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OZET inflamasyon, canlinin her tiirlii yaralanmaya kars1 verdigi ola-
gan bir tepkidir. Bir dizi biyokimyasal olay1 i¢eren, hiicresel hasar ta-
rafindan tetiklenen, kizariklik, 1s1 artisi, sislik, agr1 ve fonksiyon kaybi
ile karakterize, karmasik bir doku reaksiyonudur. Inflamasyonun ger-
¢eklestigi durumda canlida hasarli doku onarilmakta ve yeniden sekil-
lenmektedir. inflamasyon, organizma tarafindan zararli uyaranlari
ortadan kaldirmak i¢in alman koruyucu bir dnlem olsa da kontrolsiiz
oldugu durumda hasara yol agmaktadir. Kontrol altina alinamayan in-
flamasyon romatoid artrit, diyabet, kanser, norodejeneratif hastaliklar
(Alzheimer vb.) ve aterosklerozun yani sira pulmoner, otoimmiin ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelismesine neden olmaktadir. Inflamas-
yonun kontrol altina alinmast i¢in, antiinflamatuar etkili ilaglar kulla-
nilmaktadir. Inflamatuar, siirece miidahale edebilen antiinflamatuar
ilaclar tedavide 6nemlidir. Mevcut antiinflamatuar ilaglarin yan etkile-
rinin ve maliyetlerinin fazla olmasi gibi olumsuzluklar, arastirmacilari
yeni alternatif ilag arastirmalarina yonlendirmektedir. Antiinflamatuar
etkili oldugu diisiiniilen ajanin etkisinin degerlendirilmesinde ilk asama
olarak in vitro ve ardindan in vivo yontemler siklikla kullanilmaktadir.
In vitro yontemler arasinda en sik sitokinlerin miktar tayini, Western
Blot analizi ve hiicre i¢i oksidatif stres tayin yontemleri kullanilirken,
in vivo yontemlerden ise karragenan ile olusturulmus penge 6demi ve
kroton yagr ile olusturulmus kulak 6demi deney modellerinin kullanil-
dig1 goriilmektedir. Bu derlemede, geng arastirmacilara yol gosterici
olacag diisiiniilerek, antiinflamatuar etkinin degerlendirilmesinde kul-
lanilan in vitro ve in vivo yontemler ile ilgili bilgiler sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Inflamasyon; antiinflamatuar ajanlar; sitokinler

ABSTRACT Inflammation is a normal response of an organism to
any injury. It is a complex tissue reaction involving a series of bio-
chemical events, triggered by cellular damage and characterized by
redness, warmth, swelling, pain and loss of function. Damaged tissue
is repaired and reshaped. When inflammation occurs, damaged tissue
in a living organism is repaired and remodeled. While inflammation
is a protective measure taken by the body to eliminate harmful stim-
uli, it can cause damage if left uncontrolled. Uncontrolled inflamma-
tion is causes of rheumatoid arthritis, diabetes, neurodegenerative
diseases (Alzheimer’s disease, etc), cancer and atherosclerosis, as
well as pulmonary, autoimmune, and cardiovascular diseases. Anti-in-
flammatory drugs are used to control inflammation. Anti-inflamma-
tory drugs that can interfere with the inflammatory process are
important in treatment. Disadvantages such as the high cost and side
effects of the current anti-inflammatory drugs lead researchers to
search for new alternative drugs. in vitro and in vivo methods are fre-
quently used as the first step in evaluating the effect of the agent
thought to be anti-inflammatory. Among the in vitro methods, the
most frequently used methods are cytokine quantification, Western
Blot analysis and intracellular oxidative stress determination, while
among the in vivo methods, carrageenan-induced paw edema and cro-
ton oil-induced ear edema experimental models are used. In the pre-
sent review, information about in vitro and in vivo methods used in the
evaluation of anti-inflammatory effect is given, considering that it
will guide to young researchers.
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Inflamasyon; yabanci bir etkene karsi immiin
sistemin cevabi olarak tanimlanmaktadir. Bu etken
patojenler (bakteri, viriis, mantar gibi), ultraviyole
(UV) 1snlar1, yaralanmalar, kimyasal irritanlar gibi
ok cesitli olabilmektedir.' Inflamasyon akut ve kro-
nik inflamasyon olmak {izere 2’ye ayrilmaktadir.
Akut bir inflamatuar yanit, kizariklik, sislik, 1s1 artisi,
agr1 ve bazen de fonksiyon kaybi ile karakterizedir.
Inflamatuar yanit sirasinda vaskiiler gegirgenlik art-
makta, kan akis1 hizlanmakta ve sinir liflerinde has-
sasiyet olugmaktadir. Olusan bu yanitin kontrollii
ilerlemesi zararli uyaranin yok edilmesini ve normal
fizyolojinin devamini saglayan faydali bir siirectir.
Kronik inflamasyonda ise inflamatuar yanit kontrollii
degildir ve uzun siirer. Inflamasyonlu dokuda siirekli
devam eden bir doku hasari ve iyilesme siireci goriil-
mektedir. Inflamasyon kontrol edilemezse, inflama-
tuar bagirsak hastaligi, sedef hastaligi, otoimmiin
hastaliklar, romatoid artrit, multiple skleroz, astim ve
kanser gibi ¢ok sayida hastaligin ortaya ¢ikmasina
sebep olabilir.”

Inflamatuar yanitlar, kan 16kositlerinin birik-
mesi, doku makrofaj aktivasyonu ve bir seri mediya-
toriin iiretimi ile tetiklenir.’ Inflamasyonda ilk olarak
vaskiiler gecirgenlik artmakta, l6kositler damar di-
sina ¢ikmakta ve hasarli bolgeye go¢ etmektedir. Ar-
dindan graniilom olmakta ve doku onarimi
gerceklesmektedir. Arasidonik asit metabolitleri,
adezyon molekiilleri, sitokinler, kemokinler ve trom-
bosit aktive edici faktor diger mediyatorlerin salini-
mini1 saglamakta ve kemotaksiyi baglatmaktadir.
Kompleman proteinleri ve pihtilasma sistemi, infla-
matuar mediyatdrlerin liretimini uyarmaktadir. Kom-
pleman proteinleri ve kininler gibi ¢esitli inflamatuar
aracilar plazmada bulunurken; histamin, prostaglan-
dinler ve sitokinler hiicrelerden kaynaklanmaktadir.”
Interlokin-18 (IL-1p), interlokin-6 ve tiimor nekroz
faktorii-o (TNF-a) gibi sitokinler birincil uyaran gor-
evi gormekte ve toll benzeri reseptorler (TBR) ile et-
kilesime girerek inflamasyonu baslatmaktadirlar. Bu
sirada reseptorler uyarilmaktadir. Reseptorlerin uya-
rilmasindan sonra niikleer faktdr kappa-B (NF-kB),
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve janus
kinaz inhibitorleri gibi onemli sinyal yolaklar1 aktive
olmaktadir.?
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Inflamasyon viicudun bir savunma mekanizma-
sidir. Inflamasyona neden olan etkeni yok etmek, or-
tamdan uzaklagtirmak ve hasar géren dokuyu tamir
etmek amaglanmaktadir. Fakat inflamasyonun artigi
ve bu savunma mekanizmasinin viicuda yarardan ¢ok
zarar verdigi durumlarda inflamatuar cevabin kont-
rol altina alinmasi i¢in antiinflamatuar etkili ilaglar
kullanilir. Giiniimiizde kullanilan antiinflamatuar
ilaglar (streroidal, non-steroidal, immiinosupresanlar)
inflamasyonun kontrol altina alinmasini saglasa da
0zellikle uzun siireli kullanimlarinda istenmeyen yan
etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle inflamasyo-
nun tedavisinde daha giivenli, kolay erisilebilir ve
uygun maliyetli tedavilere duyulan ihtiyag, dogal
kaynakli ilaglarin arastirilmasina yol agmustir.*

Dogal kaynaklardan antiinflamatuar etkili ilag
gelistirme ¢alismalarinda ¢esitli in vitro ve in vivo
yontemler kullanilmaktadir. Calismay1 yaparken bu
yontemlerden hangisinin se¢ilecegi olduk¢a 6nemli-
dir.

