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OZET

Maclura Pomifera Bitkisinden Elde Edilen Su Ekstresinin
Ratlarda Karragenin ile Olusturulan Enflamasyon Modeli ve Sitokinler Uzerine

Etkilerinin incelenmesi

Amac: Arastirmada; Maclura pomifera’ dan elde edilen su ekstresinin ratlarda
karragenin ile olusturulan enfllamasyon modeli ve sitokinler iizerine etkilerini tespit

etmeye c¢alistik.

Materyal ve Metot: Calismada, ratlarda karragenin ile enflamasyon modeli
olusturuldu ve maclura pomifera’nin etkisi arastirildi. IL-1p, TNF-a sitokin diizeyleri
Olciildii. Calisma 5' ser rattan olmak iizere alti grupta yapildi. Birinci grup saglikls,
ikinci grup kontrol olup hayvanlara ¢esme suyu, {igiincli gruba 25 mg/kg indometazin
(IND) ve dordiincii, besinci ve altinct gruplara ise sirasi ile 0,5, 1 ve 1,5 g/kg dozlarda

maclura pomifera su ekstresi (MPSE) oral olarak verildi.

Denemeden bir saat sonra saglikli grup hari¢ biitiin ratlarin ayak pengelerinden
0,1 ml % 1’lik karragenin enjekte edildi. Penge hacimleri (enflamasyon) pletismometre

ve IL-1B, TNF-a diizeyleri de ELIZA Kkitleriyle 6l¢iildii.

Bulgular: MPSE’nin biitiin dozlarinin énemli oranda enflamasyon olusumunu

ve IL-1B, TNF-a diizeylerini anlamli oranda (p<0.05) azalttig1 belirlendi.

Sonug¢: Elde edilen sonuglardan, MPSE nin dozlarinin enflamasyonu ve buna

bagl olarak IL-1B, TNF-a diizeylerini azaltig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Enflamasyon, maclura pomifera, karragenin, sitokin ve rat



ABSTRACT

Maclura Pomifera Plant Obtained From The Water Extract Carrageenan-Induced

Inflammation in Rats Model and Investigation of the Effect on Cytokines

Aim: In the study, obtained from Maclura pomifera created with water extract

carrageenan in rats inflammation model and tried to determine the effects on cytokines

Materials and method: In this study, rats with carrageenan inflammation model
was created and investigated the effect of maclura pomifera. IL-13, TNF-a cytokine
levels were measured. 5th in overall study was performed in six groups, including
rattan. The first group of healthy, second group served as control to animals with tap
water, the third group received 25 mg / kg of indomethacin (IND) and the fourth, fifth
and sixth groups are respectively 0.5, 1 and 1.5 g / kg doses maclura pomifer to water

extract (MPSE) was given orally.

Trial of the hind paws of all rats one hour after 0.1 ml of 1% carrageenan was
injected, except the healty group. Paw volumes (inflammation) plethismometr and IL-

1B, TNF-a levels were measured with the ELISA Kit.

Results: From the results obtained, MPSE and consequent inflammation of the

dose of IL-1B, TNF-a levels were determined of decrease.

Conclusion: All doses of significant inflammation MPSE formation and IL-1p,

TNF-a levels significantly lower (p <0.05) were found to decrease.

Key words: Inflammation, maclura pomifera, carrageenan, cytokine and rat



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Al : Antienflamatuar.
ABC : Avidin-Biotin-Peroxidase Complex
B1R/Bdkrbl : Bradikinin B1 reseptorii

B2R/Bdkrb2 : Bradikinin B2 resept6rii

CAR : Karragenin

COX : Siklooksijenaz

DPA : Doku Plazminojen Aktivator

IL : Interldkin

IL-1 - Interlokinl

IL-1p . Interlokin-1 beta

IL-6 - Interlkin-6

IFN - Interferon

IFN-y : Interferon gama

IND : Indometazin

KKS - Kallikrein-kinin sistemi

LPS : Lipopolisakkarit

LT - Lokotrienler

MPSE : Maclura pomifera’nin su ekstresi
MSS . > Merkezi sinir sistemi

NO - Nitrik oksit

NSAI : Nonsteroidal Antienflamatuar
NSAIl : Nonsteroidal Antienflamatuar ilac
PBS : Fosfat buffer soliisyon

PG : Prostaglandin
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1. GIRIS
Enflamasyon, viicudun mikrobik ajan ve toksinlere karsi vermis oldugu tepkidir.

Dokularda hasardan sonra olusan ve organizmanin zararl yikici etkenlere karsi verdigi
yanittir. Enflamasyon cesitli organlarda ¢esitli hastaliklara sebep olmaktadir. Ornegin;

e Mide (Gastrit)

e Karaciger (Hepatit)

e Bagirsak (Enterit)

e Bobrek (Nefrit)

e Akciger (Pnémoni)*

Bunlarin haricinde; obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, gingivitis, goz
bozukluklari, metabolik sendrom, enfeksiyonlar, yaralanmalar, artrit, Alzaimer, astim,
allerji ve hatta kolon, meme ve akciger kanserin etyolojisinde rol oynamaktadir.?

Enflamasyon onleyici ilaglara antienflamatuar denilmektedir. Bu nedenle yaygin
kulanimi ve gesitliligi vardir. Bu ilaglar enflamasyonu 6nlemeye calisirken o6zellikle
gastrointestinal sistemde {iilser gibi hasarlara yol agmaktadir. Bu ise hem halki hemde
bilim insanlarin1 yeni arayislara sevk etmektedir. Dogadaki bitkiler organik yapida ve
sentetik materyallere gore daha az tehlikeli olmasi bu gibi sorunlara ¢oziim olacaktir.
Bu bitkilerin antienflamatuar ve antililser etkilerinin arastirilmasi ise yeni ufuklar
agacaktir.

Literatiirde bazi bitki ekstrelerinin ve metabolitlerinin antienflamasyon
etkilerinin incelendigi bazi arastirmalara rastlanmistir. Enflamasyonun onlenmesinde
oksidatif siire¢ iizerinde bu bitkilerin etkili olup olmadigmnin tespit edilmesi hakkinda
ise bilgiler oldukca sinirlidir. Siileyman ve ark likenler iizerine yaptiklar1 ¢aligmada

Lobaria Pulmonaria liken tiiriiniin antienflamatuar ve antiiilser etkilerini bulmuslardir.?



Bu bitkilerden biriside Tirkiye de siis bitkisi olarak yetistirilen Moracea
familyasina ait bir tiir olarak adlandirilan Maclura pomiferadir. Bolgelere gore halk
arasinda yalanct portakal, at elmasi, sahte portakal, ¢it elmasi olarak da
adlandiriimaktadir. Agacinin yapraklar1 ve meyvesi yesil renktedir.*® Maclura tiirleri
halk arasinda ila¢ olarak kullanilmaktadir. Kuzey Amerika’da yasayan Komansiler,
Maclura pomifera ‘nin koklerini kaynatarak goz yaralarinin tedavisinde s Bolivya’da
dis agrisi, yapraklar1 ve c¢ikarilan Oziiniin uterus kanamalarinda kullanildigi
belirtilmektedir.® Ayrica antibakteriyal, antifungal, antiviral, antitimér ve antimalariyal
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.* °** Maclura pomifera’ nin giiclii antioksidan
ozelligi yapisindaki izoflavinler, osajin ve pomiferinden olustugu bildirilmistir.> *™*3

Hem akut hemde kronik enflamasyon arastirmalarinda gesitli deneysel modeller
gelistirilmistir. Karragenin enflamasyon modeli maddelerin enflamasyonun akut fazina,
cotton pellet granuloma testi ise kronik fazina etkilerini arastirmak igin
kullanilmaktadir.** *°

Enflamatuar yanitta rol alan maddeler sitokinler olup, ilk yiikselenler ise
interlokin-1 beta (IL-1) ve tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a)’ dir.

