * *
Kanser Dokunun Kanser osteolitik
agrisi kanser hicrelerinin | sarkoma
hicreleri ile | intramedidillar
kompresyon| intraplantar,
ve inflamas- | intragingival | Deneysel * *
yonu injeksiyonu | skuamoz
hicre
karsinomasi
Deneysel * *
melanoma
Postopratif | Cerrahi Cerrahi Insizyon * *
agri mekanik modeli
travma
Overhisterok-| * * Abdominal
tomi postirler
inflamatuar| Viseral &r | Bosluklu Asetik asit, * Abdominal
barsak organlarin kapsaisin, kontraksi-
sendromu icine hardal y&i, yon veya
iritanlarin zimosan diger viseral
enjeksiyonu | enjeksyionu nosiseptif
veya visereal davranglar,
mekanik uyumlu
distansiyon hiperaljezi
Kas arisi Periferal Gastrosine- | Kas &risi *
asidozis mus kasina
asit
enjeksiyonu
Ates, Genel Sistemik, Hastalik * * inflamasyon
santral immin intratekal sendromu ve
sinir sistem veya santral enjeksiyo-
sistemi aktivasyonu | LPS/inflama- nun (atg,
inflamatur tuar sersemlik)
hastaliklari mediyat6r nosiseptif
uygulanmasi bulgulari
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Tablo 4 devam.Deneysel &ri Modelleri (Sandkihler'’den, 2010)

Hastalik Mekanizma Metod Model Adi Meydana Gelen Nosisepsiyon
Indiksiyonu Mekanik | Mekanik | Isi | Saguk | Diger
allodini HA HA | HA
Tempero- Orofasyal Inflamatuar | Sican veya
mandubdler| inflamasyon | ajanlarin fare * Yuz
eklem (CFA vb) temporo- timarlama
inflamas- temporoman-| mandibuler kasima
yonu veya dibuler eklem| eklem
orofasyal veya yiliz agrisi veya
agr icine orofasyal
enjeksiyonu | agri
Gineg Temel UV-B (290- UV modeli * * *
yangi, hasara veya| 320 nm) deri
yanik hasari| isina b&li 1Isinlama veya
hiicre hasari| deri Uzerine | Yanik veya * *
uzatiims termal
noksius Isi hasar
uygulamasi | modeli
Migren Ceitli Ceitli Ceitli * * *
manipulas-
yonlar,
ndrovaskuler
elektriksel,
genetik
ilagla Klinik olarak | Kemotera- | * * *
indiiklenen kullanilan potik
ndropatik terapotik ajanlar
agr ajanlarin (vinkkris-
sistemik tin, pakli-
uygulanmasi | taksel) *
Antiretro-
viral
ajanlar
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Tablo 4 devam.Deneysel &ri Modelleri (Sandkihler'’den, 2010)

Hastalik Mekanizma Metod Model Meydana Gelen Nosisepsiyon
Indiksiyonu | Adi Mekanik | Mekanik | Isi | Saguk | Diger
allodini HA HA | HA
Diyabetik | ikincil Diabeti Streptoto- | * * L
ndropati, (hastalik) indiklemek zosin ile
posther- noropati icin indikle-
patik streptotozosin| nen
ndroalji, enjeksiyonu, | diyabet
Akut herpes
inflamatuar simplesk tip |
demiyeli- ile Herpes * * *
nizasyon inokulasyon simpleks
poliradikiilo periferal virls
-ndropati miyelin P2 inokulas-
peptid ile yonu
immiinizas-
yon
Deneysel * *
otoimmin
norit
Spinal kord | Spinal kord | iskemiveya | Spinal
hasari lezyonlari travmatik kord * * * *
ndropatik kontlizyon, hasari
agri kompresyon
veya spinal
kord
transeksiyonu
Norit, Norit Sinirler Siatik *
ndropatik Uizerine direkt | inflama-
agri olarak tuar norit
inflamatuar
ajanlarin akut
veya perinéral
uygulanmasi
Trigeminal | Travmatik Infraorbital Trigemi- *
noralji sinir hasari | sinirde veya | nal
trigeminal ganglion
ganglionda kompres-
hasar yonu
meydana
getiren
modeller
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2.6. ARTTTE AGRI MEKAN iZMALARI

Artritdeki @r1 hiperaljezi ve spontanga (dinleme sirasindaki ga) ile
tanimlanir. Bu gri normalde gri meydana getirmek icigiddeti yeterli olmayan uyaran
tarafindan (allodini) bile meydana getirilebilir. rtAt durumunda eklem c¢ama
sinirnda hareket ettirildinde ve eklem Uzerine hafif bir basi uygulghdda
hiperaljezi gorilur. Bu artmiagri hassasiyetinin nosiseptif sistemin sensitizaapdian
ileri geldigi dusinulmektedir. Eklemdeki inflamasyon periferal sémasyona ve santral
sensitizasyona neden olur. Sinir sisteminin inflaraa sireci etkilemesi nedeniyle

sensitizasyon eferent néronal stireci de koktykbilir.

2.6.1. Periferal Sensitizasyon

Eklemlerdeki inflamasyon sirasindalesideki cok sayida aferent ndéron
sensitize olur. Bazi dgik eikli kalin ve ince miyelinize aksonlu nosiseptif
mekanoreseptorler (Ave Ad) eklem Uzerine uygulanan basiya ve eklem harekatle
artmg yanit gosterir. Onemli olarak, nosiseptorler dkatanimlanan ¢ok sayidaki
yuksek gikli Gniteler sensitize hale gelir ve eklemin gata siniri icinde hafif basiya ve
hareketlere yanit vermeyeda. Sonuc olarak, BeEngicta mekanoinsensitif olan lifler
(sessiz nosiseptorler) eklemin mekanik uyarisinatyaerir hale gelir ve inflamasyon
sirasinda spinal kord icine aferent akima katkidéurur. Bu dgisiklikler eklem
agrisinin aferent duysal temelini gturur. Kisaca, inflamatuar kollar altinda
normalde zararsiz vezall olmayan mekanik uyari nosiseptif sistemi akteder. A ve
C lifleri kimyasal mediyatorler icin ¢ok sayida ityokanalini ve reseptéri duysal
sonlanmalarinda eksprese ederfgkil 6).
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Prosta-

Neurp- glandins  Histamine Adrenalin Neuro_
trophins N . peptldes\
: Serotonin Bradykinin [ ATP ACH |
Cytokines J * l :

TTX resistant/ K* Ca?*
TTX sensitive

Na*
Ca?
K+

Capsaicin

mechanical
stimuli

Sekil 6. Nosiseptif primer aferent néronun iyon kanallaxireseptérler (Schneider'’dan, 2002)

iyon kalzal

icin esastirlar.

mekanik uyarinin elektriksel
tam olarak aga

Kapsaisin tarafindan aktive edilen klonlagmvanilloid

Olasilikla katyon-selektif

potansiyele transduksiyonu Acllinmaodu
kavusturulmus  degildir.
reseptort (VR1) Uzerinde durulmaktadir. Bu resep#itece kapsaisin tarafindargitie
fakat ayrica inflamatuar kallarda 1si uyarani tarafindan da aktive edilmekted
Eklemleri donatan primer aferent noronlardaki VRdsaptérlerinin 6énemi heniz
belirlenmemgtir. Bununla birlikte, mekanik yukseksi&li eklem aferentlerinin
kapsaisin sensitif olmasi VR1 reseptorlerinin a@gk gsri durumlarina da katkida
bulundgunu gosterir. Tetradoksin (TTX)-direncli ve TTX-lsas NA& kanallari da
onemlidir. Akson ve duysal sonlanma boyuncgildalar tam olarak bilinmemektedir,
fakat kicuk primer aferent noronlarda lokalize ol&@X-direncli Na kanallari
nosiseptiftir.

Sitokinler (Glikoprotein 130 (gpl30¥septor elemanlarina etki ederler)
norotrofinler (6zellikle sinir bliyime faktori (NGFR)KA reseptorlerine etki eder), 5-
HT, bradikinin ve PG’ler gibi inflamatuar mediyal&in reseptérleri de sensoryal

sonlanmalarda yer alir. Bu maddeler inflamasyoreliflbbasamaklarinda uretilirler.
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Bundan bgka, primer aferent ndron bolimleri sensoryal somalardan salinan P
maddesi (norokinin 1 (NK1) reseptorleri) ve CGRE flensoryal sonlanmalardan ve
diger kaynaklardan salinan somatostatin (SST resep)orjibi noropeptidler icin
reseptor eksprese ederler. Bu mediyatérlerin priaferent néronlar Gzerinde direkt
eksitasyon (0rn., bradikinin), ggr uyari icin sensitizasyon (6rn., bradikinin ve)R@
noropeptidlerin sentezinin duzenlenmesi (6rn., NGFE) aktivitenin inhibisyonu
(somatostatin) gibi farkli etkileri vardir. Inflamatuar mediyatorlerin  goi
depolarizasyona onculik eden iyonsakin gerceklgmesini sglayan iyon kanallarinin
sensivitesini d@stirebilen ikincil mesajci sistemini aktive eder.

Son calmalarda oOzellikle primer aferent Unitelerde bulunadropeptid
reseptor ekspresyonunun eklemin akut veya kronflarmsyonu sirasinda gigip
desismedigi Uzerinde durulmgtur. Sicanlarda diz ekleminde antijenle indikleaemit
(AIA) modelinde inflamasyonun indiiksiyonunun ardindasitli zamanlarda sicanlar
sakrifiye edilmg ve lumbar dorsal kok ganglionlari (DRG)leri ¢iKamistir. NK1,
bradikinin reseptori-2 (B2) ve somatostatin (ssegeptorlerinin DRG noéronlarindaki
ekspresyonu derlendirilmistir. AIA'nin akut fazinda NK1 ve B2 reseptorlerinin
ekspresyonu arttir. Ilging olarak up-regiilasyon bilateraldir. Bu reseptip-
regilasyonu M'nin akut fazinda inflame dize ait baga saklanmasi ve basi
hipersensivitesi gibi nosiseptif davrglarin da reseptor up-regulasyonu ile gnbisi
reseptorlerin bu davraga dahil oldgunu gostermektedir. Ayrica kontralateral tarafta
da biraz basi hipersensivitesi goruktiii. AIA kronik hale geldiinde inflame tarafta
reseptdrlerin ekspresyonu B2 reseptorleri harigra2grica nosiseptif davragpda akut
faza gore daha az belirgindir. Bu sonug; uzamnflamasyonun eksitator
komponentlerin reseptér sayisinda up-regilasyordemenldgunu gostermektedir.
Calismanin devami nitelindeki bir bgka calgmada servikal DRG’lerdeki reseptér
regulasyonu da gerlendirilmis ancak bir dgisiklik bulunamamgtir. Bu da dgisimin
sadece segmental oglinu genel olmagini gostermektedir.

Bradikinin mekanik uyari icin primaferent lifleri aktive ve sensitize eden
potent aljezik mediyatordir. Olasilikla bradikinireseptorlerinin  up-regulasyonu
inflamasyon sirasindakiga sensivitesine katilmaktadir. P maddesi primesrexit
uniteleri sensitize edebilir, fakat normalsktiarda bu etki gucli dgldir. Hatta bazi
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calismalarda primer aferent ndronlar tzerinde etkisilutnustur. Ancak inflamasyon
sirasinda belirgin bir up-regulasyon vardir. Ayrraup-regilasyonun bilateral olmasi
da 6nemlidir.

Pek cok noron sadece eksitator madddksil ayni zamanda inhibit6r
maddeler igin de reseptor eksprese edeidribitor bir madde olan sg$) ve sst de bu
calismada dgerlendirilmistir. Pek ¢cok DRG néronu normal sicanlardagsteseptor
ekspresyonu gostermektedir velAAsicanlarda da durum farkli gigdir. Bununla
birlikte AIA’nin akut ve kronik fazinda ssteseptor up-regilasyonu vardir. Sonug
olarak, bu sonuclar inflamasyon sirasinda reseptirekspresyonunun ggtigini ve
noronal dgisikliklerin artritin farkli basamaklarinda farkl @bilecegini gostermektedir.

2.6.2. Santral Sensitizasyon

Eklem inflamasyonu sirasinda spinatdiaki néronlar inflame eklemden
gelen uyar ile hipereksitabil duruma gelinflamasyonun bgamasindan sonra
noronlar eklem Uzerindeki zararsiz vgrih uyariya yanitlarinda dereceli olarak grti
gOsterir ve biraz gecikme ile kgonve hatta daha uzak inflame olmayan normal dokular
Uzerine uygulanan basiya bile agnganit verirler. Noronlar reseptif alanlarinda sdd
yayllma gosterirler. Inflame eklemin stimilasyonuna artmiyanit periferal
sensitizasyonun sonucu olarak eklemden gelen qrtyairi gosteriyor olsa da, inflame
olmayan normal dokunun mekanik stimtlasyona artraniti spinal kordda ofur. Bu
nedenle de inflamasyon sirasinda néronlar belirgiarak inflame veya inflame
olmayan dokunun stimilasyonuna yanit verir haleirgeébantral sensitizasyonun
olusmasi ve devamlgan spinal korddaki cgtli transmiter/reseptdr sistemlerinin
aktivasyonu tarafindan meydana getirilir. Primeeraft ndronlar sensitize hale
geldiklerinde spinal terminasyonlarindan daha fatrlansmitter salar (presinaptik
komponent). Ayrica spinal kord néronlar resept@nsivitesindeki (postsinaptik
komponent) dgsiklikler tarafindan daha eksitabl hale getirilehilidaha sonraki
reseptor aktivasyonun dasgé ikincil mesajci sistemlerinin aktivasyonu téradan
meydana getirildii distunulmektedir.
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Eksitatuar anahtar transmiter L-ghudtir. Presinaptik terminallerden
saliverilmesinden sonra (primer aferent néronlapmal sonlanmalarindan) spinal kord
noronlarinin postsinaptik membranindaki iyonotroNiIDA ve non-NMDA (AMPA)
reseptorlerini ve metabotropik glutamat reseptarieaktive edebilirler. Normal bir
eklem zararsiz,gull olmayan bir basiya maruz kafainda, diguk esikli A B lifleri eksite
olur ve glutamat salarlar. Glutamat AMPA tipi lighkapili katyon kanallarini acar.
NMDA reseptorleri Mg* tarafindan bloklandiklarindan agilmazgrAi basi eklem
Uzerine uygulanganda ise hem B, hem de nosiseptif Ave C liflerini aktive eder. Bu
uyari postsinaptik hiicre tizerine yiksek depolayaa neden olan glutamat salinimini
artirir. Gugli depolarizasyon sorasinda*fMdNMDA reseptér kanalindan g atilir.
Bu nedenle gl uyarn sirasinda hem AMPA hem de NMDA resemfrisinaptik
transmisyona katilir. Spinal kord ndronlaringria mekanik uyariya yanitlart AMPA

ve NMDA reseptorlerinin antagonistleri tarafindaaklabilir. (Sekil 7).

Sekil 7. (Solda) Normal kaullar altinda diz eklemine hafi basinin sinapgilemisi (Sagda)

inflame diz eklemi Uzerindihbasinin sinaptikslenisi (Schneider'dan, 2002)
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Cok sayidaki aferent noron P madd€S&RP gibi noropeptidleri de icerir.
inflamasyon sirasinda bu néropeptidler eklem zaratsasi tarafindan stimile
edildiginde intraspinal olarak salinirlar. Spinal kord ardari Uzerindeki ikkili G-
proteini aracili néropeptid reseptdlerini aktiveeddr. Bunlarin reseptér antagonistleri
spinal kord noronlarinin eklemingall uyaranlara verg yanitt azaltirlar. Bu
noropeptidler santral sensitizasyonu kolaytalar. Olasilikla glutamerjik sinaptik
transmisyonun sensivitesini artirirlar. NOropepteseptor antagonistlerinin etkileri
glutamat reseptdr anatagonistlerinden olduk¢ca zayBununla birlikte, néropeptid
reseptdrleri inflamasyon sirasindaki sinaptik traisyonun uzun sureli @esikliklerine
katilabilir ve bu da inflamasyon sirasinda devaofdrak yikselny agri sensivitesine
neden olur.