Bu derlemede, antiinflamatuar etkinin degerlen-
dirilmesinde kullanilan in vitro ve in vivo deneysel
modellerden bahsedilecektir.

I ANTIINFLAMATUAR ETKININ
DEGERLENDIRILMESINDE KULLANILAN
YONTEMLER

Antiinflamatuar etkinin degerlendirilmesinde kulla-
nilan yontemler in vitro ve in vivo olmak lizere 2 ana
baslik altinda verilmistir.

0 iN VITRO YONTEMLER
MEMBRAN STABILIZASYONU

Inflamasyon sirasinda 16kositler, bakterisidal en-
zimler ve proteazlar gibi lizozomal igeriklerini ser-
best birakmakta ve daha fazla doku hasarina neden
olmaktadir. Antiinflamatuar bilesikler lizozomal
membran stabilitesini saglayarak lizisi, dolayisiyla
inflamasyonu 6nlemektedir. Eritrosit membrani li-
zozomal membrana benzerdir ve stabilizasyonu li-
zozomal membranlarin stabilizasyonu anlamina
gelmektedir. Deneyde eritrositler hipotonik ¢ozelti
kullanilarak ya da 1s1 ile hemoliz edilmektedir. An-
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tiinflamatuar etki hemoliz yiizdesi dlciilerek deger-
lendirilmektedir.’

ERISTROSIT SUSPANSIYONUN HAZIRLANMAS|

Saglikli goniillilerden alinan 3 ml taze kan 3000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmektedir. Olusan siiper-
natant atilmakta, ¢coken kirmizi kan hiicrelerini ¢6z-
mek i¢in siipernatant hacmine esdeger izotonik NaCl
cozeltisi eklenmektedir. Coziinen kirmizi kan hiicre-
lerinin hacmi 6l¢iilerek izotonik sodyum fosfat tam-
ponu (10 mM, pH 7.4) ile %40 h/h olacak sekilde
seyreltilmektedir.®

HIPOTONIK GOZELTI ILE
ERITROSITLERIN HEMOLIZ]

Numuneler 1 ml fosfat tamponu, 2 ml hipotonik tuz
¢ozeltisi, 0,5 ml eritrosit siispansiyonu ve 1 ml test
¢Ozeltisini icerecek sekilde hazirlanmaktadir. Kor ¢o-
zeltisine test ¢ozeltisi yerine tuz ¢ozeltisi eklenmek-
tedir. Numuneler 37 °C’de 30 dk inkiibe edildikten
sonra 3.000 rpm’de santrifiij edilmektedir. Siiperna-
tant atilip, hemoglobin igeriginin absorbansi 560
nm’de dl¢iilmektedir. {lgili calismada referans bile-
sik olarak diklofenak sodyum (Horizon Bioceuticals
Pvt Ltd., Hindistan) tercih edilmistir.”

ISI ILE ERITROSITLERIN HEMOLIZI

Numuneler 1 ml %10’luk eritrosit siispansiyonu ve
1 ml test ¢ozeltisini icerecek sekilde hazirlanmak-
tadir. Kor ¢ozeltisine test ¢ozeltisi yerine tuz ¢ozel-
tisi eklenmektedir. Hazirlanan numuneler 56 °C’de
30 dk inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon sonrasi
deney ortam1 soguduktan sonra 2.500 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmektedir. Siipernatant alinarak 560
nm’de absorbansi dl¢iilmektedir. Referans bilesik
olarak asetilsalisilik asit ve diklofenak tercih edil-
mektedir.®

FOSFOLIPAZ A, INHIBISYONUNUN OLCUMU

Fosfolipaz A, (FLA,), fosfolipitleri yag asitleri ve li-
zofosfolipitlere hidrolize eden bir enzim grubudur.’
Serbest birakilan yag asidi arasidonik asit oldugunda,
siklooksijenaz [cyclooxygenase (COX)] veya lipok-
sijenaz [lipoxygenase (LOX)] yolaklari lizerinden in-
flamasyon olusturmaktadir. Bu nedenle FLA, nin
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inhibisyonu inflamasyonun baskilanmasini sagla-
maktadir.' Deneyde FLA, alt tabaka olarak lesitin
(3.5 mM), NaTDC (3 mM), NaCl (100 mM), CaCl,
(10 mM), bir kolorimetrik indikatdr olan kirmizi
fenol (0,055 mM) ve 100 ml su i¢eren karigim kul-
lanilir. Reaksiyon karigiminin pH’s1 7,6’ya ayarla-
nir; pG-IB, 0,002 pg/ul konsantrasyonda olacak
sekilde %10 asetonitril igerisinde ¢oziindiriliir.
Boylece FLA, ¢ozeltisi hazirlanmis olur. 2 ul FLA,
¢ozeltisi 2 pl numune ¢ozeltisi ile oda sicakliginda
20 dk boyunca inkiibe edilir. Daha sonra bu karigima
200 ul FLA, substrati eklenir. Kinetik hidroliz 5 dk
siireyle spektrofotometrik olarak 558 nm’de takip
edilir.!!

COX VE LOX INHIBISYONUNUN OLCUMU

Arasidonik asit viicutta COX ve LOX olmak iizere 2
ana enzim yolagiyla uyarilmaktadir. Proinflamatuar
enzimler olarak da bilinen bu enzimler, inflamasyona
neden olan l6kotrienler, prostaglandinler ve trom-
boksan dahil olmak iizere eikozanoidlerin fizyolojik
iretimi i¢in gereklidir. Dolayisiyla COX ve LOX
enzim yolaklarinin inhibisyonu arasidonik asit meta-
bolizmasini, dolayisiyla inflamasyonu onlemekte-
dir."?

COX enzim aktivitesi, prostaglandin E,’nin
prostaglandin  H,’ye indirgenmesi sirasinda
N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamin’in (TMPD)
okside olmasi ile degerlendirilmektedir. Oksidasyo-
nun derecesi kolorimetrik yontemle 6l¢iilmektedir.
Olgiimii yapilacak numune ¢ozeltisi Tris-HCI tam-
ponu (5 mM, pH 8.0), EDTA (5 mM), hematin (5
mM) ve enzim (COX-1 veya COX-2) ile karistiril-
diktan sonra 25 °C’de 5 dk inkiibe edilmektedir. Ar-
dindan aragidonik asit ve TMPD’nin eklenmesiyle
reaksiyon baglatilmaktadir. Enzim aktivitesi 610
nm’deki kolorimetrik 6lgiimle tayin edilmektedir. En-
zimin inhibitor etkisi numune ¢6zeltilerinin absor-
bansinin, kor absorbansi ile karsilastirilmasi ile tayin
edilmektedir.!