Bu calismada; ratlarda karragenin ile olusturulan akut enflamasyon modeli

kulanilarak MPSE’nin in vivo antienflamatuar etkileri ve bu etkilerin sitokinler tizerine

etkileri tespit edilmeye ¢alisildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enflamasyon Tarihi Siireci

Enflamasyonun temel bulgulari olan “rubor” (kizariklik), “tumor” (siskinlik),
“calor” (1s1 artis1) ve “dolor” (agr1) eski Misir dokiimanlarinda (M.O. 3000) tespit
edilmistir. Virchow ise bunlara “functio laesa” (fonksiyon kaybi) eklemistir. 1793’ te
John Hunter enflamasyonun bir hastalik olmadigimi ve uyarana karsi baslatilmis
nonspesifik bir cevap oldugunu bildirmektedir. 1870’li yillarda ise Julis Cohnheim
tarafindan mikroskop ile enflamasyonda kapiller yatakta meydana gelen permeabilite
artigini, 1okosit gogiinii ve ekstravazasyonu tespit edilmistir. 1882’de Elie Metchnikoff
enflamasyonun asil amacinin fagositik hiicrelerin hasarli alana transferi oldugunu, Paul
Ehrlich ise uyaranlara kars1 sadece hiicresel elemanlarin (fagositler) degil ayn1 zamanda
serum faktorlerinin (antikorlar) de onemli rol oynadiklarimi bildirmistir. Sir Thomas
Lewis ise enflamasyonda kimyasal medyatorlerin (histamin) etkisi ile vaskiiler yatakta
degisiklikler oldugunu sé')ylemektedir.16

2.1.2 Enflamasyon Belirtileri

2.1.2.1 Lokal Belirtiler

Enflamasyonun lokal bes tip belirtisi vardir.

1) Kizariklik: Enflamasyon alanda bir¢ok medyatoriin etkisi sonucu damar
gecirgenligi ve damar genisligi arttigi i¢cin bolge daha fazla aktif olarak
kanlanmakta olup, yanginin erken evresi ve hafif seyreden reaksiyonlarda,
oldukga tipik goriilmektedir.

2) Is1 artisi: Damar genislemesi sebebiyle bolgeye daha fazla kan akimindan dolay1
stirtiinme arttigindan 1s1 artis1 olusmaktadir. Organizmada 1s1 dengesi son derece

onemli olup, akut enflamasyonun en énemli bulgusudur.



3)

4)

5)

Siskinlik: Damar gegirgenliginin artmasina baglh olarak bdolgede kan
plazmasinin sizmasindan olugmaktadir. Siskinligin tek sebebi olmayip,
proliferatif karakterde enflamasyonlarda meydana gelen graniilomlar veya
hiperplaziler, fibrotik degisiklikler de onemli faktordiir. Disaridan goriilebilen
enflamatuar reaksiyonlarda 6n planda olmasina ragmen goriinmeyen kisimlarda
ise daha onemsizdir. Ornegin, akcigerde olusan siskinligi gdzlemlemek
imkansizdir. Zira bu organda meydana gelen akut bir pnémoni, akcigerlerden
kopiiklii s1ivi gelmesine veya patolojik akciger seslerinin duyulmasina neden
olmaktadir.

Agri:  Sekillenmesindeki en oOnemli iki sebep; yangiyr tetikleyici
prostaglandinlerin ve enflamatuar siskinlikligin sinir uglarina baski yapmasidir.
Bazen kronik durumlarda arka planda kalmasina ragmen, romatoid artrit gibi
bozukluklarda 6n plana ¢ikmaktadir.

Fonksiyon Kayibi: Dogal olarak inflasmasyonlu organ fonksiyonlarini yerine
tam olarak getirememektedir.*’

2.1.2.2 Sistemik Belirtiler

Ates, en onemli sistemik belirti olup, baslica Interlokin-1 (IL-1) ve tiimér

nekrozis faktor (TNF) olusmasinda rol oynamaktadir. Lokositoz enflamatuar
reaksiyonlarda, ozellikle bakteryel enfeksiyonlarda 6nemli bir bulgudur. Lokositoz
baslangi¢ta kemik iliginden postmitotik rezerv havuzundan (IL-1 ve TNF nin sebep
oldugu) hiicrelerin hizlanmis ¢ikisiyla meydana gelmekte ve kanda immatiir nétrofil

artisiyla belirlenmektedir.*®

2.1.3 Enflamasyon Cesitleri

Enflamasyon akut ve kronik olmak iizere iki ayr1 formda siniflandirilir.*®



2.1.3.1 Akut Enflamasyon

Vaskiiler olaylarda temel rol uyarici etkene kars1 dokuda ilk olusan cevap olup,
tic komponenti ;

1-Vaskiiler cap degisikligi (Vazodilatasyon), kan akiminda artis (konjesyon-
staz)

2-Mikrovaskiiler sahada degisiklikler, permeabilite artisi, buna bagli plazma
proteinleri ve 16kositlerin damar digina ¢ikisi (eksiidasyon)

3-Lokositin - endoteli gecerek (transmigrasyon) enflamasyon bolgesinde
toplanmasidir.

Vaskiiler ¢ap degisklikleri zedelenmeden hemen sonra olusan gegici
vazokonstriksiyonla bagslar ve hemen arteriol, kapiler yatak ve veniilden olusan
mikrosirkiilatuvar sahada vazodilatasyon gelisir. Kan akimi artar, ortaya ¢ikan staz hem
l16kosit hareketlerine zemin hazirlar, hemde bu sirada vaskiiler sistemdeki gecirgenlik
artisina bagl ekstravaskiiler alana siv1 ¢ikisi olur.”

Vaskiiler gecirgenlikteki artis, endotel hiicre kontraksiyonu (histamin, bradikinin
ve lokotrienlerce), endotelyal hiicre baglantilarinda ayrilmalar TNF ve IL -1 gibi sitokin
medyatorlerince) ve endotelyal hiicre hasarmin siddeti ile olusan hiicre kaybi nedeniyle
ortaya ¢ikan bir durumdur.?

Zedelenen dokuda nétrofil, 16kosit ve monosit birikimi enflamasyonun
karakteristik 6zeligi olarak bilinir. Lokositlerin kiimelenmesi ve enflamasyon alaninda
etkileri su sekilde siralanir.