Spinal PG’ler DRG noéronlarinda vensphikord néronlarinda COX-1 ve -2
enzimleri tarafindan sentezlenirler. PG reseptbgamer aferent néronlarin ve spinal
kord noronlarinin Gzerinde bulunurlar ve bu PGHefem presinaptik (sinaptik
mediyatorlerin salinimini etkilerler) hem de pasagitik olarak (eksitabiliteyi
etkileyebilir) etki edebildiklerine saret eder. Eklemdeki inflamasyon sirasinda
PGE2'nin dorsal ve ventral horn iginde tonik sahnivardir. PGE2'nin spinal kord
ylizeyine uygulanmasi spinal kord ndronlarinin mékastimilasyona yanitini
kolaylastirir ve etkilerin paterni periferal inflamasyorrasinda goérulenler ile benge
Spinal PG’ler inflamasyon ile uyarilan hipereksitiaénin olusumuna katilirlar ancak
yapilan cakmalar spinal kord eksitabilitesinin devam ettirisirede etkili olmadiklarini
gOsterir (Schaible ve ark., 2002; 2009).
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2.7.DENEYSEL ROMATO iD ARTRIiT MODELLER i

Aagidaki tabloda sik kullanilan deneysel romatoid itartmodelleri
Ozetlenmgtir (Tablo 5).
Tablo 5. Deneysel Romatoid Artrit Modelleri (Kannan ve &tln, 2005)
Rodent Model Ozellikleri

Sigan

CFA (complete freund’s adjuvan
modeli / adjuvant ile indiklene
artrit (AA)

t)baglmll olmasi {nsan RA ile benzerlik)
n

Olasilikla 1s1 sok proteinlerinin (HSP) katildi bir
mekanizma Uzerinden poliartrit meydana getirir.

Genetik linkaj, sinovyal CD4+ hiicreleri, T hicre

Tetikleyici ajan bilindginden, herhangibir spesifi
antijen ihtiyaci olup olmag celiskili (Insan RA ile
fark)

Si

Ke)

Streptokokal hiicre duvari (SCW) i
indiklenen artrit

Bakteriyel hiicre duvari komponentlerinin yatk
turlere uygulanmasi ile artrit meydana gelir.

Artritin hem erken hem de gec¢ fazinin génasina
€olanak sglar, SCW enjeksiyonundan birka¢ giin so
artrit gelsir.

Insandakine benzeekilde, bu modelde gii sicanlar
(Lewis) erkeklerden daha yatkin.

nra

Pristanla indtklenen artrit

Kollajenle indiklenen artrit mode
(KiA)

Kollajen antikoru ile

artrit modeli (KAIA)

indiklenen

Zimosanla indiklenen artrit

Immiin kompleksle indiiklenen artr

t K/BxN modeli Benzer patogeneze sahip.

Eklem-spesifik antikor olmaksizin artrit indiksiyo
var.
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Tablo 5 devam.Deneysel Romatoid Artrit Modelleri (Kannan ve &tkn, 2005)

Rodent Model Ozellikleri

Transgenik ve knockout (geni silinmg) fare modelleri

K/BxN modeli (KRN T hiicre reseptoril | Eksternal antijen, adjuvan veya antikor transferi
transgenik fare, C57BL/6 x NOD olmaksizin spontan olarak kronik ve progresif
background) inflamasyon gefiir.

RA gelisiminde antikorlarin roliintin ¢glimasi
acisindan 6nemli bir model.

Eklem-spesifik antikor olmaksizin artrit
indUksiyonu var.

Fare

NZB/NzZW

AUUUA motifinde TNF gen mutasyonu

IL-1RA -/-

HUTNF Tg

Tristetraprolin -/-

2.8. GliA HUCRELER i ve AGRI

Arinin kontrol altina alinmasi icin yeni ilag g#llime argtirmalari esas
olarak ndronal mekanizmalar ve fonksiyonlar Uzeradaklannytir. Ancak, persistan
agri transmisyonunda tek fiaa noronal aktivite patolojik ga durumunun nasil
meydana geldini agiklamakta yetersiz kalmaktadimmiin ve glia hiicreleri gibi
noronal olmayan sistemlerin de noOronal aktiviterdiizenlenmesine katiiginin
anlsgilmas! &ri argtirmalarina 6nemli katkilar yapgtir. Hizla artan kanitlar glia
hiicreleri gibi noronal olmayan hucrelerirgra iletiminin modilasyonunda 6nemli
rollere sahip oldgunu gdstermektedir (Milligan ve Watkins, 2009).

Sinir sistemi boyunca glia hiicrelgdronlar ve birbirleriyle, néronal sinapslar,
hiicre govdeleri ve aksonlar ile etkiider. Farkli gorevleri olan ¢ tip glia hucresi
vardir; astrositler, mikroglia ve oligodendrosit{@&llen ve Barres, 2009).
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Oligodendrositler hiuicre govdelerinekjpm mesafede olduklarinda satellit
hicreleri olarak adlandirilirlar, periferik sinilseeminde ise schwann hicresi adini
alirlar. Oligodendrositlerin bilinen gorevleri S®8’ akson miyelinizasyonudur. Bunun
disinda noronal fonksiyonda modulator rollerinin alduda gosterilmtir (McMahon
ve ark., 2005; Milligan ve Watkins, 2009).

Mikroglial hiicreler mezodermden kaklaair ve glia hiicrelerinin %10-20’sini
olusturur. Mikroglianin SSS’nin  parankimasinda bulunaerlesik tipi bir de
perivaskuiler tipi vardir. Bu iki hiicre tipinin fdrkbzellikleri olmakla birlikte her ikisi
de monosit ve makrofajlari da iceren myelomonosgdya aittirler (McMahon ve
Malcangio, 2009). Klasik olarak santral sinir smstein makrofajlari olarak adlandirilan
parankimal mikroglia, embiryonik gelm sirasinda SSS'ni istila eder ve bir daha
yenilenmez. Tersine perivaskiler mikroglia devamblarak hematopoetik
prekirsorlerden yeniden uUretilir ve bu yenilenmeS3%®leki inflamasyon sirasinda
artar. Mikroglia alt populasyonlarinin @&kli ve hasarli SSS’deki roli tam olarak
bilinmemekle birlikte perivaskiler mikroglianin kdoeyin bariyerini dgistirdigi ve
inflamatuar durumlara yanit olarak anti-inflamatwegtkiler gosterdii bilinmektedir.
Yerlesik mikroglia SSS’ni denetler, aktivasyon Uzerinelhbir sekilde ¢galir ve hem
inflamatuar hem de anti-inflamatuar etkilere sahigbenel olarak mikroglial hticreler
patojen saldirisina karilk savunmayi antijenleri ayirt ederek, sekestdaerek ve
isleyerek yaparlar. Bununla birlikte her iki mikroglida astrositlerde ve ndéronlarda
bulunan ndrotransmiter reseptorlerden pefkucw eksprese eder. Mikroglia aktif hale
geldiginde yakinlarindaki astrositleri, mikroglia ve nilari aktive eden géli
maddeler Uretir ve bunlar salar (Milligan ve Watki 2009). Mikroglialarin morfolojik
yapilari, SSS’nin direkt hasari ve ayrica perifesiirlerin veya periferal dokularin
hasarindan sonra gieir. Bu kosullar altinda mikroglial morfoloji hiicre gévdelenn
boyut olarak artmasi, proksimal yapilarin kalsniasi, distal dallarin daha az dallagmi
gorunmesi gibi dgisiklikler gosterir (McMahon ve Malcangio, 2009).

Astrositler en c¢ok bulunan glia hierglir ve néroektodermden
kaynaklanirlar. Néronal sinapslar ile yakirgkii kurarlar ¢iink tek bir astrosit birden
fazla noron ile kontakt halindedir. Glutamerjik mkeye katilirlar. Glukozdan glutamat
sentezi icin gereklidirler. Ekstraseliiler iyon {Cae K" homeostazinda rol oynarlar) ve
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norotransmiter konsantrasyonlarini dizenlerler #momlara kandan oksijen ve glukoz
saslarlar. Astrositler fazla ndrontransmiterin uzagtialmasi, aktif ndrotransmiterlerin
sonlandiriimasi ve onlarin tekrar ndronlara genrdésini dizenleyerek temel sinaptik
sinyallarin kodlanmasina izin verirler. Astrositlgok sayida ndrotransmiter reseptéri
eksprese ederler ve kendileri de glutamat, D-seeiya ATP gibi ndrotransmiterleri
intraseliler C& konsantrasyonunun artmasi Uzerine salarlar. Atgos farkli alt
tipleri gap junction’lar ile bglanti kurar ve bilginin C& iyonlari yolu ile uzak
mesafelere tandigl bir a& meydana getirir (McMahon ve Malcangio, 2009).
Astrositlerin iki ana grubu vardir; protoplazmik \#roz astrositler. Protoplazmik
astrositler gri maddede yegimn gdsterirler ve ndronal hiicre govdeleri ve sitapse
yakin temas halindedirler. Fibréz astrositler beyaaddede bulunurlar ve néronal
aksonlar ile ilgkilidirler (Allen ve Barres, 2009). Protoplazmiktassitler kisa oldukca
dallanmsg bir yapi go6sterirken, fibroz astrositler uzun \alahmamg yapi gosterirler
(Miller ve Raff, 1984). Mikrogliadaki gibi perifeki sinir ve periferal doku hasari,
cogunlukla da hasarli duysal néronlarin (ve motor ntaon etrafindakiler) santral
terminallarinin yakinindakiler, astrositlerin yejile durumunu dgistirir. Bu deSismis
durum aktivasyon olarak adlandirihr (McMahon veléaagio, 2009).

Astrositler ve mikroglia virtslere bakterilere yanit olarak ve primer afferent
terminallerden salinan (P maddesi, CGRP, ATP viats amino asitler) maddelere ve
agri transmisyon noronlarina (nitrik oksit (NO), P&’ yanit olarak aktive olurlar.
Devam eden eksitasyon mikroglia ve astrositlerdeRK, p38 ve JNK aktivasyonunu
indiikler. Astrositler devam eden sinaptik aktiviéeinternal C& mobilizasyonu ve
glutamat, P2Xe baslanan ATP, TNFe, IL-1p, IL-6, NO ve PGE2 salinimina 6nculik
ederek yanit verir. Ayrica aktive olmumikroglia da bu pro-inflamatuar sitokinlerin
kaynaidir. MMP9, pro-IL-B klevajini ve mikroglial aktivasyonu indtkler, MMR&e
pro-IL-18 deposunu indikler ve astrosit aktivasyonunu dedtmir. p38 mitojenle
aktive olan protein kinaz (p38 MAPK) hem mikroglleem de astrositlerde ILB1
sinyalinin Uzerine indiklenir. Astrositler ve milkyita kemokin reseptorlerini eksprese
eder (CX3CR1, CCR2). Sinir hasarinin ardindangogi proteinleri (HSP) salinir ve
hem astrositler hem de mikroglia Uzerinde bulunalkbenzeri reseptdrlere Blanir
(TLRs) ve bu hiicre tiplerinin daha sonraki aktivasyna onculik ederler.

43



A transmisyonunun potansiyalizasyonunun yani saldjve olmy glia
hiicreleri, néronal hipereksitabilite, norotoksisite kronik inflamasyona katkida
bulunabilirler. Bununla birlikte, IL-10 ve IL-4 gikanti-inflamatuar sitokinleri salarak
ve anti-inflamatuar fonksiyonlari olan ve mikrogltaksisiteyi, kemotaktik yanitlari ve
MAPK sinyal transdiksiyonunu baskilayarak ve soaugto-inflamatuar sitokinleri
inhibe ederek etki gosteren kannabinoid resepidrlefCB1 ve CB2) eksprese ederek
noroprotektif de olabilirler (Milligan ve Watkin2009).

Yukarida da belirtilgii gibi, normal kagullar altinda santral glia hicreleri
sessizdir. Hem mikroglia hem de astrositlerde, $&8ari, mikrobiyal invazyon gibi
cssitli olaylar ve bazi ari durumlari beraberinde g#i inflamatuar sitokinlerin,
kemokinlerin ve dier potansiyel aljezik maddelerigli& ettigi hipertrofiye neden olur.
Aktive olmus glia hicrelerini ayirt etmek icin en c¢ok bunlard@sismis sayilari,
hipertrofi ve OX-42, Iba-1 ve GFAP gibi g#i ekspresyon markirlari kullantlir
(McMahon, 2005).

Glial hicreleringau prosesine katil@ini gosteren ilk kanit Garrison’'un bir
noropatik &r modelinde L4 spinal kordunda astrosit markiri ABAin artsini
gostermesidir. Ayni ¢caimada sinir hasari ile ayni andaslagan MK 801 (NMDA
reseptdr antagonisti) tedavisinin bu etkileri geavirebildigi gosterilmitir. Sonug
olarak devam eden cginalar daha spesifik ve direkt olarak glia inhibigdr veya
modulatorleri Uzerine ygunlasmistir. En sik kullanilan fluorositrat (astrosit ve
mikroglia metabolizmasini bloklar) ve bir antibijjotolan minosiklindir (mikroglial
aktivasyonu astrositler ve noronlar Uzerine batirgir etki yapmaksizin inhibe eder).
Her ikisinin de bazi @1 modellerinde etkili oldgu gosterilmgtir. Cesitli calismalar
fluorositratin néropatik g1yl hem blokladgini hem de geri dondurg@ini gosternsir,
bununla birlikte bir bgka calsmada minosiklin noéropatik sicanlarda mikroglial
aktivasyonu anlamli olarak inhibe etmesingman olymus agri durumunu sadece
bloklams ama geri dondurmestir. Bu calsma mikroglianin ndropatik gunin
baslangic aamasinda daha 6nemli ofglinu astrositlerin ise ilerki donem ile skili
oldugunu ileri strmektedir. Ayrica glia Uzerine etkilesgli ilaclar; propentofilin,
metotreksat, talidomid ve p38 MAP kinaz inhibitérleagri sendromlarinin
azaltilmasinda etkili bulunmtur (McMahon, 2005).
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Spinal kord dorsal boynuzunda mikigle astrosit aktivasyonunun sgé
patolojik &@r durumlarinda esas mekanizma @dugorinmektedir. Spinal glia
aktivasyonunun hiperaljezi ve allodini ileskisi agrinin inflamasyon veya hasaragha
oldugu periferal ve santral sinir sistemi ile skili cok sayidaki deneysel ga

calismalarinda gosterilngiir.

2.9. FARMAKOLOJIK TEDAV i
2.9.1. Diklofenak

Diklofenak fenilasetik asit tlrevi materoidal anti-inflamatuar ilaglardan
(NSAII) olup; analjezik, anti-inflamatuar, anti-piretikéilikleri vardir. Akut ve kronik
agrinin  c¢aitli  sekilllerininin - (minér cerrahi, travma, dismenore wveaflamatuar
hastaliklara bgi) ve romatoid artrit, dejeneratif eklem hastadrk] ankilozan spondilit
ve alik eden durumlarin tedavisinde etkili olglw gosterilmgtir. Diklofenak COX-1 ve
COX-2 enzimlerini git derecede inhibe etmek suretiyle prostaglandimeseni inhibe
eder. Ancak artan sayidaki gahmalar diklofenak’'in farmakolojik etkisinin COX
inhibisyonunun 6tesinde, multimodal ve bazi Orneldde yeni etki mekanizmalari
gosterdgine isaret etmektedir. Bunlar arasinda; tromboksan-pnostia reseptor
inhibisyonu, argidonik asit salinim ve uptake’inin etkilenmesi, dksijenaz
enzimlerinin inhibisyonu, nitrik oksit-cGMP antinesptif yolgzinin aktivasyonu yer
almaktadir. Dger olasi yeni etki mekanizmalari P maddesinin iiglyitinu, peroksizom
proliferator aktive edilmi reseptor gama (PPARgama) inhibisyonu, asit-duygoin
kanallarinin blokaji, IL-6 UGretiminin ggsimi, NMDA reseptor hiperaljezisinin
inhibisyonudur. Ancak bu yeni etki mekanizmalagisteren ggtli calismalar olmakla
birlikte, etkilerin d@rulugunu kanitlayan klinik cagmalar bulunmamaktadir ve bu olasi
yolaklardan klinik anlamda yarar @anip s&lanmayacgini kesinlgtirmek icin yeni
calismalar gerekmektedir (Gan, 2010).