LOX oksijen tiiketen bir enzimdir ve reaksiyon
ortamindaki oksijen konsantrasyonunu azaltmakta-
dir. Bu nedenle reaksiyon ortamindaki oksijenin
azalma hiz1 LOX enzim aktivitesinin 6lgtstdir. LOX
enzim aktivitesi, Clark’in oksijen elektrodu ile pola-
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rografik yontem kullanilarak dl¢iilmektedir. Reaksi-
yon karigimi, 30 pl numune ¢ozeltisi, 50-100 pl
enzim, 10 pl arasidonik asit (40 mM) icermektedir.
Son hacim 3 ml olacak sekilde potasyum fosfat tam-
ponu (100 mM, pH 6,3) ile tamamlanmaktadir. Akti-
vite, birim/mg protein olarak ifade edilmektedir.
Burada bir birim, dk’da tiiketilen bir mikromol oksi-
jen olarak tanimlanmaktadir. Sonug olarak aktivite,
dakikada tiiketilen mikromol oksijen/mg protein cin-
sinden ifade edilmektedir.'

ANTIKOMPLEMAN ETKi TAYINI

Kompleman sistem, dogal bagisiklik sisteminin
onemli bir bilesenidir. Dogal bagisiklik ve kazanil-
mis bagisiklik arasinda koprii gorevi gérmektedir.'®
Homeostazis, inflamasyon ve patojenlere karsi sa-
vunmada 6nemli bir isleve sahiptir. Serumda, doku
sivisinda ve hiicre zarlarinin yilizeyinde bulunan
enzim benzeri etkilere sahip 30’dan fazla proteinden
olusmaktadir. Kompleman sistem bilesenleri 1s1ya da-
yanikli degildir.'®* Membrana bagl diizenleyiciler ve
reseptorlerin yan sira, bagisiklik sisteminin g¢esitli
hiicreleri ve aracilari ile etkilesime girmektedirler. Bu
etkilesimler, patofizyolojik duruma gore degismekte
ve farkli agamalarda ortaya ¢ikmaktadir.!” Komple-
man sistemin aktivasyonu klasik yol, alternatif yol ve
lektin yolu olmak iizere 3 farkli yoldan gerceklese-
bilmektedir. Bu 3 yol C3’te (kanda en ¢ok bulunan
kompleman proteini) birlesmekte ve C3a, C3b, C5a
aktivasyon iiriinlerinin ve membran saldir1 komplek-
sinin (C5b-9) olugmasiyla sona ermektedir.'® Anti-
kompleman etki tayini klasik yol ve alternatif yol
iizerinden yapilabilmektedir. Klasik yol i¢in NaCl
(145 mM, pH 7,3), dietilbarbitiirik asit (4 mM), Ca?"
(0,25 mM), Mg* (0,83 mM), %0,1 jelatin ve %0,02
NaNj iceren barbital tamponu kullanilmaktadir. Al-
ternatif yol i¢in ise i¢in yine NaCI (145 mM, pH 7,3),
dietilbarbitiirik asit (4 mM), MgCl, (7 mM), egtazik
asit (EGTA) (10 mM), %0,1 jelatin ve %0,02 NaN,
iceren barbital tamponu kullanilmaktadir. Numune,
duyarlilastirilmis koyun eritrositleri veya tavsan erit-
rositleri ile 37 °C’de 15 dk inkiibe edilmektedir. An-
tikoagiilan olarak EDTA varliginda koyun kirmizi
kan hiicresi, eritrosit veya insan plazmasi eklenmek-
tedir. Alternatif yol i¢in 30 dk, klasik yol i¢in 60 dk
37 °C’de inkiibasyon yapilmaktadir. Ortama EDTA

57

(10 mM) iceren barbital tamponu eklenerek reaksi-
yon durdurulmaktadir. Eritrosit iceren ¢ozelti 10 dk
1.600 rpm’de santrifiijlenmekte ve bdylece eritrosit-
ler elde edilmektedir. Spektrofotometrede komple-
manla pargalanan eritrositlerden salinan hemoglobin,
412 nm’de 6l¢iilmektedir. Klasik yol ve alternatif yol
icin eritrositlerin %50’sini parcalamak icin gerekli
olan kompleman miktarimi belirten degerler sirasiyla
CHs, ve AHyy dir. Numunenin CHs, ve AHj, deger-
leri iizerindeki etkisi ile antikompleman etki tayini
yapilmaktadir."”

SITOKINLERIN MIKTAR TAYINi

Inflamasyon durumunda, makrofajlar lipopolisakka-
rit (LPS) gibi ¢esitli uyaranlar tarafindan uyarilmak-
tadir. Uyarilan makrofajlar, sitokinler (IL-14, TNF-«
vb.), nitrik oksit (NO) ve prostaglandinler gibi birgok
inflamatuar araciy1 iiretmektedir. Sitokinler hem
akut hem de kronik Inflamasyona katilan, 30 kDa
boyutunda, diisiik molekiiler agirlikli glikoprotein-
lerdir. Sitokinler hiicre iletisiminde Snemlidir ve
hiicreden hiicreye iletilen sinyallerde gorev almak-
tadir.’?

TNF, hiicrenin hayatta kalmasi, hiicresel farkli-
lasma, inflamatuar tepkiler ve apoptoz i¢in sinyal yo-
laklarimi aktive eden ¢ok islevli bir sitokindir. Diger
sitokinler arasinda haberlesmeyi saglayan 6nemli bir
Inflamasyon aracisidir. TNF, TNF-a ve TNF-£ olmak
iizere 2 molekiiler tiire ayrilmakta ve interferonlar ta-
rafindan aktive edilmektedir.’

IL’ler, immiin modiilasyonda énemli rol oyna-
yan diger bir sitokin sinifidir. Bunlar arasinda IL-1,
reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri, ke-
mokinler ve matriks metalloproteinazlar gibi infla-
matuar molekiillerin sentezinde rol oynamaktadir.
IL-1a ve IL-15 olmak iizere 2 tipi bulunmaktadir. IL-
la sitozol veya hiicre zarinda bulunmakta ve hiicre
i¢i ortamda galismaktadir. IL-1p, IL-14 doniistiiriicii
enzim tarafindan aktif formuna donistiiriildiikten
sonra hiicre digina salgilanmaktadir.”

Kemokinler, kimyasal ¢ekici 6zellige sahip sito-
kinlerdir. Hiicrenin hareketliligi, hayatta kalmasi, im-
miinolojik ve inflamatuar reaksiyonlar sirasinda
hiicre dis1 matriks ile etkilesimler gibi bir¢ok olayda
yer almaktadir.?
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Uyarilan makrofajlar sitokinler gibi indiiklene-
bilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimini de aktive et-
mekte ve enzim NO {iretmeye baglamaktadir.”! NO,
enfeksiyon etkeni mikroorganizma ve parazitler lize-
rinde Oldiiriicii etkiye sahiptir. Ancak NO asir1 iire-
tildiginde, bir¢ok immiinolojik reaksiyonla birlikte
doku hasaria neden olmaktadir. NO sentezini inhibe
eden veya olusumunu azaltan bilesikler antiinflama-
tuar etkide onemli role sahiptir.”> Bu nedenle antiin-
flamatuar etkinligi arastirilan bilesiklerin NO miktar1
iizerindeki etkisi incelenmektedir.

Sitokinlerin ve NO’nun makrofaj hiicrelerinin
LPS ile uyarilmasi sonucu sentezi artmaktadir. Sito-
kinlerin sentezini inhibe eden ya da azaltan bilesikler
antiinflamatuar aktiviteye sahiptirler. Dolayisiyla an-
tiinflamatuar aktivitesi bilinmeyen bilesiklerin, bu si-
tokinler iizerindeki etkisi incelenerek aktif olup
olmadiklar belirlenmektedir.