1. Damar i¢ yiizeyine yayilma

2. Hiicre gogii

3. Lokositlerin hasarli bolgeye gogii

4. Yizeye yapisan pargaciklarin oldiiriilmesi



5. Ekstraseliiler 16kosit iiriinlerinin serbestlesmesidir.?*

2.1.3.2 Kronik Enflamasyon:

Aktif enflamasyon ve iyilesme siireglerinin birlikte goriildiigii uzun siireli bir
enflamasyon olup, akut enflamasyonu izlemektedir. Bu ge¢is zedeleyici etkenlerin
devam etmesi veya iyilesme siireclerindeki bozukluklardan kaynaklanmaktadir.
Zedelenmenin bazi tiirlerinde etkene Kkarsi yanit baslangigtan itibaren kronik
enflamasyon olup, ortaya ¢ikaran zedeleyici etkenler akut enflamasyon yapanlardan
daha az toksik olmalarina ragmen, iyilestirme prosesleri daha uzun siire almaktadir.
Fibrozis birgok kronik inflamatuvar hastalifin ortak 06zelligi olup, organ
disfonksiyonunun 6nemli nedenlerinden biridir. Kronik enflamasyon; inatci
enfeksiyonlar potansiyel toksik ajanlara uzun siire maruz kalma ve otoimmiin hastaliklar

sirasinda olusabilmektedir.'® *#%* Akut ve kronik enflamasyonun seyri Sekil 2.1°de

goriilmektedir.
—~
Mediatorler >
—————>| Akut inflamasyon

Tamir
— Rejenerasyon

Hasar o Skar

— L[ SIRs/sepsis |-»| MODS/MOF }—»[ Oliim |

Mediatorler Kronik

inflamasyon
Devam eden infeksiyon
Devam eden toksinler
Otoimmiin hastaliklari I

Tamir
Rejenerasyon
Skar

Kisaltmalar:
MODS: Multi-organ disfonksiyon sendromu, MOF: Multi-organ yetmezligi.

Sekil 2.1. Akut ve Kronik Enflamasyon Seyri'®
2.1.4. Enflamasyonun Kimyasal Medyatorleri
Enflamatuar doku yanit1 olusmasinda aracilik eden kimyasal medyatérlerden, ilk

kesfedilen histamin olup, daha sonra bir¢ok sayida olduklari tesbit edilmis, hasarl



dokudan ve plazmadan koken alan kimyasal maddeler oldugu belirtilmistir. Ozellikleri
asagida siralanmistir;

1. Plazmadan koken alanlar (6rnegin: komplemanlar) biyolojik aktivitelerini
kazanmak i¢in bir dizi proteolitik degisiklikler gegirirler. Hiicreden koken alan
medyatdrler normalde intraselliiler graniillerde (6rnegin: histamin mast hiicrelerinde)
bulunmaktadir. Ihtiya¢ oldugunda salgilanir veya bir uyarrya karsi yeniden sentez
edilirler (6rnegin: prostaglandinler (PG).

2. Aktive edilince ve hiicreden salininca bu medyatdrlerin ¢ogu kimyasal
degisiklige ugrar (6rnegin: arasidonik asid metabolitleri) veya enzimler tarafindan
inaktive edilir (6rnegin: kininaz bradikinini inaktive eder).

3. Tamami hedef hiicrelerdeki spesifik reseptorlere baglanarak aktivite
gosterirler.

4. Bir kimyasal medyator hedef hiicreye etkiyerek ikincil medyator ¢ikisini
uyarabilir. ikincil medyatérler baslangigtaki medyatdrlere benzeyebilir, aynisi olabilir
ve bununla birlikte karsit aktivite de gosterebilirler.” %

Kompleman Sistemi:

Bu sistemde yer alan plazma proteinleri viicudun savunma sisteminin 6nemli
kismin1 olusturup, kemoatraksiyon, opsonizasyon, aktivasyon ve hiicre lizisinde 6nemli
rol oynamaktadirlar. Kanin ekstrakorporeal devrelerle temasi ile alternatif yol
komplement 3a (C3a), komplement 5a (C5a), protamin antagonizasyonu ile de klasik
yol komplement 4a (C4a), C3a aktive olmaktadir.

Kompleman sistem aktivasyonu ve klinik seyir arasinda iligki tam
aciklanamamig olsada bir¢cok c¢alismada postoperatif morbidite ile kompleman

aktivasyonu arasinda anlamli iligki bulundugu belirtilmistir.?’



Kinin sistemi:

Kallikrein-kinin sistemi (KKS) bradikinin dahil olmak iizere gesitli biyolojik
aktif kinin peptitler ve bunlarin tiirevlerini tireten ¢ok kompleks, enzim kaskadi
olusturdugu bildirilmistir. Giiglii vazodilatator ve enflamatuar yanit aracist olmasi
klasigine ek olarak son calismalarda KKS ile oksidatif stres arasinda baglanti
olabilecegi diisiintilmektedir. Kininler doku ya da plazma kallikreinler ve diger serin
proteazlar ile kininojenler proteolitik boliinme ile iiretilip, reseptor lizerinden etki ettigi
bildirilmistir. Bradikinin B1 reseptorii (B1R) enflamasyon ve diyabet de dahil olmak
tizere stres kosullart altinda meydana gelirken bradikinin B2 reseptorii (B2R) yapisal
olarak, ¢ogu dokuda bulunmaktadir. B1R, B2R ile birlestirilmis transmembran
reseptorlerdir. Ikisi de G-proteinidir Uyarilmas: hiicre i¢i Ca'" konsantrasyonlari
fosfolipaz A2 etkinligini yiikseltir. Cesitli aracilarin salinmasina yol agmaktadir. 28

Fibrinolitik Sistem

Trombiis i¢indeki fibrin doku plazminojen aktivatoriiniin (DPA) aktivasyonu
icin en 6nemli stimiilasyon oldugu bildirilmektedir. DPA trombiis varliginda stimiile
olunca karacigerden sentezlenen plazminojeni plazmine ¢evirerek ¢apraz baglari olan
fibrini pargalayarak fibrin yikim iiriinleri olusturur.?®

Vazoaktif Aminler

Histamin ve serotonin akut enflamasyonun en basinda artmis permeabiliteden
sorumlu medyatorlerdendir.

a. Histamin: En zengin kaynak kan damarlarina bitisik olan konnektif dokudaki
mast hiicreleridir. Ayrica kan bazofilleri ve trombositlerde saklanmaktadir. Mast
hiicrelerinden histamin salinimi, degraniilasyonuna yol agan cesitli fiziksel uyarilar
(travma ve soguk/sicak vb.), antikor baglanmasini igeren otoimmiin olaylar,

anafilatoksin diye adlandirilan kompleman sekilleri, nétrofillerden salinan katyonik



lizozomal proteinler ve bazi néropeptidler araciligiyla olmaktadir. Boylece arteriolar
dilatasyon ve veniillerin vaskiiler ge¢irgenliginin artmasina neden olup, eozinofiller igin
de kemotakside rol oynar ve histaminaz ile inaktive edilmektedir.

b. Serotonin: Trombositlerde ve mast hiicrelerinde graniillerde saklanirlar.
Trombositlerden ¢ikisini takiben, Kkollagenle veya antijen antikor kompleksleri ile
temastan sonra uyarilmaktadir. IgE aracili reaksiyonlarda mast hiicrelerinden
kaynaklanan trombosit aktive faktor (TAF), trombositlerden histamin ve serotonin
salinimina ve trombosit agregasyonuna neden olmaktadir.*

Noropeptidler

Biiyiik 6lctide ndromodiilatér ve nérohormon olarak gérev yapmasina ilaveten
lokal nérotransmitter fonksiyonlarininda oldugu séylenmektedir.