Gastraointestinal sistemden emildiksonra pik plazma konsantrasyonuna
1,5-2 saat sonra wia. Her nekadar plazmadaki eliminasyon yari 6mrb @aat) kisa
olsa da, sinovyal sivida kalmaya devam eder. Kgeatte metabolize edilir ve Uriner ve

safra ekstraksiyonu ile elimine edilir.
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Klinik calgmalar romatoid artritteki tedavi edici vera dindirici etkilerinin
aspirin, indometazin, ibuprofen ve ketoprofen giiger NSAI'lar ile esdeser oldysunu
gostermgtir. Bununla birlikte gastrointestinal yan etkilexspirin veya indometazin ile
kiyaslandginda daha azdir (Small, 1989).

2.9.2. Buprenorfin

Buprenorfin semisentetik oldukca fipo bir opioid olup morfin alkaloid
tebain tdrevidir. MU reseptorlerinin  parsiyel aggni ve kappa reseptorlerinin
antagonisti olarak etki eder. MU reseptérlerinegldmaarak supraspinal analjezi,
respiratuar depresyon ve miyozis yapar. Kappa tédep Uzerindeki antagonist
etkisine b&lh olarak sinirli spinal analjezi, disfori ve psikonetik etkiler meydana
getirir. Parsiyel agonist olmasi nedeniylgati tam mu agonistleriyle kiyaslagehda,
Ozellikle respiratuar depresyon acisindan, dahaemjliv bir profile sahiptir. MU
reseptorlerine yuksek afinite gosterir ve onlarglana ayrilmasi nedeniyle uzun sureli
etki meydana getirir. Ayrica, mu ve kappa resdetiden yava ayrildigindan
buprenorfin tedavisinin sonlandiriimasinin ardindénilen opioid yoksunluk belirti ve
semptomlari morfin, eroin ve metadon gibi tam agteide goérilenlere gbre daha
azdir. Son dénemde buprenorfin’in opioid benzesepor-1'in (ORL1) agonisti olarak
islev gordigl de gosterilmtir (Yamamoto ve ark., 2006).

Efektif analjezi goreceli olarak stk reseptorsggalinde gercekker (%5-10).
Analjezinin derecesi ilacin plazma konsantrasydadliskili gérinmemektedir, ¢lnki
reseptorden ayrilma plazma konsantrasyonunun geedtalmaktadir. Diilk dozlarda
morfinden en az 30-40 kat daha gucludir. Parsigenest olmasi nedeniyle yuksek
dozlarda platoya utar ve antagonist gibi davranmayaslae. Ylksel dozlardaki bu
antagonist 0zelli doz b&imlh analjezik etkiyi ve respiratuar depresyonursan (Heit
ve Gourlay, 2008). Karagerdeki yiksek ilk gegietkisi nedeniyle oral biyoyarlanimi
diUsUktdr. Bununla birlikte, sublingual biyoyarlanimi 6870°dir. Da&ilim hacmi
genstir, pik plazma konsantrasyonuna yakkaolarak 90 dakikada wa ve yarilanma
Oomria 4-5 saattir. Lipofilik bir ilag olmasi nedetey beyin dokularindaki dizeyi

serumdan hayli fazladir. Plazma proteinlerine ykksmnda bglanir ve N-dealkilasyon
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ve konjugasyon reaksiyonlari ile enzimatik transfasyon sonucu inaktive edilir. Akut,
kronik gri ve kanser grisinin tedavisinde kullanilir. Bundanska, kappa reseptorleri
Uzerindeki antagonistik etkisine #a olarak caydirma, detoksifikasyon ve idame

tedavilerinde kullaniimaktadir (Melli ve Kayaal@@2).

2.9.3. Gabapentin

Klinikte, hem antiepileptik hem detiansiseptif bir ajan olarak kullanilan
gabapentin'in  (GBP) farmakolojik etkisini goOstefidi mekanizma tam olarak
belirlenmemitir. Inhibitér norotransmiter gamaaminobutirik asid (GABA yapisal
anolgudur ve orjinal olarak kan-beyin bariyerini serlgestiecen GABAmimetik olarak
dizayn edilmgtir. GABA agonisti gibi davranmasi beklense de GABdéseptorleri
uzerine direk etkisi yoktur. Geli calismalar GABA'nin sentezi ve vezikiler olmayan
salimimi ile olasi pozitif etkilgmi ve voltaj-kapili NA kanallari, L-amino asit
transportér sistemi ve dallgmzincir amino asit transferazi iceren c¢oklu hiickese
hedeflerde zayif inhibitor etkiyi ileri surmektediGBP’'nin memeli beyninde voltaj-
bagimli  kalsiyum kanallarinin & subuUnitesine spesifik olarak dandginin
tanimlanmasi ile Kklinik olarak anlaml bir mekananortaya konmgtur. Bazi
fonksiyonel cakmalar da terapétik olarak belirli konsantrasyondaithcin kalsiyum
kanali bloke edici Ozelliklerinden bahsetmektedfialsiyum akiminin inhibisyonu
GBP’nin en olasi mekanizmasi olarak belirtiliyosalda bazi ¢gimalarda GBP ve
GABAGg reseptoru arasindaki beklenmeyeskilien de bahsedilmektedir (Sills, 2005).

Gabapentin ve pregabalin néropafiki aedavisinde diabetik néropatiye ve
post-herpatik noraljiye etkisinden dolayr onay atmiFernihough, 2004).

Oral uygulandiktan sonra ygavalarak emilir 2-3 saat icinde pik serum
konsantrasyonlarina yla. Doz artikca absorpsiyonu azalir bu nedenle rpéaz
konsantrasyonu alinan doza paralel artmaz. Empemeklerden etkilenmez. Plazma
proteinlerine bglanmaz. Kara@erde metobolizmaya gusamaz, boébreklerden atilir.

Eliminasyon yari 6mri yakjek olarak 6 saaattir (Bockbrader ve ark., 2010).
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2.9.4. Anakinra

IL-1 inflamasyon alaninda Uuretilenflamatuar sitokinlerden biridir. IL-1
reseptor tip 1'e (IL-1RI) bdanarak, inflamatuar yaniti gatir. IL-1 ailesi 3 dnemli
sitokin icerir; IL-10, IL-1B ve IL-1R antagonisti (IL-1Ra). ILfitip | (IL-1RI) ve tip Il
(IL-1R1) IL-1 reseptorlerine iyi afinite gostermies rggmen sadece IL-1RI biyolojik
etkilerine aracilik eder. ILdlve B ayni reseptore Igaanir ve benzer 6zelliklere sahiptir.
IL-1'in agonistik etkileri kismen IL-1Ra ile regukdilir. Anakinra IL-1R antagonistinin
(IL-1Ra) rekombinant bir formudur ve gal proteinden glikolize olmamasi ve ek bir N-
terminal metionine sahip olmasi ile ayrilir. AnaldnRA tedavisi icin onay algtir
ancak etkisi TNF inhibitorlerine gore daha zayiftiL-1R’'ne balanarak pro-
inflamatuar etkileri sinyal transdiksiyonunu blaaerek inhibe edeséntirk, 2009).

imhdan siddetli dizeydeki RA’e kadar yapisal hasarin bidirini,
semptomlarini ve ilerlemesini azaltir. Bir ya ddnadazla hastalik modifiye edici anti-
romatik ila¢ denemesi barisiz olmyg 18 ya ve Uzeri tim RA hastalarinda endikedir.
Tek bgina veya TNF bloklayici ajanlar seindaki dger hastalik modifiye edici anti-
romatik ilaclar ile kombine kullanilabilir.

Anakinra’nin maksimum plazma konsasyonlari klinik olarak etkili dozun
subkutan (s.c.) uygulanmasindan 3-7 saat songarolMapilan ¢akmalar doz arginin
etkide artga neden olmagini gostermektedir. Yarilanma Omrid 4-6 saattir.

Bobreklerden elimine edilir (www.kineretrx.com).
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Ill. MATERYAL ve METOD

Bu cajma isve¢ Karolinska Enstitlisii Fizyoloji ve Farmakol@jnabilim
Dal’'nda gerceklgtirildi. Hayvan deneyleri icinisvec lokal etik komitesinden
(Stockholms Norra Djurforsoksetiska Namnd) onayndktan sonra calmalara
baslandi. Tum cakmalar Helsinki Deklerasyonu’'na ve UluslararagiriAArastirmalari

Dernesi (IASP)’nin 6ngordigu etik kurallara uygun olarak gercegtieldi.

3.1. HAYVANLAR

Cabmada Tubingen Universitesi'nde (Almanya) yetilen ve daha sonra
Karolinska Enstitist  Fizyoloji ve Farmakoloji denehayvanlari argirma
laboratuarlarina transfer edilen 8-12 haftalifgrleklari 30-40 gram arasinda glgen,
erkek, [BALB/c X B10.Q] F1 kisa adiyla QB fareleullanildi. Hayvanlar deney
slresince klima kontrolli, sicagli sabit (22 + IC) ve 12 saat aydinlik/karanlk bir

ortamda barindirildi ve standart yem venge suyu ilead libitum olarak beslendi.

3.2. ANTIKOR KOKTEYL iNIN HAZIRLANMASI

Anti-ClI antikoru dreten hibridomailar(M2139, C1, C2 ve UL-1) ultra dik
sigir 1IgG’i iceren 100 mg/l kanamisin monostlfatl g8ia, USA) DMEM Glutamaks-I
kaltir medyumu (Gibco BRL, Invitrogen AB, Swedemgtisinde kulttrleri yapildi.
Monoklonal antikorlar kiltur stpernatantlageklinde hicre kultar flasklari (Integra
Biosciences, Switzerland) kullanilarak buyidk mikdeda Gretildi. Antikorlary-bind
plus afinite jel matriksi (Pharmacia, Sweden) ve takpurifikasyon sistemi ile
saflsgstinldi. Kisaca, kdltir stpernatantlari jel mateksiygulanmadan once 12500
rpm’de 30 dakika santriftj edildi, filtrasyona tabtuldu ve tim gazlarindan arindirildi.
Antikorlar asetik asit tamponu icinde pH 3'de ayrildi ve pH 9'da 1M Tris-HCI ile
notralize edildi. Pik fraksiyonlar toplandi, azidleya azidsiz olarak PBS’e (fosfat
tamponu) kan yogun bir sekilde pH 7'de diyaliz edildi. 1gG iceti dondurarak
kurutma yontemiyle belirlendi. Antikor soliisyonl&2 um siringa filtreleri (Dynagard,



Spectrum Laboratories, CA, USA) ile sterilize edildllikuotlar kullanilincaya kadar -
70°C’'de muhafaza edildi. Monoklonal antikorlar hitmma supernatantlarindan
saflagtirildiktan sonra PBS icerisindssite hacimlerde kastirilarak, antikor kokteyli
hazirlandi (Nandakumar ve Holmdahl, 2005).

3.3. ANTKOR TRANSFERI

KAIA Grubu: Farelere 4 mg anti-Cll monoklonal antikor koktestandardize
edilmis hacimlerde (0,25-0,4 ml) deneyin 0. giininde kuyrekinden intraventz (i.v.)
olarak enjekte edildi. 5 glin sonra 2% LPS (Lipopolisakkaridischerichia coli serotip
055:B5, Sigma) 10@l fizyolojik tuzlu su (salin) icerisinde intrapeoiteal (i.p.) olarak

verildi.

Kontrol Grubu: 0. giinde 0,25-0,4 ml i.v. salin ve 5. ginde 10@p. salin
uygulandi.

LPS Grubu: Agri yaniti tzerinde LPS’in olasi etkisinin g@lendiriimesi
amaci ile kontrol grubuna ilave olarak LPS grubustiruldu. Bu gruptaki farelere 0.
ginde 0,25-0,4 ml i.v. salin ve 5.gunde 2% LPS 100ul salin icerisinde i.p. olarak
uygulandi.

3.4. HAYVANLARIN TARTILMASI

Deney protokolunde kullanilan faretjeksiyonun 6ncesinde (O. gin) ve
sonrasinda deney protokolu siresince (30 gun) deaftair kez tartilarak, vicut

agirhklarinda meydana gelen ggiklikler takip edildi.

3.5. ARTRTIN KL iNIK SKORLANMASI

Hayvanlarda artrit gghninin dezerlendiriimesi antikor enjeksiyonundan énce
(0. gun) ve enjeksiyondan sonra (2. giundenlayarak) gin sir1 olacak sekilde
inflamasyon kayboluncaya dek yapildi. Fareler dahee belirtilen skorlama sistemi

esas alinarak (Nandakumar ve Holmdahl, 2007), kgtiemaci tarafindan skorlandi.
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Kisaca; hayvanlarda inflamasyonun klinik belirtileolan kizariklik ve sislik
degerlendirildi. Her bir hayvanda inflame parmak védy@guma 1 puan, inflame el veya
ayak bilgine 5 puan, metakarpal veya metatarsal boélgeleraglkimasyona 5 puan
verildi. TUm hayvanlarda tek bir pence icin puandaénile 15 arasinda, toplamda ise 0
ile 60 arasinda dssti.

3.6. NOBSEPTIF DAVRANI SIN DE GERLENDIRILMES|i

Hayvanlar deneyin 1 hafta oncesindeglanarak deney kuillarina ve
ortamina aktirmak amaciyla alt kismi tel kafesten yapili voeykafeslerinde (15 cm
x 12.5 cm x 13 cm) gunde en az 2 saat oturtulgkki( 8). Deney gunlerinde ise
hayvanlar deney protokoline genmadan en az 1 saat dnce oturtularak, deneye hazi
hale gelmeleri beklendi. Deneyden 1 gin 6nce hdgwanilk bazal aktivite yanitlar
(taktil allodini ve s@uk allodini) alinarak, kaydedildi. Daha sonra dengiymi
enjeksiyonlarin yapiimasindan dnce hayvanlarin Ibakavite yanitlari bir kez daha
alindi ve bir dnceki gunle anlamh derecede faiklgosteren hayvanlar deneyden
cikartildi, sadece kararli bir bazal aktivite yamatsahip olan hayvanlar deneye dahil
edildi. Tum deneyler ginin belirli bir zaman atalda yapildi. Nosiseptif davram
dezerlendiriimesinde; KAA grubu icin 19, kontrol grubu icin; 13, LPS grulmin; 11
hayvan kullanildi.

3.6.1 Taktil (Mekanik) Allodini

Taktil allodininin dgerlendiriimesinde logaritmik olarak artan kalinakt ve
farkl agirliktaki von Frey OptiHair Spare filamentler (0,3, 2, 4, 8, 16, 32 mN)
kullanildi Sekil 9). Hayvanlardaki %50 gericekmegi@ Dixon’'in up-down metodu
yardimiyla dgerlendirildi (Chaplan, 1994). Bu metoda gore orairdiktaki filamentle
(4 mN) balanildi, hayvanin arka pencesinin plantar ylizeyjoda kismina denk
geleceksekilde) 5 saniye sire ile filamentin uygulanmastakiben pozitif pence
gericekme hareketix’ isaretiyle sembollendirildi ve bir alt kalinhktakildmente
gecildi. Gericekme olmaginda ise durumo’ isaretiyle sembollendirildi ve bir st
kalinliktaki filamente gecildiilk pozitif yanitin alinmasini takiben 4 yanit datiandi
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ve her bir pencede toplamda 6 yanittansatu bir sembollendirme yapildi. Farkl
sembol kombinasyonlarindan ghmn yanitlarin (0OX0xx0, XOX0XX, 0000, OXOXO0X, XXXX

vb) otomatik skala yardimiyla %50 gericekm@sme denk gelengrliklari hesaplandi
(Tablo 6).