RAW 264,7 hiicreleri, %10 fetal sigir serumu
[fetal bovine serum (FBS)] ve %1 antibiyotik iceren
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) va-
satinda 103-10®hiicre/ml araliginda degisen konsant-
rasyonlarda 6 kuyucuklu plakalara ekilmektedir.
Hiicreler 24 saat 37 °C’de ve %5 CO, iceren inkii-
batorde bekletilerek hiicrelerin ¢ogalmalar1 saglan-
maktadir. Siirenin sonunda kuyucuklardaki vasat
uzaklastirilarak yerine numunelerin vasat igerisinde
hazirlanmis farkli konsantrasyonlarini igeren ¢ozel-
tilerinden 100°er pl ve LPS (2 pg/ml) ¢ozeltisinden
100 pl eklenmektedir. Hiicreler 24 saat daha inkii-
basyona birakilmaktadir. NO miktar tayini i¢in inkii-
basyon sonunda, kuyuculardaki vasatin 100 pl’si bir
bagka plakaya alinmakta ve iizerine 100 pl Griess re-
aktifi ilave edilmektedir. 10 dk sonra 577 nm’de ab-
sorbanslari dlgiilerek NO miktar1 belirlenmektedir.
Sitokinlerin miktar tayini i¢in inkiibasyonun sonunda
“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” kiti kulla-
nilmaktadir. Kitin belirledigi adimlar takip edilerek
sitokinlerin miktar tayinleri gergeklestirilmektedir.?*

WESTERN BLOT ANALIZi

iINOS, COX-2 ve NF-kB, MAPK, c-Jun N-terminal
kinaz (JNK) ve ekstraselliiler sinyalle diizenlenen
kinaz protein seviyelerinin 6l¢iimiinde Western Blot
yontemi kullanilmaktadir.”> RAW 264.7 hiicreleri,
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10%-10° hiicre/ml araliginda degisen konsantrasyon-
larda 6 kuyucuklu plakalara ya da 60 mm petri kap-
larina ekilmektedir. Daha sonra kuyucuklara ya da
petri kaplarima numune ¢ozeltileri eklenmektedir.
Hiicreler 1 pg/mL konsantrasyonda LPS kullanilarak
uyarilmaktadir. 6 saat sonra hiicreler kaldirilip, fosfat
tamponu [Phosphate Buffered Saline (PBS)] ile y1-
kama islemi yapilmakta ve 4 °C’de 1.200 rpm’de
santrifiij edilmektedir. Coken hiicreler, 4 °C’de 40 dk
boyunca fosfataz ve proteaz inhibitor karigimi igeren
radyo immuno presipitasyon lizis tamponu (3 ml/g)
ile pargalanmaktadir. Tiim hiicre lizatlarini elde
etmek i¢in hiicreler 4 °C’de 12.000 rpm’de santrifiij-
lenmektedir. Protein miktari, tireticinin talimatlarina
gore protein analiz kiti kullanilarak 6l¢tilmektedir.
Proteinler %7,5 (iNOS) veya %12 (NF-xB ve COX-
2) poliakrilamit jelleri i¢indeki kuyulara ytiklenmekte
ve elektroforez igslemine tabii tutulmaktadir. Ayrilan
proteinler poliviniliden difloriir membrana aktaril-
maktadir. Membran %5-10 yagsiz siit tozu ile blok-
lanmaktadir. iNOS, NF-kB, COX-2, p38 MAPK,
IJNK, ERK1/2 antikorlar1 ile gece boyunca 4 °C’de
tutulmaktadir. Daha sonra primer antikor ile uyumlu
sekonder antikorlar ile 25 °C’de 1 saat inkiibe edil-
mektedir. Gorilintilleme i¢in membranlar gelismis
1sinlama reaktifleri kiti ile muamele edilmektedir.
Goriintiilerin analizi Image J (National Institutes of
Health, ABD) gibi programlar kullanilarak yapil-
maktadir.?*?

INOS ENZIM INHIBISYONUNUN
DEGERLENDIRILMESI

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile sentezlen-
mektedir. NOS enziminin bilinen 3 alt tipi vardir: No-
ronal nitrik oksit sentaz (nNOS), endotelyal oksit
sentaz ve iNOS. nNOS kalsiyuma bagimli bir en-
zimken iNOS kalsiyumdan bagimsiz bir enzimdir.
LPS gibi proinflamatuar sitokinler ve kimyasal uya-
ranlar iNOS’u indiikleyerek NO iiretimini artirmak-
tadir. iNOS enziminin inhibe edilmesiyle NO {iretimi
durmaktadir. iNOS inhibisyonu, protein ekspresyo-
nunun inhibisyonu ve/veya iNOS enzimatik etkisinin
inhibisyonu yoluyla olmaktadir. Antiinflamatuar et-
kiye sahip oldugu diisiiniilen bilesiklerin iNOS inhi-
bisyonu tizerindeki etkisi degerlendirilmektedir.?’
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NF-kB AKTIVASYONUNUN INHIBE EDILMESI

NF-kB, p50 ve p65 olmak iizere 2 alt birimden olu-
san bir transkripsiyon faktoriidiir. Inaktif durumda si-
toplazmada bulunmaktadir. Inflamatuar bir uyaran
tarafindan aktive edildiginde COX-2, iNOS, sitokin-
ler gibi inflamatuar mediyatorleri kodlayan ¢ekir-
dekteki gen promotdr bdlgesine translokasyon
yapmaktadir.”” NF-kB sinyal yolaginin farkli asama-
larda durdurularak NF-xB aktivasyonunun inhibe
edilmesiyle antiinflamatuar aktivite saglanmaktadir.
Bu nedenle bir bilesigin antiinflamatuar etkinligi,
NF-kB sinyal yolagi iizerindeki etkisi {izerinden in-
celenebilmektedir.

MAPK SINYAL YOLAGININ INHIBISYONU

MAPK ler, ozmotik stres, mitojenler, 1s1 ve infla-
matuar sitokinler gibi ¢esitli uyaranlara hiicresel
tepkileri yonlendiren bir protein kinaz ailesidir.
Hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini ve apop-
tozu diizenlemektedirler. ERK, p38 MAP ve
INK’yi icermektedirler. ERK’ler genellikle mito-
jenler ve farklilasma sinyalleri tarafindan aktive
edilirken, JNK ve p38 MAP inflamatuar ajanin yani
sira ¢evresel ve genotoksik uyaranlar tarafindan da
aktive edilmektedir.?*3° ERK, ERK1 ve ERK2
olmak tizere 2 formda bulunmaktadir. Ayrica
ERK3, ERK4, ERK5 ve ERK7 dahil olmak tlizere
cesitli atipik ERK formlar1 da vardir. ERK1/2 sinyal
yolu, hiicrenin ¢ogalmasi, biiytimesi, farklilagmasi,
hiicre gocli, metabolizma ve transkripsiyon gibi ¢e-
sitli olaylarda rol oynamaktadir.’! p38 MAPK ve
IJNK’ler de ERK’ler gibi hiicre proliferasyonu, fark-
lilagmasi, hiicrenin hayatta kalmasi ve spesifik
hiicre tiplerinin gd¢iinii kontrol etmektedir. Ayrica
doku homeostazisinde ve inflamasyonda onemli
rollere sahiptirler.*