Peptidlerin fonksiyonu peptidazla sonlandirilmaktadir. Ayni néronda peptidler
ve basit norotransmitterler bulunabilmektedir.

Simdiye kadar tesbit edilen noroaktif peptidlerin sayis1 yiizden fazla oldugu
soylenmektedir. Arastirmacilar merkezi sinir sistemi (MSS)'de belkide ii¢ yiizden fazla
peptid olabilecegi varsayilmaktadir. Beynin tiimiinde yer almakla birlikte en fazla
limbik sistemde yer aldigi bildirilmektedir. Peptid ndrotransmitterlerin en onemlileri
endojen opiyoidler, hipotalamik hormonlar, kolesistokinin, norotensin, somatostatin, P
maddesi ve vazopressin olarak simiflandirilmaktadir.*

Arasidonik Asit Metabolitleri

Iskemiyle birlikte sitozolik kalsiyum seviyesi yiikselir, bu da fosfolipaz A2 yi
aktive ederek hiicre membran fosfolipidlerinden arasidonik asit sentezine yol
acmaktadir. Arasidonik asit baslica iki yol ile metabolize olmaktadir. Siklooksijenaz
(COX) yolu ile prostaglandin(PG) ve tromboksan A2 (TXAZ2), lipooksijenaz yoluyla

16kotrienler (LT) olusmaktadir. Iskemiyle birlikte gelen sitozolik kalsiyum yiikselmesi



aym zamanda hem lipooksijenazi hemde siklooksijenazi aktive etmektedirler.®

Arasidonik asit metabolizmasi Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Fosfolipidler

Fosfolipaz A

v
Arasidonik asit

Siklooksijenaz Lipooksijenaz-Yolagi
COX-reaksiyon

v Lokotrienler
PGG>

Siklooksijenaz
Peroksidaz-reaksiyon

Tromboksansentaz __ pG H>

/

Tromboksan Ay (TXA>)

%S\tmisentaz

Prostasiklin (PGI>)

¢ Izomeraz ¢
PGD> PGE>
Redliktaz
PGFo,

Sekil 2.2. Arasidonik Asit Metabolizmasi®®

2.1.5. Enflamasyonu Onleyici ilaclar

Antienflamatuar (Al), analjezik ve antipiretik etkileri olan bir ilag grubu olup,
kimyasal yapilart genellikle birbirinden farkli, terapotik ve yan etkileri birbirine
benzemektedir. Bu grup ilaglarin primer etkileri olan antienflamatuar etkinligi sentetik
veya dogal en giiclii antienflamatuar steroid olan glukokortikoidlerinkine gore zayif
etkiye sahiptir. Analjezik etkinlikleri, giiclii analjezikler olan fakat Al etkisi
bulunmayan narkotik analjeziklere gore genellikle daha zayiftir. Nonsteroidal
antienflamatuar ~ (NSAIl)lar  bagimlilk, uyusukluk ve biling  bulanikhig
olusturmadiklarindan ¢ogunlukla agrili hastaliklarda kullanilmaktadir. Ozellikle artrit,
osteoartrit ve benzeri romatizmal hastaliklar, genellikle enflamasyona bagl ve uzun

siire analjezik ilag verilmesi gereken durumlarda yararlidirlar. Bagimlilik yapmamalari,
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antienflamatuar etkilerinin bulunmasi ve terapétik etkilerine karsi tolerans olusmamasi
bu grup ilaglarn terapdtik degerini arttirmaktadir. NSAIl’lar narkotik olmayan
analjezikler olarak da adlandirimaktadir.>*

2.1.5.1 Nonsteroidal Antienflamatuar ila¢’larin Etki Mekanizmasi

NSAIi’larin prototipi aspirindir, yaklastk 100 yildan beri kullanilir ve
steroidlerin gii¢lii anti-enflamatuarlar etkilerinin gosterilmesinden ii¢ yil sonra 1949
yilinda fenilbiitazon bulunmasini takiben kullanilmaya baslanmistir. Esas etkilerini PG
sentezini baskilayarak (COX inhibisyonu) gostermelerine ilaveten, lizozomal enzim
salimmmini azaltmak, kompleman aktivasyonunun ve serbest oksijen radikallerinin
inhibisyonu, kininlerin aktivite ve artisini baskilamak, serotonin salinimini azaltmak,
lipooksijenaz inhibisyonu ile LT sentezini azaltmak, enflamatuar hiicrelerin
fonksiyonlarini ve gogalmalarim baskilamak gibi etkiler de gdstermektedirler.®

2.1.5.2 Nonsteroidal Antienflamatuar fla¢’ lar Simiflandirilmasi

A-Aspirin ve Salisilatlar

Aspirin zayif bir organik asittir ve siklooksijenazi geriye doniisiimsiiz olarak
asetilledigi i¢in digerlerinden farkli olup, viicuttaki esterazlar tarafindan hizla
asetillenerek salisilata ¢evrilir.

Salisilatlarin  antipiretik ve Al etkileri hipotalamusun termoregiilatuar
bolgesindeki ve etkili oldugu periferik dokulardaki PG sentezini engellemesi ile
saglanir. Subkortikal alanlardaki (talamus ve subtalamus) agrili uyaranlarida
baskilayabilmektedir.

Aspirin de dahil olmak iizere NSAII lerin tedavide ii¢ temel 6zelliklerinden
yararlanilir; enflamasyonu (antienflamatuar) ve agriyr azaltirlar (analjezi), atesi

distrtirler (antipiretik).
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B-Propyonik asit tiirevleri
Ibuprofen bu grubun kullanima giren ilk iiyesi olup, daha sonra

e Fenopropen

Naproksen

Ketoprofen

Flurbiprofen

Oksaprozin gelistirilmistir.

Bu ilaglarin hepsi analjezik, antipiretik ve Al etkili olup, romatoit artrit ve
osteoartritin kronik tedavisinde yaygin olarak kulanilmaktadirlar, ¢linkii gastrointestinal
sisteme etkileri aspirinden daha zayiftir. Bu ilaglar COX'u geriye doniisiimlii olarak
inhibe etiklerinden asprin gibi PG’ lerin sentezini engelerken LT’ lere etki gostermez,
karacigerde metabolize edilir ve bobrekler ile atilirlar.

C- indolasetik asit

Bu grup ilaglar;

e Indometazin (IND)
e Sulindak
e FEtodolak tan olusmaktadir.

indometazin (IND): Al etkileri aspinden daha gii¢lii olup, ancak romatoitli
hastalarin tolore edebildikleri dozlarda salisilatlar daha iistiindiir.

Ancak akut gut artritli, ankilozan spondilit ve kalga osteoartritinde aspirine ve
diger NSAII “lara gore enflamasyonu gidermede daha etkilidir.