Sekil 9. Von Frey OptiHair Spare Filament

Sekil 8. Von Frey kafesleri

Tablo 6: Taktil allodini yanitlari dgerlendirme tablosu

Fare No: Saat:
Tedavi:
Sol Sa
0,5 05| X
1 1 X
X
0 X
8 X 8
16 X 16
32 32
Ort ort

Taktil allodini yanitlarinin @erlendiriimesinden sonra hayvanlar normal

kafeslerine geri konularak yem ve su ihtiyaclarikamilanmasi sglandi ve daha sonra
hayvanlar tekrar von Frey kafeslerinde 1 saat oldut ardindan sk allodini

yanitlari dgerlendirildi.
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3.6.2 Squk allodini

Spuk uyariya kagi pence gericekmesigi aseton damla testi ile daha once
gosterildgi sekilde degerlendirildi (Smith ve ark., 2004). Hayvanin arkanpesinin
plantar ylzeyine (orta kismina denk gelegekilde) enjektdr yardimi ile bir damla
aseton uygulamasini takiben hayvanin asetonagreyanit (yalama ve/veya sallama)
suresi 1 dakika suresincegaelendirildi. Bu glem 5’er dakikalik intervaller ile 3 kez
tekrar edilerek ortalama yanit belirlendi. Yanitlarasinda belirgin varyasyon
oldugunda 4. bir yanit daha alindi.

Her bir hayvan icin $ave sol pencelerin taktil ve gok allodini yanitlari
degerlendirildikten sonra yanitlarin ortalamasi alintdayvanlarin gri yanitlar 30 gun
suresince takip edildi. Hayvanlarda taktil allodganitlar gtin sri (son iki deney ginu
3 gunlik interval verildi), sguk allodini yanitlari ise 3 gunlik intervaller vienek

suretiyle dgerlendirildi.

3.7IMMUNH iSTOKIMYA

Deney protokolunin 13. ve 29. gumi@e kontrol hayvanlarinin ve artritli
hayvanlarin spinal kordlari ¢ikarildi. Her bir gigm (IHK analizleri icin ayri bir deney
grubu kullanildi) KAA grubundan; 3, kontrol grubundan; 3 hayvan kulthni

Fareler isofluran ile derin anestadhinda iken, intrakardiyak olarak énce %0.9
salin, takiben %4 PFA (paraformaldenhit) ile perfozyyapildi. Giyotin ile hayvanlar
dekapite edildi. Makas yardimi ile deri kaldiriids spinal kolon iliak krest hizasindan
kesildi. Hizli bir sekilde spinal korda hidroekstrisyon uygulandi. K&salO ml’lik
siringa s@uk PBS ile dolduruldu ve koreltilmienjektér ucu vertebral kanalin kaudal
ucuna yaklak 1 cm icerde olacakekilde yerlgtirildi. Siringaya basin¢ uygulama
suretiyle spinal kordlar kanal gina c¢ikartildi. Spinal kordlar lumbar geleimenin
(kaudal uctan 0,7 cm olarak 6l¢uldi) rostral vedawclarindan kesildi ve 24 saat %4
PFA ile £C’'de postfiksasyon yapildi. Ertesi giin dokulagiga kagl koruma amaciyla
once %20 sukrozluk PBS cozeltisine transfer edildrada 4C'de 48 saat bekletildi ve
daha sonra kullanilincaya dek %0,5 PFA iceren %G8kroz’luk PBS igerisinde
muhafaza edildi. Doku 6rnekleri OCT icine gomuldii-8(°C’deki isopentan icinde
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donduruldu. Spinal kord kisimlari (3@m kalinlik) -20C’deki kriyostatta kesildi ve
PBS iceren multiwell plate’lere aktarildi (platelrer bir kuyusuna ortalama 20 spinal
kord kesiti konuldu). Kesitler daha uzun sureli dlegna amaci ile anti-freeze
solisyonu iceren multiwell plate’lere aktarildi. i@y gunu kesitler PBS iceren
plate’lere aktarilarak 3 kez 5 dakika yikandi. Dabara %0,2 Triton-X100 iceren PBS
(PBS-TX) icerisinde 10 dakika permeabilize ediléi ardindan non-spesifik kisimlari
bloklamak amaciyla bloklayici tampona (%5 normayko serumu igeren PBS-TX )
konuldu ve 1 saat bloklamglemi yapildi. Her bir hayvan i¢in lumbar spinal &tarin 3
farkl seviyesi boyandi bunun icin; Seviye 1: hu2ree 3'den kesitler, Seviye 2: hiicre
6 ve 7'den kesitler, Seviye 3: hiicre 9 ve 10’dasitker alindi (spinal kordun kaudal
ucundan bglayarak 10 hicre tim lumbar gglemeyi gostermektedir). Bloklamanin
ardindan kesitlefree-floating metodunagore;

I. anti-mouse GFAP 1:1000 (Invitrogen)

ii. anti-rabbit Iba-1 1:1000 (Wako)

iceren bloklayici tampon icerisindéCtde bir gece birakildi. Ertesi giin PBS ile 3 kez 5
dakikalik yikamanin ardindan spinal kord kesitldaklayici tampon icerisinde

i. anti-mouse IgG sekonder antikor, Alexa-488 DR

ii. anti-rabbit IgG sekonder antikor, Alexa-594280)

ile 1 saat inkiibe edildi. Kesitler PBS ile 3 kezl&kika yikandi ve daha sonra cam
lamin Gzerine konuldu. Kesitlerin tzeri lamel kapatilmadan dnce lamin lzerine
kapatici ortam olarak DAPI (fluoresan boya) dardatiAlexa fluoresan boyalari
fluoresan mikroskobu kullanilarak goérinir hale wjeii Primer anti-GFAP antikoru
farede dUretildtiinden ve calkmada fare dokularinin kullaniimasi nedeniyle primer
antikorun hari¢ tutuldgu kontrol deneyi yapildi. Bu deney sonucunda hitlmyama
gorulmedi, bu sonu¢ sekonder anti-mouse IgG aniikan spesifik oldgunu ve spinal
kordda sonuclarda karkliga neden olabilecek herhangi bir endojen IgG ¥arin
olmadgini gosterdi.

3.7.1. Goruntu Alma

Her bir hayvan icin fluoresan mikrobk (Zeiss, Axio Scope) kullanilarak

lumbar spinal kordun Gc¢ seviyesinin her birindearXesit gérunttsi alindi. Her bir
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kesit icin her iki dorsal boynuz da hesaplamayaildadildi. Goruntuleri almak igin
birbiriyle uyumlu kamera ve mikroskop takimlari larildi. Objektif 10’luk biytutmeye
ve 1/1,2 saniye kesit pozuna ayarlandi. Deney piosesirasinda ofan, herhangi bir
artefaktin oldgu kesitler (kesitteki katlanti, kapatma ortaminddieva kabarg,
dokudaki yirtik, dorsal boynuzu kapatan dorsal kéékonder antikor presipitasyonu
(kristal oluisumu) s1k siddetini etkileyebilecginden deneyden ¢ikarildi. TUm gorunttler
tek bir tanimlayici isimle adlandirildi ve “ZDde agivienen ve depolanan cam lamlar

Uzerine kesitlerin pozisyonuna ters olargdeetleme yapildi.

3.7.2. Hesaplama

$1k siddeti/pikseli dijital resimler Uzerinde Image Jfte@re’i kullanilarak
Olclldu. Glia aktivasyonu glia sayisindaki @r{proliferasyon veya migrasyon) ve
immunoreaktivitedeki ag1 ile sonuclanan glia hicrelerinin - kompleksitesi
(yuvarlaklgmis hicre govdeleri ve kalidJan uzantilar) ile karakterizedir. Bu nedenle
artms sinyal yagunlugu/pikseli glia aktivasyonununsareti olarak kabul edildi
(Romero-Sandoval ve ark., 2008). sifekanal icerisine dgru bazi boya akmalari
seklinde buldgumuz, Alexa-488-boyali (GFAP) fluoresan goriuntiérdkirmizi kanal
cikartildi ve daha sonra Image J ile analizinderredgri skalaya dijital olarak
donGstarildi. Tum anti-lba-1 boyali fluoresan goéruntitkerekt olarak kirmizi filtreli
goruntuler tzerinde analiz edildi. Dorsal boynuzaretlemek amaci ile iki farkl
yontem kullanildi. Lamina 1-3/4'0n hesaplanmasimibssal boynuz manuel olarak
isaretlendi. Lamina 1-2'nin hesaplanmasinda ise statizk edilmg kareler lamina 1-2
Uzerine konularak hesaplama yapildi. Spinal daosghuzun sinirlari daha dnceden
belirtildigi sekilde saretlendi (Molander ve ark., 1984).

3.7.2.1. Lamina 1-3/4’in Hesaplanmasi

Dorsal boynuzun lamina 1-3/4°U icemdani manuel olaraksaretlendi §ekil
10a,b). Dorsal boynuzun beyaz ve gri tabakasi radaki siniri ayirt edebilmek icin
asagida belirtilen kriterler kullanildi. Iba-1 boyamada gri maddede gorilen acik ve

daha yuksek ygunluk dorsal boynuzuaretienmesinde kriter olarak kabul edildi.
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GFAP ile boyanngi goruntilerde isgu kriterler dikkate alindii, gri maddedeki yiksek
yogunluk ii. astrosit sekli; gri madde beyaz maddedeki fibr6z astrositiér
karsilastirildiginda protoplasmik astrositler icerir. Analizler dak plani cikarilan

isaretli alandasik yogunlugunun ortalama dgrlerini verdi.

Sekil 10a. GFAP boyali spinal kord kesiti ~ Sekil 10b. Iba-1 boyali spinal kord kesiti

3.7.2.2. Lamina 1-2'nin Hesaplanmasi

Her bir dorsal boynuz igin belirlii@iilerde, standardize edilgri¢ kare dorsal
boynuzun medialinden merkezinegio lamina 1-2 tzerine yederildi (Sekil 11a,b).
Analizler arka plani ¢ikarilan her bir kare iciki yogunlugunun ortalama dgrlerini

verdi. U¢ kareden elde edilen ortalamgeateher bir dorsal boynuz icin hesaplandi.

Sekil 11a.GFAP boyali spinal kord kesiti Sekil 11b. Iba-1 boyali spinal kord kesiti
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3.8. WESTERN BLOT

Deney protokoltinin 30. ginunde kdrntayvanlarinin ve artritli hayvanlarin
lumbar spinal kordlari ¢ikarildi. Her bir gun ic{MVB analizleri icin ayri bir deney
grubu kullanildi) KAA grubundan; 6, kontrol grubundan 6 hayvan kulthni

Fareler isofluran ile derin anestetiinda iken, giyotin ile dekapitasyon
yapildi. Makas yardimi ile deri kaldirildi ve spikalon iliak krest hizasindan kesildi.
Lumbar spinal kordlar yukarda IHK analizleri icimlatildigi sekilde cikarilarak, kuru
buz Gzerine alindi ve hizla donduruldu. Dokulardulincaya dek -7C’de muhafaza
edildi.

3.8.1. Protein Ekstraksiyonu

Deney guni -70’den alinan dokularin tizerine 50 mM Tris tampopi 7,4),
%0,5 Triton X-100, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, %1 SD8 proteaz inhibitorlerini (I
ve Il) iceren sguk standart ekstraksiyon tamponu (1,5 cm spinadl kgin 300-400 pl)
eklendi ve sonikator ile homojenizasyon yapildi.kDlarin 1sinmasini énlemek igin
sonikasyon gslemi kisa araliklarla yapildi, ok ortamda cajilmaya dikkat edilerek
tamamlandi. Ardindan ornekler, 14,000 rpm‘de 15ildakd°C’'de santriftij edildi.
Ornekler buz uzerine alindi ve sipernatantlardakuatiar (21-45 pl) hazirlandi.
Alikuatlardan bir miktari (10-20 pl) protein kongeasyonunun hesaplanmasi icin

ayrildi. Alikuatlar kullanilincaya dek -7Q’de muhafaza edildi.

3.8.2. Protein Konsantrasyonunun Hegklanmasi

Total protein miktarini hesaplamaiki@kalorimetrik deteksiyon sistemi BCA
Protein Assay Reagent Kit (Invitrogen) kullanildleydana gelen bakir-protein
kompleksi geni bir calsma aralginda artan protein konsantrasyonu ile hemen hemen
lineer olan 570 nm’de gucli absorbans meydanangekiredir. Donmg 6rneklerde
protein agregasyonunu yikmak icin kisa sureli dda@nikasyonglemi yapildi. BSA (2
mg/ml) standartlari hazirlandi. 96 well plate kaollarak 6nce standargesi icin BSA
kuyulara yuklendi. Daha sonra 6rneklerin ytklenmesyecildi. Her bir 6érnek iki (her
bir hiicreye 1 pl) kez (duplikasyon) yuklendi. Kullan hiicre sayisina gore ilave

57



edilecek A ve B reaktiflerinin miktarlari hesaplang kargim hazirlandi. Her bir plate
hiicresi tUzerine reaktif kgrmindan (200 pl) cok-kanall pipet kullanilarakvaedildi.
Ardindan plate’ler oda sicakinda 2-3 saat inkiibasyon icin birakildi, ardind@0 5
nm’de plate okutucuda okutuldu. Standarignin R dgeri 0,9800’den kuiclk ise plate
cihazda tekrar okutuldu. Herhangi bir 6rnek icinvCdegeri (duplikasyon yapilan
ornekler arasindaki ger farkini gosterir) 10’dan buyik ise deney protaktekrar
edildi.

3.8.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Donmg drneklerde protein agregasyonunu yikmak icin kssiaeli olarak
sonikasyon dlemi yapildi. Her bir kuyucuktaki total proteini ktari 10 pg/pul olacak
sekilde hesaplama yapildi. Orneklerin tizerine 6n¢e. DS (Ornek Yiikleme Tamponu
(Invitrogen), son olarak da 1M DTT (protein rediyksiu icin) ilave edildi. Ornekler
oncelikle protein denatiirasyonu icin °@xde 10 dakika isitildi. Ardindan hizlh bir

sekilde vortekslendi, yuklenilinceye kadar sicaktauldu.

3.8.4. Jel Elektroforezi ile Protein Seperasyonu

NUPAGE® Novex %3-8 Tris-Asetat Jel01mm x 15 kuyucuk
(Invitrogen) kullanildi. Jelin taga dikkatli bir sekilde cikarilarak kuyucuklar hazir hale
getirildi. XCell SureLock Mini Cell (Invitrogen) ektroforez sistemi icerisine jel
yerlestirildi. Cihazin i¢ ve & haznesi Tris-Asetat NUPAGE yUritme tamponu
(Invitrogen) ile dolduruldu. Kuyucuklar yiklemgeminden 6nce ylritme tamponu ile
1-2 kez yikandi ve daha sonra ilk kuygauprotein standardi See Blue Plus Two
(Invitrogen) ve ardindan hazirlanan érnekler (1pdider kuyucuklara sirayla yiklendi.
Bos kalan kuyucuklar var ise, 1X LDS yuklendi. Yuklemkemi tamamlandiktan sonra
antioksidan 1X NuPAGE (500 pl) (Invitrogen) yurutrtemponu Uzerine ilave edildi.
Proteinlerin separasyonu icin oncelikle 75V’da l&kida, daha sonra 100-150V’da
yaklasik 2,5-3 saat jel elektroforezi yapildi.
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3.8.5. Jelden Membrana Transfer

Yuratmesleminin ardindan jel, jel plaklarinin arasindanagikdi. Spinal kord
ornekleri igin; jelden membrana transfer icin 1skaénsfer glemi uygulandi. Stnger
(Invitrogen), filtre ka&di (Invitrogen), jel,0,45 um por c¢aplnitroselliloz membran
(Invitrogen), filtre ka&idi, singer olacak sekilde koyularak sandivic haad1 ve bu
islem sirasinda sandvi¢ katlari arasinda hava kabakalmamasina dikkat edildi.
Hazirlanan sandivi¢ tekrar XCell SureLock Mini Célhvitrogen) icine yerlgtirildi.
Cihazin i¢ haznesi %20 metanol icere@dotransfer tamponu ile dolduruldu. Cihazin
dis haznesine ise gak distile su konuldu. Transfer tamponu Uzerineadsidan 1X
NuPAGE (500 pl) transfeglemine gecilmeden ilave edildi. Transfgiemi 40V'da 1,5
saat yapildi. Transfegleminin sonunda jelde yukli proteinler nitroselllmembrana
gecirildi.