TBR INHIBISYONU

Patojenle iliskili molekiiller ekzojen cisimlerde ve
patojenlerde bulunan ve bagisiklik hiicreleri tara-
findan taninan ¢esitli molekdil tiirleridir.?° Bu mole-
kiiller, model tanima reseptdrleri (MTR) tarafindan
taninmakta ve inflamatuar yaniti tetiklemektedirler.
MTR’nin TBR, C tipi lektin reseptorleri, retinoik
asit ile indiiklenebilir gen-I benzeri reseptorler ve
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niikleotid baglayict oligomerizasyon alan1 benzeri
reseptorler gibi alt siniflar1 bulunmaktadir. TBR,
MTR’ler arasinda iizerinde en ¢ok ¢alisma bulunan
gruptur. Inflamatuar yanitin aktivasyonuna katilan
transmembran proteinleridir.”” TBR’lerin inhibis-
yonu lizerinden antiinflamatuar etkinin degerlendi-
rilmesinde Ger¢cek Zamanli Kantitatif Revers
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu [Real-
Time Quantitative Reverse Transcriptase Polyme-
rase Chain Reaction (qRT-PCR)] siklikla tercih
edilmektedir.’>3

Gercek Zamanh Kantitatif Revers Trans-
kriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu PCR, ilk
defa 1980’lerde Dr. Kary Mullis tarafindan ortaya
konmustur. Yirminci ylizyilin en biiyiik bilimsel ke-
siflerinden biri olarak kabul edilmektedir. DNA’nin
secilen bir bolgesini tanimak ve milyonlarca kop-
yasint hizli ve dogru bir sekilde ¢ogaltmak i¢in kul-
lanilan bir yontemdir. PCR’nin kullanim1 molekiiler
biyoloji, genetik ve bulagict hastaliklarin tanis1 ve
adli bilimler gibi ¢ok ¢esitli alanlarda 6nemlidir. Bu-
giine kadar, PCR yontemini temel alan ¢esitli yan
teknikler gelistirilmistir.>> Ger¢ek zamanli PCR
veya kantitatif gercek zamanli PCR olarak da ad-
landirilan kantitatif PCR (qPCR), bir hedef DNA di-
zisinin amplifikasyonunu reaksiyondaki o DNA
tiirliniin konsantrasyonunun 6l¢iimiiyle birlestiren
bir tekniktir.*® Ters transkripsiyon qRT-PCR olarak
bilinen bagka bir teknikte ise, niikleik asit baglangig¢
sablonu olarak RNA kullanilmaktadir. Bu iki PCR
tekniginin birlesmesi ile qRT-PCR meydana gel-
mektedir.*> Giiniimiizde qRT-PCR mRNA "nin mik-
tarimin belirlenmesi i¢in tercih edilen yontem haline
gelmistir.’’

RAW 264,7 hiicreleri, LPS ve numune ¢dzeltisi
ile 6 kuyucuklu plakalarda 24 saat boyunca inkiibe
edilmektedir. 24 saatin sonunda toplam RNA, Trizol
(Invitrogen, ABD) reaktifi veya bir izolasyon kiti kul-
lanilarak hiicrelerden ekstre edilmektedir. RNA’daki
genomik DNA kontaminasyonunu onlemek ig¢in
gDNA silgisi ile islenmektedir.*> RNA’nin safligt ve
konsantrasyonu UV spektrofotometre ile 6l¢iilmek-
tedir.”* 1 pg RNA, kit kullanilarak cRNA’ya ters kop-
yalanmaktadir.’> mRNA miktari, bir floresan DNA
baglama boyas1 kullanilarak qPCR ile kantitatif ola-
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rak analiz edilmektedir.** En yaygin kullanilan flore-
san DNA baglama boyas1 SYBR Green I'dir. Bu flo-
resan boya, ¢ift iplikli DNA’ya baglanmakta ve
floresans yaymaktadir. Floresansin yogunlugu PCR
lriiniiniin konsantrasyonuyla orantili olarak artmak-
tadir.*

HUCRE iCi OKSIDATIF STRES TAYINi

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin [reactive
oxygen species (ROS)] iiretimi ile antioksidanlarin
veya radikal temizleyicilerin arasinda dengesizlik ol-
dugu durumda meydana gelmektedir. Dis kaynaklar-
dan (cevre kirleticileri gibi) gelen veya viicut icinde
ksantin oksidaz [xanthine oxidase (XO)], NOX
(NADPH oxidase) veya mitokondriyal yollarin akti-
vasyonu yoluyla) iiretilen ROS seviyeleri yiiksek ol-
dugunda, viicutta hasara yol agmaktadir. Biyolojik
sistemlerde iiretilen ROS lipitler, proteinler ve DNA
ile kolaylikla reaksiyona girmekte ve hiicre liimiine
neden olmaktadir.

ROS normalde viicutta diisitk miktarlarda iire-
tilmektedir. Hiicre homeostazisi, sinyal iletimi, gen
ekspresyonu ve reseptorlerin aktivasyonu gibi fonk-
siyonlarin korunmasini igeren siireglerin diizenlen-
mesinde rol oynamaktadir.

ROS ¢ok ¢esitli serbest radikalleri, iyonlar1 ve
reaktif tiirleri kapsamaktadir. ROS’un enzimatik kay-
naklar1 XO, COX’lar, LOX lar, miyeloperoksidazlar,
sitokrom P450 monooksijenaz, eslenmemis NOS, pe-
roksidazlar ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
oksidazdir [nicotinamide adenine dinucleotide phosp-
hate-NAD(P)H] (NOX). Enzimatik olmayan kay-
naklart ise elektron tasima zincirinden sizinti, serbest
demir, ksenobiyotik vb.’dir.

Endotel, inflamatuar ve immiin hiicreler gibi
hiicreler tarafindan viicut iginde {iretilen ROS’un 2
islevi bulunmaktadir: birincisi redoks sinyal ileti-
mine katilim, ikincisi ise oksidatif stresteki roliidiir.
Diisiik seviyede iiretilen ROS, biyolojik siire¢leri
baslatmak i¢in sinyal yollarmin aktivasyonunu in-
diiklemekte ve buna redoks sinyal iletimi denmek-
tedir. Oksidatif stres ise, hasara yol agan yiiksek
seviyede tiretilen ROS’u tanimlamaktadir. ROS’un
sebep oldugu protein ve DNA hasarlari, inflamas-
yonun merkezinde yer alan sinyallemeyi baglat-

60

maktadir. Inflamatuar yanitin bir pargasi olarak iire-
tilen ROS, enfeksiyona neden olan mikroorganiz-
malarin temizlenmesini saglamaktadir. Ancak uzun
siire iretildiginde oksidatif stresi ve kronik infla-
masyonu uyarmaktadir. Asil olarak inflamasyon,
oksidatif strese neden olsa da oksidatif stresin in-
flamasyonu baslattig1 durum da goriilebilmektedir.
Kisacast inflamasyon ve oksidatif stres birbiriyle
yakindan iligkilidir ve ikisini ayirmadan degerlen-
dirmek daha dogrudur.*®

Stiperoksit anyonu (O,"~), molekiiler oksijene 1
elektron eklenmesiyle olusur. Bu reaksiyon
NAD(P)H oksidaz, XO veya mitokondriyal elektron
tagima sistemi tarafindan katalize edilir. Hiicrede O,
temel olarak mitokondride olusmaktadir. Normalde
elektronlar oksijenin suya indirgenmesi i¢in mito-
kondriyal elektron tasima sistemine aktarilmaktadir.
Fakat elektronlarin yaklasik %1-3"{ bu sistemden siz-
makta ve O, meydana gelmektedir. NAD(P)H oksi-
daz lokositlerde, monositlerde ve makrofajlarda
bulunmaktadir. Bu hiicreler fagositoz sirasinda bak-
terisidal etkiye neden olan bir siiperoksit patlamasi
meydana getirmektedir. O,", siiperoksit dismutazlarin
(SOD) etkisiyle hidrojen peroksite (H,0O,) doniis-
mektedir. H,0,, XO, amino asit oksidaz, NAD(P)H
oksidaz gibi enzimler tarafindan ve peroksizomlarda
metabolik reaksiyonlar sonucu molekiiler oksijenin
tilkketilmesiyle de agiga ¢ikabilmektedir. H,O,,
plazma membranindan kolayca yayilmaktadir. H,O,,
Fe?*, Cu*" gibi metallerin varliginda hidroksil anyo-
nuna parcalanabilmektedir.*