Tedavide giiclii Al etkilerine ragmen toksik etkileri kulanimim yukarida sayilan
klinik durumlarla sinirlamaktadir. Ayni1 zamanda tiveite bagli goziin cerahi girisiminden
sonra ortaya ¢ikan agrinin kontroliinde ve Hodgkin lenfoma hastaliginda ates diger

ilaglara direngli oldugunda antipiretik olarak etkilidir. Aspirin gibi indometazin de
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uterusun konstraksiyonlarini azaltarak dogumu geciktirir. Patent ductus arteriyozusun
tedavisinde etkilidir.

Oral yolla uygulandiktan sonra {ist gastrointestinal sistemden hizla ve tamamen
emilmektedir. Karaciger tarafindan metabolze edilerek metabolitleri ile birlikte safra ve
idrarla atilmaktadr.

Indometazinin Yan etkileri:

Tedavi edilen hastalarin %50’ sinde yan etki gosterir, fakat hastalarin yaklasik
%20’si bu etkileri tolere edemezler. Ust gastrointestinal sistemde perforasyon ve
kanamalara neden olur. Kronik IND kullananlarda santral sinir sistemine (SSS) ait en
stk ve en siddetli yan etki hastalarin yaklasik % 25-50 ‘sinde goriilen frontal bas
agrisidir. Diger SSS yan etkileri dengesizlik, bas donmesi, goz kararmasi ve mental
konfiizyondur. Akut pankreatitde saptanmistir. Karacigere toksik etkileri nadir olup az
sayida 6liimle sonuglanan hepatit ve sariliga rastlanmistir. Hemopoetik sistemde IND
nétropeni, trombositopeni ve nadir goriilen aplastik anemidir.

D-Oksikam Tiirevleri

Bu grup ilaglardan proksikam sadece ABD de kullanilmaktadir.

E-Fenematlar

e Mefanamik asit
e Meklofenamat

G-Diger Tlaclar

e Diklofenak
e Ketorolak
e Tolmetin

e Nabumetin®
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2.2 Maclura Pomifera

Osage orange (yalanci portakal) olarak bilinen, agik giinesli alanlarda ortaya
¢ikan, kurakliga toleransli, toprak tipleri ve toprak nem kosullar1 genis bir yelpazede
yetismektedir. Bununla birlikte, pH 4,5 'lik bir alt toprak sinir1 olan, iyi drene
topraklarda yetisen ve ¢it ya da cayirlarda sik bulunmayan, diizensiz ormanlarda
bulunan bir bitkidir. Hintliler sert ahsap, yay ve mobilya yapmak i¢in kullanmaktadirlar.
Nisan ve Haziran aylarinda goze carpmayan yesil cigekler halinde izlenir, kaba sari
yesil olgun dokulu, agir yesil toplar halinde Ekim ve Kasim aylarinda diiser, asitli ve

siitlii olup, yenmeyen bir meyvedir.®” Meyve Sekil 2.3°de goriilmektedir.

Sekil 2.3 Maclura Pomifera(Osage Orange)®
Osage orange agacinin birkag bilesigi, izole edilmis, tespit edilmistir. Ornegin,
kok kabugu, ¢esitli fenolik bilesikler, dort ksanthonlar1 tespit edilmis (0sanjaxanthone,

alvaxanthone, macluraxanthone ve 8 -prenyltoxyloxanthone) olup, iki flavanones
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(euchrestaflavanone B ve C euchrestaflavanone) Ksantonlar sadece ¢ok ilging bir aile
olmay1p, birkag¢ bitki ailesi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Dahada 6nemlisi farmakolojik
Ozellikleri sayesinde, antimikrobiyal, antienflamatuar, antitiméral antidepresan
ozellikleri tespit edilmistir.>®

Moraceae, 37 cinse ait 1179 tiir barindiran tohumlu bitkilerin en genis
familyasidir. Maclura bu ailenin en kapsamli cinsindendir. Maclura pomifera (Yalanci
Portakal) 36 tiirden biridir. “>*! Sistematigi asagidaki gibidir.

Alem : Plantae ( bitkiler)

Divisio(Bo6liim) : Spermatophyta (Tohumlu bitkiler)

Subdivisio(Altboliim): Gymnospermae (Agiktohumlular)

Klassis : Magnoliopsida (Dicotyledoneae = Cift Cenekli Bitkiler)

Subklassis : Hamamelidae

Familya : Moraceae (Dutgiller)

Genus (cins) : Maclura

Tiir ‘Maclura pomifera (Raf.) C.K. Schneid. Yalanci
portakal*® 42

2.2.1 Maclura Pomiferanin Kimyasal Bileseni

Maclura pomifera tohumunda, sirasiyla: % 5.88 kiil, % 6.72 yag, % 32.75
yiiksek protein icerigi, % 33.89 nem, karbonhidrat icerigi %20,76 mg/100 g yag olarak
potasyum 421,65+0.01, kalsiyum 218,56+0.06, magnezyum 185,00+0.001, demir
3.25+£0.07, ¢inko 2.61+0.02, bakir 1.15+0.01 mg/100g kuru madde miktar1 oldugu

bulunmustur.
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Yagin fiziko-kimyasal 6zellikleri:

Sabunlagsma sayis1 174,57, iyot degeri 141,43 g/100 g yag olarak - anisidin
degeri 1.86; peroksit deger 2.33 meqO,/kg, asit degeri 0.66; karotenoid igerigi 0.59
mg/100 g yag; klorofil igerigi 0.02 (mg/100 g yag) ve kirilma indeksi 1.45.

Ham yagin yaglh asitler (%13.87) oleik, (%76.19) stearik, (%6.76) ve palmitik
asit (%2.40). Coklu doymamus triagilgliseroller (TAG) LLL, PLL, POL + SLL, OLL,
OOL (L: linoleik asit, O: Oleik, P: palmitik linoleik asit ve S: stearik asit) asitler biyiik
TAG'lar bulunmustur.

Maclura pomifera tohumu yagi. 852,93 mg/100 g tohum yagi olusturan steroller,
Sterol isaretleyici - Sitosterol, toplam sterol igeriginin %81" ini olusturdugu tohum yagi
ve kampesterol (%7,4), stigmasterol (%4,2) , Lupeol (% 4,1) ve izlemektedigir. 5-
avenesterol (%3,2) Tohum yagi, asagidaki bilesim ile tokoferol yoniinden zengin
(mg/100g): a-tokoferol 18,92, y-tokoferol 10,80, pB-tokoferol 6,02 ve 5-tokoferol 6,29
mg/100g oldugu kimyasal olarak belirlenmistir.’

2.3 Sitokinler

Enflamatuar ve immun cevabin baslangic ve effektér basamaklarinda yer alan,
cevabin siddetini ve siiresini diizenleyen diigiik molekiil agirlikli proteinlerdir. Spesifik
bir uyarana cevaben belli hiicre tiplerinden salinarak hedef hiicrenin fonksiyonu,
farklilasmasini, hareketi ve biliylimesini etkileyebilmektedirler. Benzer ve zit
fonksiyonlara sahip olabildikleri gibi tek baslarina ya da birbirleriyle iliskili olarak
salinabilirler. Oncelikle birbirlerini etkileyerek, sonra hiicre yiizey reseptorlerine
baglanarak ve daha sonra da hiicre fonksiyonu iizerine ‘sinerjistik’ veya ‘antogonistik’
etki gostererek bir ag igerisinde etkilesirler. Pek ¢ok fizyolojik cevapta onemli rol
oynayan genis bir hiicre grubu tarafindan {iretilmelerine ragmen, anakaynaklari

makrofajlar ve T hiicreleridir.*®
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Lokositler ve hiicreler arasindaki kimyasal iletisimciler olarak calisan diger
hiicreler tarafindan tiretilen ¢oziiniir proteinlerdir.