3.8.6. Goruntu Alma

Spinal kord érneklerine ait membraansfer §leminin ardindan 1X TBS (Tris
Tamponu) ile 1slatildi. Ardindan spesifik olmayaaglanmalari bloklamak amaciyla
%50 Odyssey bloklama tamponu (LI-COR Biosciences¥b0 2X TBS iceren karm
ile oda sicakfiinda 1 saat bloklandi. Bloklamglaminin ardindan membran Uzerine
%50 Odyssey bloklama tamponu + %50 2X TBS + %0,kdw20 iceren kaim
icerisinde 1:1000 oraninda hazirlanan alpha-2-delt@,561) monoklonal antikor
(Sigma-Aldrich) ilave edildi ve %C’de bir gece birakildi. Ertesi giin membran TBST
(2X TBS + %0,1 Tween-20) ile 4 kez 5 dakika yikandikama gleminin ardindan
TBST icerisinde 1:5000 oraninda dilie edilen IR B@® CW gMouse IgG (Odyssey
sekonder antikor) ile karanhkta 1 saat muamelédedsire bitiminde membran 6nce
TBST ile 4 kez 5 dakika yikandi daha sonra Tweegid@embrandan uzakiirmak
icin TBS ile 2 kez 5 dakika yikandi. Hazir hale egelmembran Odyssey cihazinda
(yakin-infrared flioresans deteksiyon sisteragan edilerek, gortntiler kaydedildi
(Sekil 12).
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Sekil 12. Odyssey Infrared Imager (LI-COR Biosciences)

Membran tekrar kullanilmak wgd;’e ait sinyali ortadan kaldirmak amaciyla
ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution, 1@&hemicon) ile solisyon distile
su ile dilue edilip 1X yapildiktan sonra 10 dakikaamale edildi. Membran daha sonra
%50 Odyssey bloklama tamponu ve %50 2X TBS icemBIkn ile oda sicakfiinda 30
dakika bloklandi. Kuyucuklara s miktarda protein yuklenip yuklenmegini
dogrulamak icin %50 Odyssey bloklama tamponu + %50 TBferen kagim
icerisinde 1:10000 oraninda dilie edilen beta-aktmonoklonal antikoru (Cell
Signaling) ile membran®€’de bir gece muamele edildi. Ertesi giin membrar8TB
(2X TBS + % 0,1 Tween-20) ile 4 kez 5 dakika yikeandrdindan TBST icerisinde
1:10000 oraninda dilie edilen IR Dye 800 CWwMguse IgG (Odyssey sekonder
antikor) ile karanlikta 1 saat muamele edildi. Soiteninde membran dnce TBST ile 4
kez 5 dakika yikandi daha sonra Tween-20yi uzgklaak icin TBS ile 2 kez 5 dakika
yikandi. Odyssey cihazinda scan edilerek, band@goriuntuler kaydedildi.

3.8.7. Hesaplama

Dansitometre analizlerQdyssey software v3.0,16 (Li-Cor Biosciences)
kullanilarak yapildi. Kisaca, her bir bantin Gzer{pant kalinigina gére) dikdortgenler
yerlestirildi ve arka zemin ygunlugu otomatik olarak hesaplamadan cikarildi.
Immiinopozitif bantlar ikkili oldugu beta-aktin bantina gére normalize edildi ve her b

veri kontroliin ylzdesi olarak hesaplandi.
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3.9. FARMAKOLOJIK TEDAV i

Kollajen antikoru ile artritin gfturulmasinin ardindan farkli farmakolojik
gruplardan ilaglar artrit tablosu glurulmus farelere verildi ve bu ilaclarin olasi akut
analjezik etkileri dgerlendirildi. Tum ilaclar salin icerisinde ¢6zundidu, 100-200
ullik bir hacim icinde i.p. olarak enjekte edildKontrol hayvanlarina isesg hacimde
salin i.p. uygulandi.

Ilaglar inflamatuar (8-12. giinler) ve post-inflanwat{26-31. giinler) iki farkh

donemde uygulandi. Her bir tedavi grubunda en a#aikh ilag uygulandi ve ilag

uygulamalari arasinda en az 2 gunlik intervallésaiya sureleri) birakildi (Tablo 7).
flaclar: flac dozlari daha 6nce yapilan benzersgadlar dikkate alinarak hesaplandi.
Diklofenak (Novartis): 30 mg/kg, i.p. uygulandi, etkisi ila¢ uygulandikta. ve 4.

saatlerde dgerlendirildi.

Buprenorfin (Schering-Plough): 0,1 mg/kg, i.p. uygulandi, etkisi ila¢ uygulandukt
1,5 ve 3. saatlerde gerlendirildi.

Anakinra (Biovitrum): 300 mg/kg, i.p. uygulandi, etkisi ila¢ uygulandukt2. ve 4.
saatlerde dgerlendirildi.

Gabapentin (Sigma-Aldrich): 100 mg/kg, i.p. uygulandi, etkisi ila¢ uygulandukt2.
ve 4. saatlerde gerlendirildi.
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Tablo 7: Farmakolojik Tedavi Gruplari

inflamatuar Dénem Tedavi Grubu

Postinflamatuar D6nem Tedavi Grubu

I.  GRUP (n=10) I.  GRUP (n=10)
KAIA+Diklofenak KAIA+Salin KAIA+Diklofenak KAIA+Salin
(n=6, 8. glin) (n=4, 8. gin) (n=6, 26. giin) (n=4, 26. giin)
KAIA+Buprenorfin KAIA+ Salin KAIA+Buprenorfin KAIA+ Salin
(n=6, 12. giin) (n=4, 12. giin) (n=6, 30. giin) (n=4, 30. guin)

. GRUP (n=10) Il. _GRUP (n=10)
KAIA+ Anakinra KAIA+ Salin KAIA+ Gabapentin KAIA+ Salin
(n=6, 9. gin) (n=4, 9. guin) (n=6, 29. giin) (n=4, 29. giin)
KAIA+Anakinra KAIA+Salin KAIA+Anakinra KAIA+Salin
(n=6, 10. giin) (n=4, 10. giin) (n=6, 31. giin) (n=4, 31. giin)
KAIA+ Gabapentin KAIA+Salin
(n=6, 12. giin) (n=4, 12. giin)

3.10.ISTATISTIKSEL ANAL iz

Calmadaki tum dgerler ortalama istatistiksel analizler GraphPadain$5.0,
GraphPad Software, SanDiego, USA) yazilimi kulknak yapildi. Verilerin normal
dagihmi kontrol edildikten sonra gruplarin kaestirilmasinda tek yonli varyans
analizini (One-way ANOVA) takiben Bonferroni posbtitest kullanildi. Western blot
analizlerinde ise kontrol ve KA gruplari arasindaki fark student t-testi ile Hehdi.

Anlamlilik icin p<0,05 diizeyi esas alind1.
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IV. BULGULAR

4.1. VUCUT AIRLIKLARININ TAK iBi

Enjeksiyonun ardindan, deney protokeliresince kontrol, KiA ve LPS
gruplarindaki farelerin vicut galiklarinda istatistiksel olarak anlamh geiklik
bulunmadi (p>0,05) Sekil 13).

4.2. KIINiK SKOR

KAIA grubunda monoklonal antikor kokteylinin enjeksiymu takiben
pencede inflamasyonun Kklinik belirtileri olan kigdik ve sislik gorilmeye balandi.
LPS injeksiyonunun (5.gun) ardindan istatiski dtataelirgin hale geldi (p<0,01).
Inflamasyonun klinik belirtileri 8. giinde maksimuniizéye ulati (p<0,001) ve 18.
ginden sonra kayboldu (p>0,05). Kontrol ve LPS gnda klinik olarak artrit tablosu
gelismedi Sekil 14).

4.3. NOSSEPTIF YANITIN KARAKTER IZASYONU

Artritik fareler (KAA grubu) artrit indiiksiyonunun 2. giiniinden itibatedtil
allodini eik degerlerinde anlamh derecede azalma gosterdiler (840, aik
degerlerdeki bu azalma deneyin 10. gininde pik diuzdsg ve deneyin son ginine
kadar (30. guin) devam etti ( p<0,05)ekil 15a).

KAIA grubundaki hayvanlarin gak allodini yanitlari sadece 8 ve 12. giinlerde
kontrol grubundan anlamli derecede farklihk gdditegp<0,01), artny olan yalama
ve/veya sallama sureleri, daha sonra bazal aktidgierlerine geri dondiSgkil 15c).

LPS grubunda taktil allodini ve gsix allodini yanitlari kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatiski olarak anlamli fark bulunmadi (p=8),0Sekil 15b ve 15d).
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Sekil 13. Kontrol, KAIA ve LPS gruplarinda viicugaliklarinda anlamli dgisiklik

gorulmedi
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Sekil 14. Kontrol, KAIA ve LPS grubundaki farelerin klinik skorlanmasi
** p<0,01, *** p<0,001
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Sekil 15.(a) Artritik farelerin taktil allodini gik degerlerinde 2. ve 30. giinler arasinda istatistiki
olarak anlaml azalma gorii(t)i Kontrol ve KAIA hayvanlarinin sguk allodini yanitlari
arasindaki fark 8. ve 12. gunlerde istatistikirak anlamli bulundu * p<0,05, ** p<0,01,
*k 0<0,001
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4.4INFLAMATUAR DONEMDE FARMAKOLOJ 1K TEDAV i

4.4.1. Artritli Farelerde Diklofenak’in Etkisi

Inflamatuar donemin 8. guninde artritli farelerdektita allodini  esik
degerlerinde meydana gelen azalma (p<0,001), dikl&fempgulanmasindan 2 saat
sonra anlamh olarak dsmedi (p>0,05), 4. saattesik degerlerde istatistiki olarak
anlamh artg goraldu (p<0,05),Sekil 16).

4.4.2. Artritli Farelerde Buprenorfinin'in Etkisi

Artrit indikstyonunu takiben deneyir2. 1gininde taktil allodini gk
degerlerinde meydana gelen azalma (p<0,001), artriirelere buprenorfin
enjeksiyonundan 1,5 ve 3 saat sonra anlamli olantak(p<0,001), §ekil 17).

4.4 3. Artritli Farelerde Anakinra’nin Etkisi

Inflamatuar dénemin 9. ve 10. gunlerinde IKAgrubunda taktil allodini gk
degerlerinde meydana gelen azalma (p<0,001), anakipgallamasini takiben anlamli
olarak dgismedi (p>0,05), §ekil 18a,b).

4.4.4. Artritli Farelerde Gabapentin’n Etkisi

Artrit indikstiyonunu takiben deneyir2. 1gininde taktil allodini gik
deserlerinde meydana gelen azalma (p<0,001), gabapenyulamasindan 2 saat sonra
anlaml olarak artti (p<0,001), 4. saatte anlaank igorilmedi (p>0,05) Sekil 19).
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Sekil 16. KAIA grubunda diklofenak uygulamasindan 4 saat sorafras olan taktil
allodinji& degerleri anlamli olarak artti *** p<0,001 (0.giine gJr *p<0.05
(8.guine gore)
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Sekil 17. KAIA grubunda buprenorfin uygulamasindan sonra azadtan taktil allodini
st degerleri anlamli olarak artti *** p<0,001 (0.giine gjr*** p<0.001 (12.giine

gore)
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Sekil 18a, b.Anakinra 9. ve 10. glinlerde artritik farelerde amalolan takti allodini gik
gerlerini degistirmedi *** p<0,001 (0.gline gore)
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Sekil 19. KAIA grubunda gabapentin 2 saat sonra azadan taktil allodini gik degerlerini
anlamli olarak edti*** p<0,001(0.giine gore)?* p<0.001 (12.giine goére)

4.5. POSTNFLAMATUAR DONEMDE FARMAKOLOJ 1K TEDAV i

4.5.1. Artritli Farelerde Diklofenak’in Etkisi

Post-inflamatuar déonemin 26. gunuadeitli farelerde devam eden azajmi
taktil allodini esik degerleri (p<0,01), diklofenak uygulanmasindan sommamli olarak
degismedi (p>0,05), §ekil 20).

4.5.2. Artritli Farelerde Buprenorfin’in Etkisi

Deneyin 30. glununde taktil allodigikedegerlerinde meydana gelen azalma
(p<0,001), artritli farelere buprenorfin enjeksiymuan 1,5 ve 3 saat sonra anlamli
olarak artti (p<0,001)Sekil 21).
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4.5.3. Artritli Farelerde Gabapentin’n Etkisi

Artrit induksiyonunu takiben deneyin 29. gininderata eden azalmitaktil
allodini esik degerleri (p<0,001), gabapentin uygulamasindan 2 saata anlamli
olarak artti (p<0,05), 4. saatte anlamli fark garédli (p>0,05), §ekil 22).

4 .5.4. Artritli Farelerde Anakinra’nin Etkisi

Post-inflamatuar donemin 31. gunumd®IA grubunda taktil allodini gk
degerlerinde meydana gelen azalma (p<0,001), anakipgalamasini takiben anlamli
olarak dgismedi (p>0,05), §ekil 23).
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Sekil 20. Diklofenak artritik farelerde azalgolan taktil allodini gik degerlerini
destirmedi ** p<0,01 (0.gline gore)
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Sekil 21. Buprenorfin artritik farelerde azalgtaktil allodini ik degerlerini anlamli olarak

artirdi *** p<0,0q0.giine gore)™ p<0.001 (30.giine gore)
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Sekil 22. KAIA grubunda gabapentin uygulandiktan 2 saat sokté adlodini yanitlarini
anlamli olarak artird¥ H<0,001 (0.giine goref,p<0.05 (29.giine gore)
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Sekil 23. Anakinra azalny taktil allodini esik degerlerini degistirmedi *** p<0,001 (0.gune

gore)

4.6. SINAL GL iA AKT iVASYONUNUN DEGERLENDIRILMESi

4.6.1. Lamina 1-3/4’deki Spinal Astit Aktivasyonu

Lumbar dorsal boynuz lamina 1-3/4igrk intesitesi/piksel imaje J software
kullanilarak 6lctldl. Kontrol fareleri ile kdastirildiginda 13. ginde GFAP
immiinoreaktivitesinde anlamli bir gigiklik gorulmedi (p>0,05). 29. giinde KA
grubunda GFAP immunoreaktivitesi anlamli olaraki §p<0,05), Sekil 24a).

4.6.2. Lamina 1-2'deki Spinal Astrosifktivasyonu

Lamina 1-3/4'den elde edilen sonucthirsal boynuz lamina 1-2 (zerine
standardize edilmgi karelerin koyulmasi esasina dayanan kuantifikasy@todu ile
dogrulandi. Bu kuantifikasyondan elde edilen sonuclg@e; 13. ginde GFAP
immunoreaktivitesinde kontrol fareleri ile fkastirildiginda anlamh bir dg&siklik
gorilmedi (p>0,05). 29. giinde KA farelerinde GFAP immiinoreaktivitesi anlamli
olarak artti (p<0,05) Sekil 24b).
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4.6.3. Lamina 1-3/4’deki Spinal Mikrglia Aktivasyonu

Lumbar dorsal boynuz lamina 1-3/4igrk intesitesi/piksel imaje J software
kullanilarak 6lculdu. Artrit indiksiyonunu takibelr8. ve 29. glnlerde sakrifiye edilen
KAIA farelerinde, ¢ zamanh sakrifiye edilen kontrol hayvanlariyla &sjandginda
Iba-1 immunoreaktivitesinde her iki ginde de anlarir dezisiklik gorulmedi
(p>0,05), Sekil 25a).