Bir bagka ROS tipi olan hidroksil radikali en
reaktif olamdir. Organizmada proteinler, lipitler, se-
kerler, amino asitler, metallerle ve DNA ile etkiles-
mektedir.*°

Diger oksijen kaynakli serbest radikaller perok-
sil radikalleridir. Bu radikallerin en yaygin bi¢imi
hidroperoksil radikalidir. Bu radikal, yag asidi pe-
roksidasyonunda rol oynamaktadir. Serbest radikal-
ler, bir yan zincirde yer alan metilen karbonundan bir
hidrojen atomunu ¢ikararak lipid peroksidasyon zin-
cir reaksiyonlarim tetiklemektedir. Lipid radikali
daha sonra oksijenle reaksiyona girmekte ve peroksil
radikalini meydana getirmektedir.*
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Lipid peroksitler, 2 veya daha fazla cift baga
sahip ¢coklu doymamis yag asitlerinin peroksitlenme-
siyle ac¢iga cikan radikallerdir ve bir ayrigma iiriinii
olan diisiik reaktiviteye sahip malondialdehit (MDA)
iretmektedir. MDA ’lar proteinler ve niikleik asitler
gibi diger hiicresel makromolekiiller i¢in oldukga za-
rarhidirlar. MDA ’lar ile niikleik asitlerin etkilesmesi
sonucu DNA’nin yapis1 bozulmakta ve genlerin ifa-
delerinde degisimler meydana gelmektedir. Sonug
olarak kanserli hiicreler olusabilmektedir.*!

Hiicreler, ROS’un neden oldugu oksidatif stresi
dengelemek i¢in ¢esitli antioksidanlara sahiptir. An-
tioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayanlar ola-
rak 2’ye ayrilmaktadir. SOD, katalaz, glutatyon
peroksidaz (GTPx), glutatyon transferaz enzimatik
antioksidanlara ornektir. Askorbik asit (vitamin C),
a-tokoferol (vitamin E), glutatyon, karotenoitler ve
flavonoitler ise enzimatik olmayan antioksidanlara
ornektir.*®

SOD, hiicredeki en gii¢lii ve radikallerin ilk kar-
silastiklar1 antioksidan enzimdir. Gorevi, 02",yi
H,0,’ye ve O,’ye doniistirmektir. SOD etkisini gos-
termek i¢in bir metal kofaktdriine ihtiya¢ duyan me-
talloenzimdir. Metal iyonu tiiriine gore, 3 tip SOD
enzimi vardir. Bunlar: Fe-SOD, Mn-SOD ve Cu/Zn-
SOD’dir.*

Katalaz, neredeyse tiim canli dokularda yaygin
olarak bulunan bir antioksidan enzimdir. Enzimde
kofaktor olarak demir veya manganez yer almakta-
dir. SOD’nin 02",yi H,0,’ye doniistiirerek olustur-
dugu H,0,’in H,O’ya parcalanmasini katalize
etmektedir. Oldukca etkili bir enzimdir. Hidrojen pe-
roksit, hiicrelerde diisiik miktarlarda bulundugunda
hiicre cogalmasi, hiicre 6liimii, karbonhidrat metabo-
lizmasi, mitokondriyal fonksiyonlar, trombosit uya-
rilmasi ve normal tiyol redoks dengesinin korunmasi
gibi bazi fizyolojik siirecler i¢in faydalidir. Fakat
yiiksek konsantrasyonlarda hiicreler i¢in tehdit olus-
turmaktadir. Bu nedenle katalaz hiicrede ytiksek kon-
santrasyonda bulunan H,0,’1 pargalayarak fizyolojik
siireclerin sorunsuz bir sekilde ilerlemesini sagla-
maktadir.*?

GTPx, etkisi genellikle selenyum kofaktoriine
bagli olan 6nemli bir hiicre i¢i enzimdir. Bu nedenle
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selenosistein peroksidaz olarak da bilinmektedir.
Gorevi H,0,’1 H,O’ya, lipid peroksitleri ise mito-
kondride ya da sitozolde alkollerine pargalamaktir.
Enzim, 6zellikle lipid peroksidasyon siirecini engel-
lemede 6nemli bir rol oynamakta bu sayede hiicreleri
oksidatif stresten korumaktadir. GPx etkisi daha
diisiik olan bireylerde antioksidan korumanin bo-
zulma egiliminde oldugu, bu nedenle membran yag
asitleri ve fonksiyonel proteinlerde oksidatif stresten
dolay1 norotoksik hasar olustugu ileri siirilmiistiir.
GPx, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil
olmak iizere bir¢ok yaygin hastaligin gelismesinde
ve 6nlenmesinde de rol oynamaktadir.*?

Asagida hiicre i¢i oksidatif stres tayininde kul-
lanilan enzimatik ve enzimatik olmayan yontemler
anlatilmistir.

SOD, katalaz, MDA gibi biyobelirtecler plazma,
kan veya bronkoalveolar sivi 6rnekleri kullanilarak
Olgtilmektedirler. ¥+

H,0, TARAFINDAN OLUSTURULMUS
OKSIDATIF HASARIN TAYINi

RAW 264,7 hiicreleri, %10 FBS, 10 pg/ml L-gluta-
min ve %1 antibiyotik igeren DMEM vasat1 ile %5
CO,’li ortamda 37 °C’de inkiibasyona birakilmakta-
dir. Daha sonra hiicreler 10° hiicre/ml konsantras-
yonda 96 kuyucuklu plakalara ekilmekte ve 37 °C’de
24 saat inkiibasyona birakilmaktadir. Bu siirenin so-
nunda Ustteki vasat atilmakta farkli konsantrasyon-
larda numune igeren taze vasat kuyucuklara tutunmus
olan hiicrelerin iizerine eklenmektedir. Hiicreler 24
saat daha inkiibe edilmektedir. 24 saatin sonunda
istteki vasat atilmakta negatif kontrol grubu disinda
tlim hiicrelerin iizerine 1C5, konsantrasyonunda (ICs,
konsantrasyonu, hiicre canlilig1 deneyi ile 6nceden
tespit edilmektedir.) H,0, eklenmektedir. Hiicreler
37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edilmektedir. Her
bir kuyucuga 20 pl 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-
feniltetrazolyum bromiir eklenmekte ve plaka 37
°C’de 4 saat daha inkiibe edilmektedir. Kuyucuklar-
daki vasat atilmakta ve kuyucuklara 150 pl dimetil
siilfoksit eklenmektedir. Ardindan plaka oda sicakli-
ginda 20 dk calkalanarak inkiibe edilmektedir.
Spektrofotometrede 492 nm’de absorbans 6l¢limil
yapilmaktadir.*®
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Insan endotel hiicreleri olan EA.hy926 hiicre-
leri, %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM va-
satinda %5 CO,’li ortamda 37 °C’de inkiibasyona
birakilmaktadir. Hiicre vasati her 2 giinde 1 degisti-
rilmektedir. Hiicre yogunlugu arttiginda stok hiicre
¢ozeltisinden hiicrenin konsantrasyonu 10* hiicre/ml
olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmekte ve
12 saat inkiibe edilmektedir. Hiicrelerde aclik duru-
munu olusturmak i¢in %1°lik FBS ve farkli konsant-
rasyonlarda numune ¢6zeltisi igeren vasatla bir gece
boyunca muamele edilmektedir. PBS ile 2 kez yi-
kandiktan sonra hiicreler 30 pM diklorodihidrofluo-
rescein diasetat igeren FBS’siz bir ortamda 37 °C’de
30 dk inkiibe edilmektedir. ROS iiretimi, 488 nm’de
uyarildiktan sonra 525 nm’de diklorofloresin flore-
sansinin floresans yogunlugu olgiilmektedir.*’