Cogu salgilanan sitokinler, biliylimesini veya farklilasmasini diizenleyen hedef
hiicrelerin yiizeyi lizerinde spesifik reseptorlere baglanir.

IL, interferon (IFN) ve TNF igerirler. Bunlar, immiin ve enflamatuar tepkileri
diizenlemek ve optimize etmek igin lokositlerin farkli aktivitesini kontrol ederek,
normal fizyolojik kosullar altinda hareket etmektedirler. Bagisiklik sistemini ve
hiicrelerin fonksiyonunu diizenler** ve immun sistemin 6nemli aracilaridirlar. Lokal
olarak 6rnegin otoimiin saldir1 altindaki nakledilen greft veya organlar gibi enflamasyon
bélgelerinde, bagisiklik islemlerini anlamada gereklidir.*

Cogalma ve farklilasma gibi 6nemli hiicre tepkilerini diizenleyen proteinlerdir.
Sitokin sinyal iletiminde 6nemli olaylar iyi bir sekilde tanimlanmis olup, sitoplazmik
tirosin kinazlarin janus kinaz (JAK) ailesinin iiyeleri aktivasyonuna yol acan, reseptor
toplanmasini tesvik etmektedir. Buna karsilik, transkripsiyon faktorleri ailesinin
tyeleridir. Sinyal Donistiirticiiler ve Transkripsiyon Aktivatorleri (STAT) dimerize ve
promoters 1, 2, 3, 4 ve STAT tanima siteleri ile genlerin transkripsiyonunu arttirmak,
fosforile edilmesini saglamaktadir.*

Enflamasyonun olusmasinda rol alan en 6énemli sitokinler; interlokin (IL-1, IL-
8), timor nekrozis faktdr (TNF-a ve B), interferon gama (IFN-y) ve kemokinlerdir.
Sistematik akut faz reaksiyonlarmi stimiile eden bu sitokinlerin endotel, 16kositler ve
fibroblastlar iizerine lokal etkileri de bulunmaktadir *" *®

Lenfositler, monositler, iltihabi hiicreler ve endotelyal hiicreler gibi immiin
sistem hiicreleri arasindaki etkilesmeleri diizenleyerek aktivitelerini yonlendiren

polipeptid yapisinda kisa etkili ve ¢oziiniir molekiillerdir. Lokositlere etki eden monokin
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ve lenfokinlere IL adi verilmektedir. Bu mediyatorler kaynaklarma gore
gruplandirilmaktadir;

* Lenfosit kaynakli sitokinler (lenfokin); IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, IL-15, TGF-
(transforming growth factor). IL-10 ve TGF-B immiin cevabi azaltirken, I1L-2, IL-4
lenfosit gelisimini indiiklemektedir.

* Makrofaj/monosit kaynakli sitokinler (monokin); IL-1a ve 3, TNF-o*

Sitokinlerin kaynagi ve gorevleri Tablo 2.3 de gdsterilmistir.
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Tablo 2.3 Sitokinler™®

SITOKINLER
Kaynag Gorevleri

T hiicre biiylime faktoriidiir.(Otokrin etkisi vardir). T ve B
IL-2  CD4(H)T lenfositler lizerinde etkisi vardir. B Hiicre proliferasyonunu

uyarir. NK hiicrelerin major uyaranidir. Asil gorevi hiicresel
immunitenin uyarilmasi

IL-3 T Lenfosit

Kemik iligi tizerine etkilidir. CSF olarak farklilagir. Kemik
iliginde miyeloit ve eritroit farklilasma ve Uremeyi uyarir.

IL-4 CD4(+)TH2

Humoral immiiniteyi uyarir. TH2 leri TH1leriinhibe eder.

IL-5 CDA4(+)TH2

Eozonofil iiretimi ve kemotaksisi. Ig E senteziniuyarir.

IL-6  CDA(+)TH2

TNF-a ve IL-1 Birlikte iltihabin sistemik etkisinden
sorumludur. B lenfositleri, 1g sentezinive akut faz protein
sentezini uyarir.

IL-7 Stromal Hiucre

B hiicre farklilagsmasini, T hiicre biiylimesi uyarir. Kemik
iliginde lenfosit (B ve T) Uretimini uyarir.

IL-8 T ve Makrofaj

Notrofil, bazofil ve T hiicre kemotaksisi

IL-9 Lenfositler

Kemik iliginde T hiicre biiyiimesini uyarir.

IL-10 CD (+)TH2

Immunsupresif etkilidir.(Ozelikle T lenfositlere)

IL-11 Stromal Hiicre

Kemik iliginde trombosit liretimini uyarir.

IL-12 Makrofaj ve B
hiicre

TH1 ve NK hiicrelerince IFy iiretimini uyarir.

IL-13 Lenfositler

Lenfositlerin biiyiimesini ve Ig E sentezini uyarir. Epitelyum
hiicrelerinden mukus iiretimini uyarir.

IL-15 Makrofaj TGFpB
T ve B Makrofajlar

NK ve CD8 Prolirerasyonunu uyarir. Immunsupresif
etkilidir.(Antisitokin) Kronik enflamasyonda fibroblastlari
uyararak fibrozis yapar. Rejenerasyonu durdurur.

IFo,p  Virils ve
enfekte hiicreler

Uretildigi hiicre iizerinde etkisi yoktur. Cevredeki hiicreyi
viriise kars1 korumay1 amaglar. NK hiicreleri aktive eder.
Antiviral etki ve fagositik aktiviteyi uyarir.

IFy CD(4) TH1 NK

Makrofajlar1 uyarir. Fagositik aktivasyonu klas 11 NK
antijenlerinin ekspresyonunu uyarir. TH2 hiicreler Bloke eder.
NK hiicreleri aktive eder. Makrofajlarin damar disina ¢ikisini
ve graniilom, histiyositik hiicre olusumunu uyarir.
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Interlokin 1 Beta

IL-1 biyiik bir dizi biyolojik faaliyetleri var olan ve dogrudan enflamasyon
sirasinda ifade edilen bazi genleri diizenleyen bir pro-enflamatuar sitokindir. Temel
hiicre makrofajlarin uyarilmasi ile ¢ok g¢esitli hiicre tarafindan salinan giglii
proenflamatuar sitokindir. Agonist aktiviteye sahip IL-1a ve IL-1p olmak iizere iki
cesittir. Bir gesitte antagonist olan ii¢lincii bir ligand vardir ve IL-1 reseptoriiniin
antagonistidir>" >

IL-1P esas olarak makrofajlardan salinmakla birlikte, fibroblastlar, T lenfositler
ve hava yolu epitel hiicrelerinden de salinir. Kemik iliginden nétrofillerin salinimai ile
16kositoza katkida bulunur ve gesitli hiicrelerden IL-6, IL-8, GM-CSF ve TNF-a gibi
sitokin ve biiyiime faktdrlerinin salinmasini uyarir.>

IL-1 sentezi, bakteriyal endotoksinler, mitojenler, viriisler, farkli antijenler ile
uyarilmaktadir. Diisiik dozlarda uzun siireli alinan etanol, IL-1 sentezini uyararak
spesifik immiin sistemin reseptor hiicresi CD4’lerin uyarilmasini s:;lglar.‘r’4

Akut inflamasyonun her asamasimi uyarir ve TNF-o ile birlikte endotelde
prokoagiilandir. Adezyon molekiillerini artirir. Lenfositleri ve sitokinleri uyarir. TNF-o
ve IL-6 ile birlikte enflamasyonun sistemik etkisinden sorumludur. Kronik enflamasyon
fibroblastlar: uyararak, kollajen sentezini uyarir.”