4.6.4. Lamina 1-2'deki Spinal Mikroga Aktivasyonu

Lamina 1-3/4’den elde edilen sonugiirsal boynuz lamina 1-2 (zerine
standardize edilmgi karelerin koyulmasi esasina dayanan kuantifikasy@todu ile
dogrulandi. Bu kuantifikasyondan elde edilen sonuclgoee; 13. ve 29. ginde Iba-1
immunoreaktivitesinde kontrol fareleri ile fkastirildiginda anlamh bir dg&siklik
gorulmedi (p>0,05)Sekil 25b).
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Sekil 24a,b.Kontrol ve KAIA lumbar spinal kord kesitlerinde GFAP immiinorewiktisi 13. giinde
kontrglA) ve KAIA (B) fareleri arasinda fark bulunmadi 29. giinde kor{t®dlgrubuna
gore K (D) grubunda GFAP immiinoreaktivitesinde agoruldii * p<0,05
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Sekil 25a, b.Kontrol ve KAIA lumbar spinal kord kesitlerinde Iba-1 immiinoréekesi 13. giinde
kontrgh) ve KAIA (B) fareleri arasinda anlamli fark bulunmad 29. gikaietrol
(C) grubuna gore KM (D) grubunda Iba-1 immiinoreaktivitesinde anlamli fgoktu
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4.7. LUMBAR SIPNAL KORD ALPHA-2 DELTA-1 AKT iVITESININ

DBERLENDIRILMESI

Deney protokoliiniin 30. guniinde sakaiédilen kontrol ve KAA grubuna ait

hayvanlarin lumbar spinal kord’lari ¢ikarilaraj,? aktivitesi western blot yontemi ile

tayin edildi Qekil 26a). Kontrol hayvanlarn ile katastirildiginda spinal kord

seviyesindex,d; aktivitesinde anlaml agtigoruldi (p<0,01),Sekil 26b).
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2indirgenme keullari altinda delta peptidler alpha2 subiinitesindgrilir bu nedenle Ca281 primer antikoru ile

elde edilen bant sadece alpha2 subiinitesinityaalstadir.
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T

alpha2-deltal/beta-aktin seviyesi

KAIA Kontrol
Gin 30

Sekil 26. (a)Kontrol ve KAIA hayvanlarindan elde edilen Odyssey goriintiileiivg renkli skala)
lumbar spinal kord dokularingia, aktivitesini gostermekted{b) Spinal kord seviyesinde
KAIA grubunda kontrol grubuyla kalastirildigindac,s; aktivitesi anlamli olarak artti

* p<0,05
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V. TARTISMA

Artrit, eklem iltihabi olarak taninmsa da, klinik olarak hastalardaki temel
bulgu kronik gridir. Artrit ve iliskili durumlardaki hastalardan ilimlidan ciddiye erd
agri sikayetinde bulunanlarin oranigdr kronik rahatsizg olan hastalarda gorulegra
sikayetinin U¢ katidir (Backman, 2006). Bugun ronmartrit (RA) ve osteoartrit (OA)
hastalarinda kullanilan tedaviler pek c¢ok hastadgriyla azaltmakta fayda
sgilayamamaktadir, bu ilaclarin yan etkileri de kultatarini sinirlandiran bir der
unsur olarak karmiza cikmaktadir. Bu nedenle kronik inflamatuairi@n etkili
tedavisi kagilanmams bir ihtiya¢ olarak kalmaktadir. Bugiinkt farmakdojedaviler
yarim yluzylldan daha fazla sire o6nce bulugpmliac mekanizmalari Uzerinden
surdurdlmektedir. Farmasotsirketlerin gri arastirmalarindaki hatiri sayilir miktardaki
yatirnmlari, g&r ve &ri yolaklarinin daha iyi angdir hale gelmesine ve hayvan
deneylerinden elde edilen olumlu sonuglargnran, yeni mekanizmalara dayanan
ilaclarin gelgtiriimesinde baarili olamanmgtir. Bu nedenle klinik olarak pozitif bir
sonucu 6ngoérebilmede daha iyi pre-klinggiamodellerine ihtiyac vardir.

Klinik olarak poliartriti taklit etmeg calgan inflamatuar ginin orjinal
modellerinde, inflamatuar mediyator (adjuvan), esisik olarak sicanlarda kuyruk
tabanina enjekte edilmekte ve sonuctaldric olarak injeksiyon alanindaddetli
inflamasyon ve hiperaljezi meydana gelmektedir. Wua birlikte, bu modeller
poliartikilasyon ve sonrasinda geln g6z, kulak, burun ve genital bélge lezyonlari,
yani sira lenf nodu biylimesi ve kaggi metabolizmasindaki bozulma ile birlikte T
hicresi aracili gecikmihipersensivite okiurmaktadir. Ancak, bu genel etkiler klinik
olarak RA veya OA’de goOzlenen patolojiyi yansitneakigarili olamamaktadir. Bu
nedenle, modeller inflamatuar mediyatérin kiclik lilana uygulanmasi ile
sinirlandiriimgtir. Bu sinirh maruziyet modelleri genel olaraklamatuar mediyatérin
intra-plantar ve intra-artikiler enjeksiyongeklinde olup, cgtli yontemler ile
Olcllebilen inflamasyon vegaiya neden olurlar. Sonug olarak, daha akut modgéai
kimyasal maddelerin efikasitesini belirlemek icinllenilmaya bglanmstir. Ancak,
akut inflamatuar g modellerinde efikasite ve Kklinik yarar arasindalirgin iliski

olmasina rgmen, yeni tedavilerin kéine olanak sglayamamgtir.



Klinik olarak, inflamatuarga en ¢ok RA, OA gibi periferal ve santral sinir
sistemindeki herhangi bir inflamasyon veya plastikonal dgisikliklerin zaman iginde
meydana geld kronik durumlar ile ilgkilidir. Adjuvan enjeksiyonunun ardindan
gelisen hasardan sonraki saatler icinde meydana gelemedgrisinin patofizyolojisi
periferal sensitizasyonu icerir. Daha sonraki sdrdensitizasyon BeEngictaki hasara
bagli araliksiz nosiseptif primer aferentsd€l takiben meydana gelebilir. Bu sonuglar,
inflamatuar hasarin santral aracilggeklikleri indikleyebilmek icin zamaninin olgu
kronik hayvan modellerinin insandaki patolojiyi d@mngbilmede daha iyi birer model
olabilecgini gostermektedir.

Sonug olarak inflamatuar eklergriari genellikle kroniktir, bu nedenle de
calismalar icin kronik modeller gerekmektedir. Ayricarokik modellerin avantajl
eklem grisinin olymasi ve devam etmesi icin 6nemli olan patolojigigigliklerin tim
spektrumunun ortaya konulmasiniglsat ve kronik inflamatuar @inin farmakolojik
tedavisini hedef alan yeni tedavilerin ggelendiriimesinde daha uygun olabilir
(McDougall, 2005, Wilson ve ark., 2005; Schaibleavk., 2009).

Bu bglamda, romatoloji ve @ argtirmalari arasinda kopri kuragaa
inandgimiz ¢alsmamizin birinci amaci; yeni bir kronik inflamatuagri modeli adayi
olarak kollajen antikoru ile induklenen artrit mdiden (KAIA) karakterizasyonunu
ortaya koymakti. Daha 6nce yapilan galalarda KAA modelinin deneysel romatoid
artrit modeli olarak karakterizasyonu yapgtm RA patogenezinin agariimasi, B ve
T hicre yanitlarinin  deerlendiriimesi amaciyla bu model sik¢a kullangim
(Nandakumar ve ark., 2003; 2004; Rowley ve arkQ&0 Kisaca bu caimalarda
BALB/c, B10.RIll, QB gibi genetik olarak yatkin farirlerine kollajen tip 1l spesifik
monoklonal antikor kokteyli kuyruk venine enjektdilmektedir. Daha sonra artrit
induksiyonunun insidansini widdetini artirmak amaci ile deney protokolinin éya
7. gundnde intraperitoneal LPS enjeksiyonu yapibadik. Antikor kokteylinin
enjeksiyonunun ardindan farkli deney gunlerinde rlakan hayvanlarda artrit
induksiyonun gostergesi olarak klinik olarakgdgklikler gézlemlenmgtir. Bu Klinik
degisiklikler farelerin hem 6n hem de arka penceleripdéartrit indiksiyonuseklinde
olup kizarikhk vesislik ile karakterizedir (Nandakumar ve ark., 2004ridakumar ve
Holmdahl, 2005; 2007). Bilingi tizere ¢ok sayida inflamatuar mediyatdr inflamasyo
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sirasinda Uretiimekte ve salinmaktadir. Bunun somd& da sislik, kizarnkhk,
hipertermi ve @r1 gibi inflamasyonun klasik belirtileri gérilmelde (Schaible ve
Richter, 2004).

Calkmamizda QB fareler kullandik. Hayvanlarin genegligadurumlari deney
suresince iyiydi ve o6nemli bir kilo kaybi gozlemieadi. Bazi inflamatuar g
modellerinde inflamatuar ajanin enjeksiyonun ardmd belirgin kilo kaybi
gorinmektedir (Nagakura ve ark., 2003). Hayvanlay@mel sglik durumlarinin iyi
olmasi onlari uzun streli takibimizde avantailael.

Antikor kokteylinin enjeksiyonunun dandan belirmeye R&yan Kklinik
degisiklikler 6zellikle LPS enjeksiyonunu (5.guin) takibéstatistiki olarak anlamli hale
geldi. Klinik olarak KAIA farelerinde gordgimuz dgisiklikler daha énce bu modelde
ayni tar fareler kullanilarak yapilan gahalara benzer bir patern gosterdi (Nandakumar
ve Holmdahl, 2005). LPS ve kontrol grubunda bektggi sekilde (Nandakumar ve
ark., 2003) klinik deisiklik gorilmedi. LPS antikor aracili artritin in@adsini ve
siddetini artirir, epitop spesifitesini atlar ve grdlamatur mediyatorleri ve toll-benzeri
reseptor 4 (TLR-4) sinyali gibi kompleman komporemtin aktivasyonunu artirir.
Ancak atritik 6zellgi yoktur (Nandakumar ve Holmdahl, 2006).

Daha once yapilan gatalarda, kollajen antikoru ile induklenen artrit
modelinde @&ri davrangi deserlendiriimemgtir. Calismamiz artrit indiksiyonunu
takiben artritik farelerdeki @ davranginin degerlendiriimesi ve hastain ilerlemesi
sirasinda gik eden nosiseptif siirecte meydana gelegisidikleri incelemek amaciyla
KAIA modelinin arag olarak kullanilgh ilk calismadir. Agri  davranginin
degerlendiriimesinde daha once yapilan birgok sgaaida kullanilan standart davrani
metodlari olanvon Frey metodu (taktil allodini) ve aseton damla testi (sguk
allodini) kullaniimstir (Tablo 3 ve 4).

Antikor kokteylinin injeksiyonun ardlan fareler taktil allodini gk
degerlerinde anlamli derecede azalma gosterdiler vazalma deneyin son ginine (30.
gun) kadar devam etti. Enjeksiyonu takiben (2.)diemen bglangicta gorilen azalsi
taktil allodini esik degerleri, pence ve el-ayak bileklerinde gorukeglik kizariklik gibi
klinik belirtiler ile korelasyon gosterdi. Ancalging olarak inflamasyon belirtilerinin
kaybolmasindan sonra da mekanik hipersensiviterdeat. Calgmamizda artrit
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induksiyonunu takiben gekn ve deneyin son ginine dek devam eden taktdliailo
esik degerlerindeki azalma persistan birgra paterni gostermektedir. Bizim
sonuclarimizdan farkh olarak, bir k@ poliartrit modeli olan kollajenle indiklenen
artrit (KiA) ile yapilan ¢akmada artrit indiksiyonunu takiben artan klinik sk
pencesisligi deney suresince hiperaljezi ile koreleskli gostermgtir ve inflamasyon
belirtileri deney slresince kaybolmamtm (Inglis ve ark., 2007). Yine bir bka
poliartrit modeli ile yapilan ¢caimada ise farelerde K/BxN serum transferinin ardmnda
pence ve bilekisligi ile etkilenen eklemlerin sayisinda artan hipevéenile uyumlu
artis  gortlmigtir.  Ancak sinovitin  histolojik ve gdzlemlenen lyglerinin
kaybolmasindan iki hafta sonra bile galamizdaki sonuca benzeekilde mekanik
hipersensivite deerlerinin bazal aktivite dgerlerine donmeg ve devam etfi
gosterilmitir (Christianson ve ark., 2010).

Hayvan modellerinde gorilene bengkilde RA hastalarinda dgsma esik
degerlerinde dgme gorulmektedir. Romatoid artrit hastalarinintistksel olarak daha
disUk agri esiklerine sahip olduklari ve hem inflame hem deanike olmayan dokularin
agrili uyarana artmyi hassasiyeti gorilmektedir. Ayricgrahassasiyetindeki bu agti
RA'li bireylerde hastafiin kroniklesen sureciyle birlikte daha da artiyor gérinmektedir
(Gerecz-Simon ve ark., 1989; Edwards ve ark., 2009)

Anti-CIl mAb’ler ile yapilan in vitr calsmalar bu antikorlarin kondrositlere
kargi inflamatuar mediyatdrlerin yokfiunda bile patojenik olabilegmi, zayiflatiimsg
kartilaj formasyonuna, kollajen fibrinogenezisingtjiiiinhibisyonuna ve CII fibrillerin
ekstraseluler matriks veya arghmatriks sentezi igcindeki deorganizasyonuna kafhali
gostermektedir. Bundan f& bu mAb’larin daha dnceden ehus kartilaj Gzerinde de
zararll etkileri oldgu gosterilmgtir. Bu bulgular antikorlarin patojenik olaylari
inflamatuar fazdan bile once gwattiklarini gosterebilir (Nandakumar ve Holmdahl,
2006). Cagmamizda inflamasyon belirtileri ortaya ¢ikmadan Uggmn azalmy taktil
allodini yanitlari da bu bulgular ile desteklenebil

Cabmamizda sguk allodini yanitlari hayvanlarin klinik skorlarilei
korelasyon gosterdi. Klinik skorun agtive maksimum dizeye ylas1 donemde (8-
12.gin) artritik farelerin aseton uygulanmasinchr@dan pence yalama ve/veya sallama
sureleri kontrol hayvanlari ile katastirildiginda anlamli olarak artti. Taktil allodini
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yanitlarindan farkli olarak, 6nce artangsk allodini ik degerleri daha sonra bazal
aktivite deserlerine geri dondu.

Inflamatuar grinin genel 6zellikleri arasinda 1s1 vega& allodinisi yer alir
(Katsura ve ark., 2007). §ok bir cevreye maruziyetin romatoid artrit gibi krk
inflamatuatar keullardaki hastalardagay siklikla indukledgi, RA hastalarinin gkl
kontrollerle kiyaslangsinda daha djilk esik degerlere sahip olduklar ve yeni bir
nosiseptif sguk uyarisini daha cokga verici olarak tanimladiklari gosterilgtir
(Jahanshahi ve ark., 1989). Biz de bu nedenlgngaimizda artritik farelerde gok
allodini yanitlarini dgerlendirdik. Cakmamizda elde efiimiz sonuglara benzer
sekilde, sicanlarda complete freund’'s adjuvant (CHA)induklenen inflamasyonda
hayvanlarda 1s1 ve gak allodinisi meydana gelstir (Katsura ve ark., 2007). Elde
ettigimiz sonuclar artritik farelerde goérgimiz s@uga gosterilen artrgihassasiyetin
direkt olarak inflamasyonla gkantili oldusunu ve inflamasyon belirtileri varken ortaya
¢iktigl sonucunu dgtindurmektedir.