MDA, SOD, CAT VE GPX

RAW 264,7 hiicreleri, %10 FBS i¢ceren RPM 1640
(Hyclone Co. Ltd., ABD) vasat1 ile ve %5 CO,’li or-
tamda 37 °C’de inkiibasyona birakilmaktadir. Hiicre
yogunlugu %80-90’a ulastiginda hiicreler 2x10°
hiicre/ml olacak sekilde 6 kuyucuklu plakaya ekil-
mektedir. Hiicre yogunlugu %80-90’a ulastiginda
slipernatant atilmakta ve hiicreler PBS ile yikanmak-
tadir. Hiicrelerin iizerine kor ve numuneyi farkli kon-
santrasyonlarda iceren vasat eklenmektedir. 24 saat
inkiibasyona birakilmakta daha sonra vasat atilip hiic-
reler tekrar PBS ile yikanmaktadir. Hiicreler kit
talimatlarina gore pargalanmakta ve siipernatant top-
lanmaktadir. Hiicrelerdeki MDA, CAT, SOD ve GPx
icerikleri kit talimatlarina gore belirlenmektedir.*®

I IN ViVO YONTEMLER

AKUT INFLAMASYONDA ANTIINFLAMATUAR
ETKININ DEGERLENDIRILMESI

KARRAGENAN ILE OLUSTURULMUS PENGE ODEMI

Karragenan ile olusturulmus pence 6demi deneyi in
vivo olarak antiinflamatuar etkinin degerlendirilme-
sinde en sik kullanilan modeldir. Deneyde sican ve
fareler kullanilir.*>>° Test ¢ozeltisi oral yoldan hay-
vana verildikten 30-60 dk sonra hayvanin arka pen-
cesinin subplantar dokusuna 0,1 ml karragenan
(%0,1°1ik ¢ozelti) enjekte edilmekte ve akut infla-
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masyon olusturulmaktadir. Karragenan enjeksiyo-
nundan sonra belirli zamanlarda (1, 2, 3, 4, 5. saatler
gibi) penge hacmi olgiilerek antiinflamatuar etki he-
saplanmaktadir.®® Referans bilesik olarak en sik in-
dometazin tercih edilse de selekoksib ve aspirin
(Solarbio Science and Technology Co., China) de
kullanilabilir. Plasebo olarak karragenan (%0,1’lik
¢ozelti) kullanilabilir.*->! Karragenan non-immiino-
jenik, iyi aragtirilmis ve yiiksek oranda tekrarlanabi-
Karragenan meydana gelen
Inflamasyon, akut Inflamasyondur.>

lirdir. ilavesiyle

FARKLI AJANLAR ILE OLUSTURULMUS
PENGE ODEMI

Karragenan yerine histamin, serotonin, prostaglan-
din ve bradikinin de kullanilabilmektedir.’® Hista-
min, akut Inflamasyonun 6nemli bir aracisidir;
vaskdiler gecirgenligi artirmakta ve inflamatuar ajan-
larla birlikte inflamasyonu uyarmaktadir. Ayn za-
manda hiicre farklilagmasi, cogalmasi, hematopoez
ve hiicre yenilenmesi gibi ¢esitli fizyolojik fonksi-
yonlara da etki etmektedir. Plazma sivisinin ve pro-
teinlerin hiicre dis1 bosluklara ¢ikmasina neden
olmaktadir. Ozellikle H,, ve H, reseptorleri iizerinde
etki etmekte, 6dem olusmasini hizlandirmaktadir.>*
Bradikinin de Inflamasyonda énemli bir rol oyna-
maktadir. Histamin ve prostaglandinler ile birlikte
vazodilatasyona neden olmakta ve Inflamasyon olus-
turmaktadir.® Histamin ya da bradikinin ile olustu-
rulmus penge Odemi deneyleri karragenan ile
olusturulmus pence 6demi deneyine alternatif olarak
digtiniilebilir. Karragenan ile olusturulmus pence
6demi deneyinde farkli olarak karragenan yerine 0,1
ml histamin (%0,1°lik ¢6zelti), serotonin (%0,02’1ik
¢oOzelti), prostaglandin (1 nmol/penge ¢bzeltisi) ve
bradikinin (10 nmol/penge ¢ozeltisi) kullanilabil-
mektedir.>

PLOREZI

Plorezi, eksudatif bir inflamasyonu temsil etmekte-
dir. Deneyde fare kullanilmaktadir. Hayvana, karra-
genan, dekstran gibi inflamasyon yapict bir ajanin
enjekte edilmesiyle inflamasyon olusturulmaktadir.
Plorezi deneyinde, plevral sivinin damar digina ¢ik-
masini, lokosit go¢iinii ve biyokimyasal parametre-
leri 6lgmek ve boylece antiinflamatuar etkiyi
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degerlendirmek miimkiindiir.’*” Test ¢ozeltisi, hay-
vanlara oral yoldan uygulandiktan 1 saat sonra hay-
vanlara inflamasyon yapici ajan (karragenan gibi)
intraplevral olarak enjekte edilmektedir. 4 saat sonra
hayvanlar dldiiriilmekte, 16kositlerin ve toplam pro-
teinlerin kantitatif analizi yapilmaktadir.’®

KROTON YAG! ILE OLUSTURULMUS KULAK ODEMI

Kroton yagi, protein kinaz C’nin aktivasyonuna bagl
olarak 16kosit infiltrasyonu ve serbest radikallerin
olusmasi yoluyla lokal Inflamasyon gelistirmektedir.
Bu enzim, fosfolipaz A, ve MAPK’ler gibi bir dizi
enzimatik yolu indiiklemektedir. Trombosit aktivas-
yon faktorii ve aragidonik asit salgilanmakta dolayi-
styla vazodilatasyon olusmaktadir. Serotonin ve
histamin salinimini uyarmakta ve sirasiyla COX ve
5-LOX enzimi yoluyla prostaglandin ve 16kotrien
tretimini baglatmaktadir.* Topikal uygulanan, anti-
inflamatuar etkisi oldugu diisiiniilen numunelerin et-
kinligini 6lgmek i¢in kullanilmaktadir.®® Deneyde
daha ¢ok Isvigre fareleri kullanilmaktadir.' Kroton
yaginin asetondaki ¢ozeltisi hayvanlarin sag i¢ kulak
ylizeyine topikal olarak uygulanirken sol kulaklarina
sadece aseton ¢ozeltisi uygulanmaktadir. Kroton yagi
uygulandiktan sonra sag kulaklarmna test ¢ozeltisi uy-
gulanmaktadir. 1 saat sonra hayvanlar dldiirtilmekte
ve kulaklar kesilmektedir. Her iki kulaktan alinan 6r-
neklerin agirliklart Olgiilerek etki degerlendiril-
mektedir.>*%
(Sigma Chemical Co., ABD) ve indomethaazin
(Sigma Chemical Co., ABD) sik kullanilmaktadir.®!
Kroton yag1 yerine ksilen, sinnamilaldehit, kapsaisin,