Tiimor Nekrozis Faktor Alfa

Bir transmembran proteini ve ¢oziiniir sitokin olarak mevcut olabilir. Pleiotropik
eylemleri olan bir sitokindir. TNF-o bagisiklik, enflamasyon, hiicre proliferasyonu,
farklilagmas1 ve kontrol ve apoptoz pleiotropik fonksiyonlari uygulayan giiglii bir

sitokindir. Proteinlerin TNF-a ailesi hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanan salgilanmis

sitokinler ve zar proteinlerini igerir.
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Bu ailenin elemanlari, TNF-a, a-lenfotoksin (LT-a ya da TNF-), CD40 ligand,
fas ligand ve diger bazi proteinleri igerir. Daha 6nce cachexin olarak bilinen TNF-a,
ismi, invitro ve fare modellerinde genis bir aralikta timor yok etme kapasitesine
sahiptirler.

TNF-a 26 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahip bir monomerik tip 2
transmembran bir 6n proteinin (tmTNF) olarak sentezlenir. tmTNF sitoplazmik kuyruk
daha sonra bir 17 kDa ¢oziiniir ya da dolasan sitokin sTNF halinde molekiilii serbest,
TNF-o dontistiiriicii enzim (TACE, bir matriks metaloproteaz) ile boliinmektedir.

sTNF ve tmTNF bagisiklik hiicreleri, 6zellikle aktive edilmis makrofajlar degil,
aynt zamanda T ve B lenfositleri ve dogal katil hiicreler, dendritik hiicreler ve
monositler genis bir yelpazede tarafindan iiretilmektedir. MSS icerisinde, mikroglia,
astrositler ve bazi néron popiilasyonlar: tarafindan tretilir.

STNF ve tmTNF yapisal olarak ilgili fakat fonksiyonel olarak farkli TNF
reseptorleri (TNFR), TNFR1 hiicre tiplerinin genis bir yelpazede (p55, CD120a) ve
TNFR2 (p75, CD120b), biyolojik fonksiyonlari ile etkilesim aracilik etmektedirler.>

Makrofajlardan TNF-a salinimmi uyaran en Onemli etken, Lipopolisakkarit
(LPS) ve diger mikrobik iirtinlerdir. IFN vy, LPS ile uyarilmis makrofajlardan TNF-a

salinimini artirir. TNF-a etkisini hiicre zarindaki reseptoriine baglanarak gosterir. TNF-
o’ nin en 6nemli etkisi nétrofil ve monositleri enfeksiyon veya enflamasyon bolgesine

cekip, aktive ederek etkenin ortadan kaldirilmasini saglamaktir. Bu etkiyi saglamak i¢in
TNF-a:

v" Vaskiiler endotelde adhezyon molekiillerini salgilatir. (selektin, integrin),

v' Vaskiiler endotel ve makrofajlardan kemokinlerin salinimini saglar ve 16kosit
kemotaksisini artirir.

v Mononiikleer fagositlerden IL-1 salinimini artirir,
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v’ Notrofil ve makrofajlarin mikrobisidal aktivitelerini artirir.
v' Enfeksiyonun lokalize edilmesi igin gerekli olan TNF-o’ mnm, agir

enfeksiyonlarda asir1 miktarda tiretimi ciddi sistemik anormalliklere yol acar.

v Hipotalamusta sicaklik esigini yiikseltir ve atese neden olur.

v’ Karacigerden, serum amiloid A ve fibrinojen gibi akut faz proteinlerinin
salinimini artirir.

v' Uzamis TNF-o iiretimi istah1 azaltir, kas ve yaglarin erimesine yol agar.

v Serum konsantrasyonu 107 M’nin iizerine ¢iktiginda kalp ve damar diiz kas1
kontraktilitesini baskilar. Bunun sonucunda sok tablosu gelisir.

v Endotelden doku faktoérii salinimini artirip ve trombomodiilin salinimini

azaltarak damar i¢i pithtilasmaya yol acar.”’
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Bitkileri

Maclura pomifera (yalanci portakal) Ankara Universitesi kampiis alanindan,
5.10.2010 yilinda Prof. Dr. Ergin HAMZAOGLU ve Dr. Murat KOC tarafindan
toplanip, incelenip ve uluslararasi teshis yontemleri kullanilarak tiirtiniin teshisi
belirlenmistir. Ornekler M.Ko¢ 1292 kodu verilerek Bozok Universitesi Biyoloji
Boliimii Herbaryumunda (Y ozgat) saklanmustir.

3.2. Maclura Pomifera’nin Su Ekstresi Hazirlanmasi

Ankara yoresinden toplanan Maclura pomifera (yalanci portakal) meyveleri
yikandiktan sonra kabugu soyuldu. Dilimlere ayrilarak 100 g’lik porsiyonlar halinde
siizgec kagidina sarildi. 250 ml distile su ile oda sicakliginda manyetik karistirici
tizerinde bir giin ekstrakte edildi. Liyofilizatdrde suyu uzaklastirilarak ham meyve suyu
ekstresi (MPSE) elde edildi.

3.3. Deney Hayvanlari

Calismamizda 190-210 g agirlikda Sprague-Dawley 30 adet rat kullanildi.
Deney hayvanlari Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
Laboratuvarlarindan temin edildi. Tez kapsamindaki biyokimyasal analizler Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya ABD Laboratuvarlarinda yapildi. Ratlar, deneye alinmadan 6nce
gruplara ayrildi ve standart bakim sartlar1 altinda muhafaza edildi.”®

3.4. Deneysel Calismalarda Kullamilan Kimyasal Maddeler

Indometazin: (Endol® kapsiil 25 mg) Deva ila¢ (Turkey)

Karragenin: Sigma (USA)

TNF - o ve IL1 - B parametrelerine Boster (USA) marka ELISA Rat Serum /
Plazma Kitleri

TNF-a : Product Code = EK0526
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IL-1pB : Product Code = EK0393