Calmamizda deney protokolinin 5.gintnde 25 pg/ fgrepdlisakkarit
(LPS)’i, i.p. olarak uyguladik. Sonu¢ olarak, LP8ilgunda ne taktil allodini ne de
soguk allodini eik degerleri kontrol grubuyla kiyaslanginda anlamli bir azalma
gostermedi. Daha Once fare veya sicanlarda LPSyal@lan nosiseptif davrani
calismalarinda LPS’in kronik olmayan fakat akut nosigegtkisi gosterilmsgtir (Cabhill
ve ark., 1998; Kehl ve ark., 2004; Satyanarayanarke 2004; Suo ve ark, 2008; Guo
ve Schluesener, 2008). Bu nedenle biz desmpamizda artrit indiksiyonunu takiben
g6zlemledgimiz hipersensivitenin LPS etkisindengoasiz oldgunu kanitlamak amaci
ile sadece LPS uygulaiimiz farelerde taktil allodini ve gok allodini yanitlarini
deserlendirdik. Onceki caymalarda genel olarak bizim kullaggniz dozdan daha
yuksek LPS dozu (5 mg/kg, 2 mg/kg, 1 mg/kg) kullamstir (Cahill ve ark., 1998; Suo
ve ark, 2008; Guo ve Schluesener, 2008). Farelende force cihazi ile g
davranginin deserlendirildigi bir calsmada LPS (0.9 mg/kg, i.p.)’e @la gelisen
hipersensivitenin enjeksiyondan sonraki 9. saaiteypptigl gosterilmgtir (Kehl ve
ark., 2004). Sicanlarda yapilan bir ska calgmada ise LPS (5 mg/kg, i.p)
enjeksiyonundan sonra 24. saatte maksimum mekapécdijezi gosterilmitir ve 13

gln suresince gugau olculen arka pence gericekmgg yanitlarinda kronik bir
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hiperaljezi yaniti gézlemlenmesgtir (Guo ve Schluesener, 200§onu¢ olarak, LPS
enjeksiyonuna k#i olarak ortaya c¢ikan hiperaljezi farkli nosiséptilavransg
modellerinde benzer bgekilde akut bir patern géstermektedir, bizim galamizda

LPS enjeksiyonundan (5. giin) en az 24 saat sogianblyapildgindan (6. gin) LPS
grubunda nosiseptif yanitlarda herhangi birgigiglik gorilmemesi bu sekilde
aciklanabilir.

KAA modelinde gr davranginin karakterizasyonun ardindan artritik
farelerde farkh gruplarda yer alan ve bugin RAatesinde kullanilan ilaclarin
etkilerini modelin hem inflamatuar hem de postanflatuar donemindeon Frey
metodu ile dezerlendirdik.

Cabmamizda ilk olarak karma etkili COX inhibitoéri oladiklofenak’i
kullandik. KAIA modelinin inflamatuar déneminde (8. gun) 30 mg/kgp.
uyguladgimiz diklofenak enjeksiyonun ardindan 2. saattaliethmazken, 4. saatte
azalmg olan taktil allodini gik degerlerini anlamli olarak artirdi. Ancak diklofenak
post-inflamatuar dénemde (26. gun) etkilgddi. RA ve OA’deki akut grinin ve yani
sira, belirti ve semptomlarinin tedavisinde kullami buginkd anti-inflamatuar
tedavilerin merkezinde PG Uretiminin N8Aer tarafindan modilasyonu yer alir
(Pulichino ve ark., 2006). PG’ler ve 6zellikle PGE@siseptorlerin ve inflame eklemleri
iceren inflame dokudaki mekanoreseptorlerin sexestionuna katilir (Schaible ve ark.,
2006). Periferal sensitizasyona ek olarak, ekletthaibi gibi caitli inflamatuar
modellerde 6zellikle COX-2'nin inflamasyonun indij)kgnundan sonra birka¢c saat
icinde up-regile oldtu bunun sonucunda da COX urunlerinin ozellikle d&ER'nin
spinal hipereksitabilitenin (santral sensitizasyah)sumuna belirgin olarak katilgh
gosterilmitir (Telleria-Diaz ve ark., 2010). PGE2 nosisemiimilasyonu takiben
spinal kord dorsal boynuzundan salinir \&! ainyalinde énemli role sahiptir. COX
inhibitorleri tarafindan ggdanan analjezi buyidk oranda santral PGE2'nin Ureim
inhibisyonuna dayanir ve bu nedenle direkt olanati-iaflamatuar etkileri ile bgantili
degildir (Schaible ve ark., 2006).

Sonuclarimizdan farkh olarak, birske inflamatuar gri modeli olarak

CFAnin kullanildgl calsmada profilaktik olarak @i yanitlarinin en yiksek olg@u (9.
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giinde) donemde uygulanan diklofenak’in (10, 30, m@@kg, ip) hicbir dozda mekanik
allodini (von Frey metodu) yanitlarini etkilemgidgosterilmitir (Nagakura ve ark.,
2003). Sicanlarda ojturulan osteoartrit modelinde ise 30mg/kg, subkytan.) olarak
uygulanan diklofenak artrit indiikstiyonunu takibeod®lin erken/inflamatuar ve gec
donemlerinde uygulanstir. Her ne kadar insandaki OA inflamatuar olmayan
hastalik olarak tanimlaniyor ise de hagtalipatolojisi ve gik eden &ri ile iligkili
belirgin molekiler ve Klinik inflamatuar gostergeleardir. Bu bglamda, bizim elde
ettigimiz sonuclara benzegekilde diklofenak sadece inflamatuar donemd# a
davranglarini azaltmgtir. Bu ¢alsmada, diklofenak ile sadece erken dénemde gortlen
etki, daha ge¢ donemdekgra davranginda inflamatuar olmayan mekanizmalarin rol
oynadgl goristyle aciklanmygtir (Fernihough ve ark., 2004). Farkli olarak, badelde
diklofenak’in analjezik etkisi enjeksiyondan 1 saahra gorilmgttr. Bu farkliliklar,
tur farkhhgina (sican) ve ilacin uygulama yolunun farkl (s@masina bganabilir.
Baska bir NSAI'In (Ketorolak) kullanildgi K/BxN modelinde yapilan ¢agimada ise
calismamizdaki sonuglara benzakilde NSAI sadece modelin inflamatuar déneminde
etkili bulunmuy, ancak gec dbéneminde etkisiz ofdu gosterilmgtir. Bu sonug;
NSAIl'larin agri surecinin post-inflamatuar déneminde kiigiik loliersahip oldgunu
gosterebilecé ya da tek doz uygulamasinin yeterli olamayabiieceeklinde
yapilan subkronik inflamatuar modelde 3 mg/kg, peal (p.o.) diklofenak 15 gin
boyunca uygulanmgiir. Diklofenak pence ddemini anlamli derecede durigtin icinde
azaltmasina ganen, anti-allodinik etkiler ancak birkag¢ giin getgik sonra gorulmgitr
(Peter-Szabo ve ark., 2007).

Calkmamizda 0,1 mg/kg, i.p. olarak uygulgdniz parsiyel etkili mi reseptor
agonisti buprenorfin’in KAA modelinin hem inflamatuar (12. giin) hem de post-
inflamatuar doneminde (30. gin) etkili oflinu bulduk. Enjeksiyonun ardindan
buprenorfin azalngitaktil allodini eik degerlerini 1.5 saat sonra artirdl ve 3. saatte de
etkisi devam etti. Calmalar opioidlerin OA ve RA hastalarinda uyku ve diay
kalitesini duzeltigini gostermektedir (Dickson, 2005). Parsiyel etkapioid reseptor
agonisti olan buprenorfin’in daha 6nce hayvanlaattat ve kronik &ri yanitlarinin
degerlendirildigi calismalarda ve hem inflamatuar hem de noropatik modellerinde
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etkili oldugu, gosterilmgtir (Christoph ve ark., 2004; Yamamoto ve ark., @0Bantiago
ve ark., 2009). Periferik inflamasyon santral letdgi etkiler ve opioid etkisini
desistirir. Inflamasyon cgtli opioid reseptor agonistlerinin spinal poterisartirir.
Opioidlerin inflame dokudan kaynaklanan nosisepsiytokal periferal etki gostererek,
olasilikla duysal sinirlerdeki terminal bolge yolle inhibe ederler (Przewocki ve
Przewtocka, 2001). Sonuc¢ olarak KX modelinde buprenorfin ile elde eiiiniz
olumlu sonugclar aslinda beklenilen sonuclar ol&akimiza ¢cikmaktadir.

Bir dger ilacimiz olan voltaj kapili kalsiyum kanal inhidrii gabapentinin
(GBP) hem inflamatuar (12. gtin) hem de post-inflaraa donemde (29. gun) etkili
oldugunu gosterdik. 100 mg/kg, i.p. olarak uygulanan GBPRaat sonra azalgntaktil
allodini esik degerlerini anlamlh olarak artirdi, 4 saat sonra iskise ortadan kalkti.
Noropatik &rinin yani sira GBP’nin sicanlarda inflamasyonlatikienen griyi
azalttgr gosterilmgtir ancak, analjezik etkisinin temel mekanizmadinmemektedir.
Kaolin/karragenan ile induklenen inflamatuar artntodelinde gabapentin termal
hiperaljeziye kan santral, mekanik hipersensiviteye fadla periferal etki gosterstir
(Fernihough, 2004). Bununla birlikte, GBP’'ninsite inflamatuar &r1 calsmalarinda
efektif analjezik ila¢ oldgu gosterilmekle birlikte bu modellerdeki ngradavrangini
degerlendiren tim testler de ne de tum inflamatuar amodellerinde etkili
bulunmamgtir, sonuclarda gorulen farklar olasilikla test/ata¢ uygulama yoluna ve
modele balhdir (Curros-Criado ve Herrero, 2007). Bizim eailamizda elde efiimiz
sonuclarl desteklegekilde K/BXxN modelinde hem inflamatuar hem de pgofisamatuar
donemde etkili olan ilag GBP olarak bulungtur (Christianson ve ark., 2010). Bundan
baska, bizim sonuclarimizdan farkli olarak, OA modelilanilarak GBP’in (100mg/kg,
p.0.) analjezik etkisinin derlendirildigi bir calismada artrit indikstyonundan 3
(erken/inflamatuar dénem), 14 (gehie doénemi) ve 28 gun (ge¢ dénem) sonra taktil
allodini ve mekanik hiperaljezi yanitlar gerlendirilmisti. GBP higbir dénemde
mekanik hiperaljezi yanitlarini @stirmezken, taktil allodini yanitlarini sadece
inflamasyonun gejme doneminde azaltg)i ancak modelin ge¢ doneminde etkili
bulunmamgtir. Bir romatoid artrit modeli olan KBA modelinde GBP’nin analjezik
etkilerinin nedenlerini agirmak ve mekanizmayi @erlendirmek igin ileri cagmalar

gerekmektedir. GBP ile elde gijtniz olumlu sonuglarin ardindan, bu sonuclarimizi
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desteklemek amaciyla, GBP’nin d&61 subunitesine kganarak etki gostergi
bilindiginden KAIA modelinde deney protokoliiniin son guni (30. gaRkjyifiye edilen
farelerde western blot analizi il€261 seviyelerine baktik. Sonu¢ olarak spinal kord
a251 seviyelerinde arigordik. Ceitli calismalar voltaj-kapili kalsiyum kanallarinin
a261 subUnitesinin sinir hasarinin ardindan spinatlke DRG’de yuksek dizeyde up-
regule oldgunu géstermektedir (Luo ve ark., 2001; Li ve aPKQ6; Boroujerdi ve ark.,
2008). Bu sonuclar, hayvan modellerinde gels olan noéropatik g ile

ili skilendirilmistir. Daha 6nce yapilan canalarda inflamatuar birgas modelinden261
seviyeleri incelenmengiir. Bu nedenle bir 6n ¢gima nitelgindeki sonuglarimiz artritle
induklenen @ri modelinde 0261 seviyelerindeki ar§i gostermesi bakimindan
onemlidir. Bir noéropatik gri metodu olan spinal sinir ligasyonu gatasinda ligasyon
yapilan sicanlarda hem DRG hem de spinal korddasyigndan sonraki 5. ve 14.
glinlerdea251 seviyelerinde up-regiilasyon gorilmektediging olarak bu cagmada
spinal korda251 seviyesindeki agin allodininin devamlig icin desil fakat, balangici
icin kritik 6neme sahip oldiu gosterilmgtir (Boroujerdi ve ark., 2008). Bizim
calismamizda ise, deneyin son guni spinal ke2dl dizeyinde argi gérilmektedir.
Elde ettgimiz sonuglarin daha ileri camalarla desteklenmesi gerekmektedir. Ozellikle
daha erken donemlerde sakrifiye edilen hayvanlapiaal korda2d1 seviyelerinin
degerlendiriimesi ve ayrica hem erken hem de gec¢ ddeen2dl seviyelerinin
DRG’lerde de dgerlendiriimesi onemli olacaktir. Bu piamda, KAIA modelinde
inflamatuar gridan noropatik griya bir geggin olup olmadgl sorularinin yanitlanmasi
acisindan da kltusuz 6nem tamaktadir.

Cabmamizda son olarak IL-1Ra olan anakinra'nin etkiledegerlendirdik.
Anakinra (300 mg/kg, i.p.) ne inflamatuar dénem@evé 10. glinler) ne de post-
inflamatuar dénemde (31. gin) etkili bulunmadi. dksjyondan sonraki 2. ve 4.
saatlerde azalm taktil allodini eik degerleri Uzerindeki etkileri dgerlendirilen
anakinra kontrol grubuyla kglastirildiginda anlamli bir d&siklik meydan getirmedi.
Son doénemde vyapilan cgahalar IL-13 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin noksius
uyarilarin transmisyonunu veslenmesini kolaylgtirdigini géstermektedir.IL-1

inflamatuar ve noropatikgan durumlarinda spinal kordda up-regule olmaktadir.
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IL-1Ra’nin anti-allodinik etkiler meydana getiglisicanlarda yapilan noropatilkgra
modellerinde gosterilngiir (Zhanga ve ark., 2008). Biz de bu nedenle amaknin
analjezik etkisini KAA modelinde dgerlendirdik. Baamonde ve ark.larinin
calsmasinda, 30-300 mg/kg, i.p. anakinranin etkisi CRA osteosarkomanin
indukledigi agrida deerlendirilmistir. Osteosarkoma ile induklenen mekanik hiperaljez
100 ve 300 mg/kg anakinra tarafindan dogiiméi olarak injeksiyondan 2 ve 4 saat
sonra inhibe edilmgtir. CFA ile induklenen mekanik hiperaljezi kismee sadece
300mg/kg anakinra tarafindan 2. ve 4. saatlerd#ilmagtir. Bizim sonuclarimiz ile
benzersekilde anakinranin maksimum dozu (300 mg/kg) hemikdelde de mekanik
allodini yanitlarini dgistirmemistir. Anakinra'nin hem inflamatuar hem de neoplastik
mekanik allodiniyi dgistirmemesi ilgingtir. Onceki ¢aimalardan bazilari noropatik
orjinli allodininin IL-18 bagimh oldugunu bazilari ise kamsiz oldgunu
gostermektedir. Her iki model de spinal korddakillt seviyelerinin artmasina gmen
hicbir dozda anakinra’nin etkili olmamasi bu sitoki allodinik yanita katiimagdi
olasilg! ile aciklanmgtir. Bununla birlikte, yine bu c¢agimada anakinra mekanik ve
termal hiperaljezi yanitlarinda da inflamatu@&rianodelinden daha ¢ok osteosarkoma
modelinde etkili bulunmgiur ve bu sonuglar IL-1ra tedavisinin romatoid iadrsindaki
patolojik durumlarin tedavisi igin etkili bir tedawstratejisi olabilecgi goristyle
aciklanmgtir (Baamonde ve ark., 2007). Nitekim klinik bir igana anakinra’nin
romatoid artrit tedavisindeki etkisini zayif olaraktelendirmektedir (Prescrire Int.,
2004). Bizim elde etgimiz sonuclar da bu varsayimlar tzerinden acikldmaBunun
disinda, intratekal (i.t.) IL-1ra kullanilarak yapilare CFA ile indiklenen modelde
profilaktik olarak uygulanan IL-1Ra, termal ve maka hiperaljezi testinde artmi
yanitlar azaltmgtir (Zhanga ve ark., 2008). Benzer sonuclar bikbacalsmada da
gosterilmitir (Weyerbacher ve ark., 2009).