Referans bilesik olarak deksametazon

fenol gibi farkl ajanlar da kullanilabilmektedir.®'%

VASKULER GEGIRGENLIK TAYINI

Inflamasyon sirasinda, plazma bilesenlerinin enfekte
dokuya erigsmesini kolaylagtirmak icin vaskiiler ge-
cirgenlik artmaktadir. Vaskiiler gecirgenligin artmasi
ve 0dem olugmasiyla, plazma bilesenleri damar di-
sina ¢ikmaktadir. Histamin, prostaglandin ve seroto-
nin ve diger inflamatuar mediyatorlerin diizeyinde
artts olmaktadir. Inflamasyona bagli damar gegir-
genligindeki artisin ve inflamasyonlu bolgeye hiicre
g6¢liniin inhibisyonunun derecesi vaskiiler gegirgen-
lik deneyi ile 6l¢iilmektedir.®* Deney hayvani olarak
sigan veya fare kullanilmaktadir. Test ¢ozeltisi, hay-
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vanlara oral yoldan uygulandiktan 1 saat sonra hay-
vanlara intravendz olarak Evans mavisi enjekte edil-
mektedir. 30 dk sonra asetik asit, tuzlu su igindeki
%0,7’1ik ¢ozeltisi halinde intraperitonal olarak uygu-
lanmaktadir. Asetik asit enjeksiyonundan 30 dk sonra
hayvanlar 6ldiiriilerek Evans mavisinin damarlardan
periton sivisina sizma derecesi spektrofotometrik ola-
rak 6lgtilmektedir.6

KARRAGENAN ILE OLUSTURULMUS HAVA KESESI

Sigan ya da farenin deri altina karragenan uygulan-
masiyla hava kesesi olusturulmakta ve graniilasyon
dokusunun ¢ogalmas: saglanmaktadir. Bu durum
makrofaj ve 16kosit infiltrasyonuna neden olmakta-
dir.’® Eksiida protein konsantrasyonu, hayvanlarda
karragenanla olusturulmus hava kesesinde artan
damar gegcirgenliginin bir gostergesi olarak deger-
lendirilmektedir. Steril hava, hayvanlarin deri altina
3 giin ara ile 2 kez olacak sekilde enjekte edilmek-
tedir. Altinct giinde, hayvanlara test ¢ozeltisi oral
yoldan uygulanmaktadir. 1 saat sonra hava kesesine
karragenan enjekte edilmekte ve 24 saat sonra hay-
vanlar oldiiriilmektedir. Hava keselerinden eksiida-
lar toplanmakta ve lokosit sayimi yapilmaktadir
Deksametazon, diklofenak sodyum gibi antiinfla-
matuar ajanlar referans bilesik olarak tercih edil-
mektedir.®¢7

I KRONIK INFLAMASYONDA
ANTIINFLAMATUAR ETKININ
DEGERLENDIRILMESI

PAMUK PELLET ARACILIGIYLA GRANULOM
OLUSTURULMASI

Graniilomatdz Inflamasyon, 16kositlerin cogalmasi
ve birikmesi ile karakterize, zayif ¢ozlinlir bir mad-
denin neden oldugu kronik inflamatuar yanittir.
Pamuk pellet araciliiyla graniilom olusturulmasi de-
neyinde hayvanin deri altina pamuk pellet yerlestiril-
mekte boylece graniilom olusmas: uyarilmaktadir.
Kronik Inflamasyonda antiinflamatuar etkinin ince-
lenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Kronik Inflamasyonun proliferatif ve transiidatif faz-
lar1 Tizerindeki etkisini ortaya koymaktadir. Deneyde
sigan kullanilmaktadir. Hayvanlara anestezi altinda
karnimin her iki yanina birer tane olmak tizere deri al-
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tina, tartilmis, steril, pamuk pellet yerlestirilmekte-
dir. Test ¢ozeltisi 7 giin boyunca giinde 1 defa olacak
sekilde hayvanlara oral olarak verilmektedir. Sekinci
giinde yine anestezi altinda pamuk pelletler ¢ikaril-
makta 60 °C’de 18 saat tutularak kurutulmaktadir.
Kurutulan pamuk pelletler tekrar tartilmakta ve orta-
lama agirhig1 hesaplanmaktadir. Test ¢ozeltisinin
transiidatif agirligi, graniilom olusumu ve graniilom
inhibisyonu yiizdesi hesaplanmaktadir. Referans bi-
lesik olarak diklofenak sodyum gibi antiinflamatuar
etkinlige sahip oldugu bilinen ajanlar kullanilmakta-
dir.®8

FORMALINLE OLUSTURULMUS PENCE ODEMI

Bu deney modeli, insan artritine benzerlik gdster-
mektedir ve kronik Inflamasyona kars antiinflama-
tuar etkinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.
Formalin kaynakl1 inflamasyon bifaziktir. Erken bir
norojenik bilesene P-maddesi ve bradikinin aracilik
eder, ardindan histamin, 5-hidroksitriptamin, pros-
taglandinler ve bradikininin dahil oldugu bilinen
doku aracili bir yanit gelmektedir.®” Deney hayvani
olarak sigan ve fare kullanilmaktadir. Test ¢ozeltisi
hayvanlara oral yolla uygulandiktan 1 saat sonra,
hayvanlarin sag arka patisine formalin enjekte edil-
mektedir. Hayvanlarin formalin enjeksiyonundan
sonra toplam yalama siiresi erken faz (0-5 dk) ve geg
faz (10-30 dk) olarak hesaplanmaktadir.”®"!

Oksidatif stres ve inflamasyon arasindaki iliski
birgok ¢alisma ile ortaya konmustur. Oksidatif stresin
kronik inflamatuar hastaliklarda patojenik bir rol oy-
nadigini kanitlanmigtir.”> Bu nedenle antiinflamatuar
etkinin degerlendirildigi in vivo deneylerde hayvan-
dan alinan 6rnekler iizerinde MDA ve antioksidan en-
zimlerin (SOD, CAT, GPx vb.) konsantrasyonu
siklikla ol¢iilmektedir.”> "
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[l SONUC

Inflamasyon ve inflamasyona bagli gelisen hastalik-
lar diinyada sik goriilmektedir. Giiniimiizde infla-
masyonun tedavisi i¢in kullanilan ¢esitli ilaglar olsa
da giivenlik, etkinlik ve yiiksek maliyet gibi neden-
lerle yeni antiinflamatuar ilaglara olan ilgi artmak-
tadir. Diinyanin birgok yerinde inflamasyonun
tedavisinde geleneksel olarak dogal kaynaklar kulla-
milmaktadir. Ozellikle bitkilerin geleneksel kullani-
mindan yola ¢ikilarak bitkinin kendisinin ya da
bitkiden elde edilen aktif bilesiklerin antiinflamatuar
ajan olarak kullanilmasi1 degerlendirilmektedir. Bu
calismada, antiinflamatuar etkisi oldugu diisiintilen
aktif bilesiklerin degerlendirilmesinde kullanilan in
vitro ve in vivo deneyler derlenmistir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantist bulunan herhangi bir ilag¢ firmasindan, tibbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karari olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamigtir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya iiyeleri ile iligkisi, danigsmanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢calisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yoktur.
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