KAA modelinde anakinra’nin etkiginin ortaya konulabilmesi icin gka
calismalara ihtiyac vardir. Oncelikle anakinra RA tedavile kronik kullanilan bir
ilactir. Belki de analjezik etkilerinin gorulebilrsie icin kronik olarak uygulamak
gerekmektedir. Biz calmamizda inflamatuar donemde ilk gin (9. gin) yanit
goremedgimizden ikinci guin (10. gun) tekrar anakinra uyglika Ancak ikinci giinde
de kontrol yanitlari ile karlastinldiginda anlamli bir fark bulunmadi. Olasilikla birietk
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gorebilmek icin daha uzun suireli tedavi uygulamairegmektedir. Anakinra’nin
periferik etkilerinin dginda santral etkilerinin gerlendirilebilmesi igin i.t. olarak
uygulanmasi da 6nemli olabilir. Bununla birliktgraile indtklenerek up-regile olan
IL-1p’nin astrositler tarafindan mi yoksa mikroglia fawxdan mi Gretildgini arastiran
calsmada kayn@n astrositler oldgu gosterilmg ve inflamatuar g1 durumunda
astrositlerin etkilerini IL-B Ureterek gosterdi, mikroglialarin ise etkilerini IL-B
disindaki sitokinler Uzerinden gosterebilgcaeklinde aciklanngtir (Weyerbacher ve
ark., 2009). Yine, monoklonal antikor ile indukleneartritte IL-13'nin rolU
gOsterilmitir (Kagari ve ark., 2002). KBA modelinde artritle indiiklenengada IL-
1p’nin rolt ve anakinranin etkigi tam olarak ortaya konduktan sonra astrositler
vel/veya mikroglia ile IL-B’'nin ko-lokalizasyonun deerlendiriimesi modelin
kullanilaca ilerki calismalarimizin kaynadir.

Calismamizin ikinci amaci géli persistan gri modellerinde onemli roller
oynadgl gOsterilen astrosit ve mikroglia aktivasyonlamini bu modelde
degerlendirilmesidir. Kontrol ve artritik farelerde tessit ve mikroglia aktivasyonunu
sirasiyla GFAP ve lIba-1 intensitesini immunuhistaasal olarak analiz ettik.
Buldugumuz sonuglar KMA indilksiyonunu takiben spinal kord dorsal boynudain
astrosit aktivasyonu olgunu gostermektedir. Astrositler KA modelinin ge¢ fazinda
(29. gun) aktive olurken, ayni donemde mikrogliatiatesinde dgisiklik
gozlemlenmedi. Modelin inflamatuar fazi olan erkiEmemde (13. giin) ise hem astrosit
hem de mikroglia aktivitesinde kontrol grubuyla fkstinidiginda anlamli bir fark
bulunmadi. Hayvanlarda yapilansitk noropatik ve inflamatuar @ modellerinde
spinal kord dorsal boynuzunda mikroglia ve astrgdii néronal olmayan hucrelerin
aktivasyonu gosterilngiir (Watkins ve ark., 2001). KAmodelinde bizim ¢ajmamiza
benzersekilde mikroglia aktivasyonu olmaksizin astrositieksyonu gosterilngtir. Bu
calsmada aktive olan astrosit ve mikroglia sayisgettendirilmistir. Aktive olan
astrosit sayisi artrit indiksiyonundan sonraki didnden itibaren artmaya fdamis ve
deneyin son gunine (28. gun) kadar devam sgitmBu slrec icinde hichir giinde
mikroglia aktivasyonu saptanmagtr. Bununla birlikte 14. giinde (erken donem) KA
modelinde astrosit aktivasyonu bizim modelimizdarklii olarak bulunmgtur (Ingliss

ve ark., 2007). K/BxN modeli ile yapilan gahada ise, bizim sonuclarimizdan farkl
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olarak; mikroglia aktivasyonunun hem inflamatuar ¢6in) hem de post-inflamatuar
(28. gun) donemde, astrosit aktivasyonunun ise ceadigflamatuar donemde agit
gosterilmitir (Christianson ve ark., 2010). Genel olarak m@tral aktivasyonun gecici
oldugu ve daha uzun sureli olan astrosit aktivasyonundiace gektigini bununla
birlikte her iki hicre tipinin aktivasyonungayi artirdgl belirtiimistir (Tanga ve ark.,
2004). Astrosit inhibitorlerinin kullanilgr calsmalardan elde edilen sonuclar da
astrositlerin  @r1 sdrecindeki roline saret etmektedir. Astroglial toksin d-
aminoadipate (L-AA)’In uygulangi noéropatik &r calsmasinda mekanik allodini
geriye donmii ve spinal kord‘daki GFAP-pozitif astrositler deammistir (Wang ve ark.,
2009). Astrosit ve mikroglia aktivasyonunun ndralpagr modellerindeki rolt pek ¢ok
calisma ile desteklenmgiolmasina kawn periferik inflamatuar gridaki rolleriyle ilgili
daha az c¢ajma bulunmaktadir. Bununla birlikte, glia hicrel@min kronik
inflamasyondaki g mekanizmalarina katilip katilmaadibilinmemektedir. Olasilikla
ve kanitlanmamyi olmakla birlikte, noropatik ve inflamatuar durumda glia
yanitlarinin bglatiimasindan farkh faktérler sorumludur. Noroatdurumlarda,
sensoryal noronlarda eksprese edilen ve salinasnigerlerde belirgin dgsiklikler
oldugu bilinmektedir ve olasilikla bunlarin biri veyarkaci glial hicrelerin artrgi
yanitlarina neden olmaktadinflamatuar durumlarda ise bu transmiterler tipikrak
sensoryal ndronlarda up-regule olmakta ve devam edeonal aktivitenin sonucunda
ve temel olarak eksprese edilen faktorlerin saliniim hizl, fakat daha zayif glial
yanitlarin ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir (Mchakie ark., 2005; McMahon ve
Malcangio, 2009).

Cakmamizda glia aktivasyonu sadece iki zamandgdendirildi. Bu nedenle
de astrositlerin mikroglia aktivasyonu olmaksiziktige olduklarini kesin olarak
soylemek guctir. Cunkid mikroglia aktivasyonunun aadgrken bir dénemde (13.
ginden once) goérulmesi olasidir. Bu sonucglagké#dadonemlerde, Ozellikle de daha
erken, mikroglia ve astrosit aktivasyonunun gelbendirildigi calismalar ile
desteklenmelidir. Kgkusuz, bu cajmalar, KAIA modelindeki & mekanizmasinda
spinal glialarin rolii hakkinda daha fazla bilgi ibalolmamiza olanak gtayacaktir.

Bununla birlikte, mikroglia aktivasyonu olmaksizadece astrosit aktivasyonunun
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varligi da bu modelin astrosit fonksiyonunu mikrogliaigtlolmaksizin cailmasina
olanak sglamasi bakimindan énemli olabilir.

Agri ve hareket kisigginin kronik artrit ile ilgkili temel klinik problemler
oldugu bilinmektedir (Inglis ve ark., 2005). Ancak, ekieggrisina neyin neden oldu
hakkinda hala sinirl bilgiye sahibiinflamasyon sirasinda eklem sinirlerinin mekanik
stimulusa kay c¢sesitli faktorler yoluyla hassas$aigi bilinmektedir. Artikiler indeks
skoru ve &ri intensitesinin oranlari arasinda gucli bir kasgbn vardir. Bu da RA’deki
agrinin inflamasyon ile induklenen bir hipersensividerumu ile ilgkili oldugunu
gostermektedir. Periferal ve santral sensitizaggfiame eklemlerin hareketi sirasinda
olusan &r ve eklemlerdeki spontargada 6nem kazanmaktadir. Eklemden uyari alan
spinal kord dorsal boynuz noéronlarinin reseptifniEla sadece eklemler ile sinirli
degildir ayni zamanda derin ve kutan6z dokulardan glarualmaktadir. Bu durum
inflame olmayan dokulara dgm@nin yayllmasindan sorumlu olabilir (Leffler vekar
2002). inflamasyon sirasinda periferal ve SSS’'de meydanangenajor plastik
degisiklikler agr esiklerini dusurdr, allodini ve hiperaljezi olimasina neden olur.
Artritik eklemde &r1 meydana gelmesine katkida bulunan faktorlerdenGhliflerinin
bir grubu olan sessiz reseptorlerin aktivasyonytaDougall, 2006). Bununla birlikte,
kronik eklem @&risinin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. iBazgtirmalar
inflamasyon sirasinda eklemlerin innervasyon p&eamn desistigine isaret
etmektedir. Ayrica, kronik olarak inflame olan eklerde duysal liflerin veya sempatik
innervasyonun kaybindan bahsedilmektedir (SchaZfl9).

KAA modelinde inflamatur donemde meydana gelengisidikler,
inflamatuar mediyatdrlerin salgilanmasi, takibenydas gelen periferal ve santral
sensitizasyon atritik farelerde taktil vegslt allodini &ik degerlerinin azalma nedeni
olabilir. Nitekim, temel etkisi PG sentez inhibisyo olan diklofenak’in modelin
inflamatuar fazinda etkili olmasi bu g@&il desteklemektedir. Ancak, diklofenak
modelin post-inflamatuar doneminde etkiligddir. Sonug¢ olarak, her iki donemdeki
farkl farmakolojik etki profili modelin inflamatuave post-inflamatuar dénemlerinde
farkli mekanizmalarin devreye gigli gorisini dg@urmaktadir. Bununla birlikte,
sorulmasi gereken soru, inflamasyon belirtileri tiggggn sonra KAA modelinde

persistan griya neden olan mekanizmalarin neler @adur. Eklemdeki tim yapilar
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normal kartilaj haric nosiseptorler ile innerve ledkktedir (Schaible ve ark., 2009).
Ancak, KAIA induksiyonu icin kullanilan Cll antikorlari ariiker Kartilaja
baglanmaktadir (Nandakumar ve Holmdahl, 2005). BKédA modelindeki antikor
aracili inflamatuar yanitin nosiseptorleri direkarak etkilemediini gostermektedir.
Periferal sinirlerin yakinindaki immun aktivasyoeriberal sinirlerin eksitabilitesinin
ve/veya hasarinin agtiicin yeterlidir (Watkins ve Maier, 2002). Peri&rsinir hasari
anormal elektriksel aktiviteye ve duysal noronlargen ekspresyonu giikli gine
neden olur ki, bu da sonug olarak glia aktivasyenbglatabilir (Milligan and Watkins,
2009). Cakmamizda immunohistokimyasal analizlerden elde edsenuclar artrit
induksiyonundan 29 gun sonra astrosit aktivasyorldugonu gostermektedir.
Pentoksifilin ve benzeri astrosit inhibitorlerilfpme bu zamanda kullanilagiadavrang
calismalari astrosit aktivasyonunun persistain ale iliskili olup olmadgini ortaya
koyabilir.

Periferal sinir hasarinin ktcik bonkponetinin kronik inflamasyona neden
oldugu KAI modelinde gosterilngtir (Inglis ve ark., 2007). Yine K/BXxN modeli ile
yapilan cakmada post-inflamatuar donemde (28. gin) DRG’de ATinir hasari
markirl) pozitif hiicreler agi gostermglerdir (Christianson ve ark., 2010). KA
modelindeki gecici inflamatuar yanitin, persistagri aolusumunda potansiyel bir
mekanizma olan periferal sinir hasarina neden aipadginin gosterilmesi, bu
modelde persistan gaya neden olan etkenin ortaya konmasinda bir sbaqisi
sunabilir. Ayrica, GBP’nin modelin her iki dénemadetkili olmasi, inflamatuar
belirtiler gectikten sonra allodinin devam etme$SAIl'In post-inflamatuar donemde
etkili olmamasi, spinal kord’da artgw251 seviyeleri inflamatuar birgmdan, néropatik
bir agriya gecgin olup olmadgl sorularini da beraberinde getirmektedir. Genatai,
inflamatuar &ri periferal sinir hasarindan (néropatikgrg kaynaklanan gidan
ayrilmaktadir. Bununla birlikte, periferal sinirteki lokal inflamasyonun ndropatik
agrinin gelsiminde 6nemli bir etkiye sahip olgu da gdsterilngtir (Schaible ve ark.,
2006). Bir balangic nitelgindeki calsmamizda, bu ve benzeri sorularin cevaplanmasi
ve persistan@ mekanizmalarinin ortaya konmasi icin ileri gadalar gerekmektedir.

Sonu¢ olarak, KA modeli artritle-indiiklenen @ mekanizmalarinin
arastirllmasi igin yeni bir ara¢ sunarken ve RA benZegullarda &riy1 azaltmak icin

yeni tedavi seceneklerinin gtallmasina da yardimci olabilir.
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VI. SONUC ve ONERILER

KAIA grubunda, antikor kokteylinin enjeksiyonunun adhn belirmeye
baslayan pence ve el-ayak bileklerinde gorulgslik, kizariklik gibi klinik
degisiklikler ozellikle 5. ginde LPS enjeksiyonunu tadib istatistiki olarak
anlaml hale geldi.

Kontrol ve LPS grubunda klinik gesiklik goraimedi.

Antikor kokteylinin injeksiyonun ardindan artritifareler taktil allodini @ik
degerlerinde deneyin 2. gununden slagarak anlamli derecede azalma
goOsterdiler ve bu azalma deneyin son gunune kadsard etti. Hemen
baslangicta gorulen azalmitaktil allodini eik degerleri Klinik belirtiler ile
korelasyon gdosterdi, ancak inflamasyon belirtilerikaybolmasindan sonra da
devam etti.

. Soguk allodini yanitlari hayvanlarin klinik skorlariei korelasyon gdsterdi.

Klinik skorun arttgl ve maksimum dizeye uylagi dénemde (8-12. glnler)
KAIA hayvanlarindaki penge yalama ve/veya sallamalesiirde tanimlanan
soguk allodini eik degerleri kontrol hayvanlariyla keuastirildiginda anlaml
derecede artti. §ok allodini yanitlari taktil allodini yanitlarindafarkl olarak
daha sonra bazal aktivite glerine geri dondu.

Kontrol ve LPS grubundaki hayvanlarin taktil vegsk allodini yanitlarinda
deney slresince anlamligigklik gortlmedi.

KAIA modelinin inflamatuar déneminde (8-12.giinler) ldfenak (30mg/kg,
I.p.), buprenorfin (0,1 mg/kg, i.p.) ve gabaper{@00 mg/kg, i.p.) azalngitaktil
allodini esik degerlerini anlamli olarak artirdli. Ancak anakinra @8@y/kg, i.p.)
bu dénemde etkili bulunmadi.

Modelin post-inflamatuar déneminde (26-31.gunleadexe buprenorfin ve
gabapentin azalmtaktil allodini eik degerlerini anlamli olarak artirdi.

KAIA indiksiyonunu takiben spinal kord dorsal boynudain astrosit
aktivasyonu gorildi. Astrositler KA modelinin gec fazinda (29. giin) aktive
olurken, ayni donemde mikroglia aktivitesinde gidiklik gozlemlenmedi.
Modelin inflamatuar fazi olan erken donemde (13)gse hem astrosit hem de



mikroglia aktivitesinde kontrol grubuyla kalastirildiginda anlaml bir fark
bulunmadi.

9. Spinal kord dorsal boynuzunda deneyin son guni ¢80) sakrifiye edilen
hayvanlarda KAA grubunda alpha2-deltal aktivitesinde sagirildi.

10. KAIA modelinde giiclu ve persistan birayaniti meydana geldi.

11. Modelin inflamatuar ve post-inflamatuar donemlegkidfarmakolojik tedavi
yanitlari farklilk gosterdi.

12. Sonuc olarak, KAA modeli, & ve romatoloji cakmalari arasinda kopri
kuracak ve yeni tedavilerin ggiirilmesine olanak g#dayacak yeni bir
inflamatuar gri modelidir.
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