Tablo 3.1 Timor Nekrozis Faktor Alfa Kit igerigi

Katalog No Tanim Miktar
- 96-1lik anti-rat TNF-a antibody kapli plate 1
ST0000-10 Rat TNF-a Standardi 10ng/tubex2
AR1107 Biotinlenmis anti-rat TNF-a antibody 130 pl (dilution:100)
AR1103 Avidin-Biotin-Peroxidase Kompleks (ABC) 130ul(dilution 1:100)
AR1106-1 Ornek Seyreltme Tamponu 30 ml
AR1106-2 Antibody Seyreltme Tamponu 12mi
AR1106-3 ABC Seyreltme Tamponu 12ml
AR1104 TMB Reaktifi Soliisyonu 10ml
AR1105 TMB Durdurma Soliisyonu 10mi
Tablo 3.2 Interlokin-1 beta Kit ierigi
Katalog No Tanim Miktar1
- 96-lik anti-rat IL-1f antibody kapli plate 1
ST0000-10 Rat IL-1B Standardi 10ng/tubex2
AR1107 Biotinlenmis anti- rat IL-1p antibody 130 pl (dilution 1:100)
AR1103 Avidin-Biotin-Peroxidase Kompleks (ABC) 130 pl (dilution 1:100)
AR1106-1 Ornek Seyreltme Tamponu 30 ml
IL-1B Antibody Seyreltme Tamponu 12ml
AR1106-3 ABC Seyreltme Tamponu 12ml
AR1104 TMB Reaktifi Soliisyonu 10ml
AR1105 TMB Durdurma Soliisyonu 10ml
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3.5. Deneysel Calismalarda Kullamlan Cihazlar
e BIO-TEK EPOCH Elisa Reader (Eliza okuyucu) (USA)
e BIO-TEK ELX-50 Microplate Washer (Plate yikayici) (USA)
e GEN 5 Microplate Reader Software (Okuma ve hesaplama ig¢in
kullanilan bilgisayar programi) (BIO-TEK, USA)
e Hettich Rotina 38R Sogutmali santrifiij (Germany)
e Sanyo MDF-235 -80°C Derin Dondurucu Dolap (Japan)
e Heidolph Isitmali Manyetik Karigtirict (Germany)
e Beko +4°C ve -20°C Buzdolaplari (Turkey)
e Thermo OrionStar 111 pH metre (USA)
e |IKA MS-3 Dijital shaker (Plate karistirici) (USA)
e Inkiibatér: Esco (USA)
3.6 Deneysel Cahsmalarda Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislari
0.01 M PBS ¢ozeltisi: 8.5 g sodyum klortir, 1.4 g Na,HPO,, 0.2 g NaH,PO4, pH
7.2-7.6 ayarlanarak hacim 1L ye tamamlanir.
3.7. Ratlarda Karragenin ile Enflamasyon Olusturma
Calisma, beserli rat gruplart olmak {izere alti grupta yapildi. Birinci grup
saglikli, ikinci grup kontrol olup hayvanlara ¢esme suyu, tg¢iincii gruba 25 mg/kg
indometazin (IND) ve dordiincii, besinci ve altinct gruplara ise sirasi ile 0,5, 1 ve 1,5
g/kg dozlarda maclura pomifera su ekstresi (MPSE) sonda ile oral olarak verildi.
Anti-enflamatuvar etkileri karragenin ile olusturulan enflamasyonlu penge 6demi
modeli ile belirlendi. Ekstrenin anti-enflamatuvar etkisi 25 mg/kg’lik dozlarda
uygulanan indometazinin anti-enflammatuar etkisi ile karsilastirildi.
Karragenin enjekte edilmeden Once hayvanlarin ayak hacimleri diz eklemine

kadar pletismometre ile olgiildii. laglar verildikten bir saat sonra saglikli grup harig
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diger tiim gruplardaki ratlarin ayak pencesine 0,1 ml % 1’°lik karragenin enjekte edildi.
Karrageninin olusturdugu enflamasyonlu penge hacim artisi (penge 6demi), her saat basi
Olgiildii. Ekstraktlarin anti-enflamatuvar etkileri kontrol grubundan elde edilen
sonuglarla karsilastirilarak tespit edildi. Ratlardan eter anestezisi altinda kalplerinden
kan ornekleri alindi ve santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. -20° C de derin dondurucuda
saklandi. Saklanan serumlardan TNF-a ve IL-1p diizeyi dl¢iildii.

3.8 Tiimor Nekrozis Faktor Alfa Olciilmesi

Prensip

Boster rat TNF-a ELISA Kit standart sandvi¢ enzim-bagl immiin-sorbent 6l¢iim
teknolojisine dayanmaktadir. Rat TNF-a i¢in 6zel bir monoklonal antikor kaplanmis 96
kuyulu plate kullanilir. Standartlar ve test numuneleri kuyulara ilave edilir. Avidin-
biyotin-peroksidaz kompleksi yiiklenir ve baglanmamis konjugatlari PBS (fosfat buffer
soliisyon) veya TBS (Trizma baz tamponu) ile uzaklastirilir. ABC kompleksinin
(Avidin-Biotin peroksidaz) substrati TMB, enzimatik reaksiyonu goriiniir hale getirmek
icin kullanilir. TMB reaktifi, ABC kompleksi tarafindan katalize edilen reaksiyon
sonucunda mavi renk verir ve inkiibasyondan sonra eklenen durdurma soliisyonu
tarafindan renk sariya doniisiir. Sar1 rengin yogunlugu, baglanan numunenin rat TNF-a
miktari1 ile orantilidir.

Tiimor Nekrozis Faktor Alfa Calisma Prosediirii

Avidin-Biotin-Peroxidaz (ABC) soliisyonu ve TMB reaktifi kullanimdan 6nce,
30 dakika 37 °C 'de inkiibe edildi. Ornekler ve reaktifler seyreltilmesi tam zamaninda ve
esit bir sekilde karistirilildi. TNF-o standart diliisyonu kit prosediiriine uygun olarak
deney i¢in hazirlandi.

1. 1000 pg/ml kuyu basina 0.1 ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5

pg/ml, 31.2 pg/ml ve 15.6 pg/ml rat TNF-a standart diliisyonlar1 6nceden kaplanmis 96
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kuyulu bir plate i¢ine konuldu. Kor igin 6rnek seyreltme tamponundan ve 6rnekler her
bir kuyuya 0.1 ml eklendi.

2. Koruyucu kaplama ile plate kapland: ve 90 dakika 37 ° C' de inkiibe edildi.

3. Koruyucu kaplama kaldirilarak ic¢indeki tiim materyal uzaklastirildi ve
tamamen kurumamasina 6zen gosterildi.

4. Her bir kuyuya seyreltilmis biyotinlenmis anti-rat TNF-a antikoru
¢ozeltisinden 0.1 ml eklendi ve 60 dakika 37 ° C'de inkiibe edildi.

5. Plate 3 kez 1 dakika boyunca PBS ile yikandi ve i¢inde yikama tamponu
kalmasina izin verildi. Daha sonra yikama tampon atild1 ve kagit havlu veya diger emici
malzeme tizerinde plate kurulandi.

6. Her kuyuya hazirlanmis ABC kompleks ¢o6zeltisinden 0.1 ml eklendi ve 30
dakika 37 °C' de inkiibe edildi.

7. Plate 3 kez 1 dakika boyunca PBS ile yikandi ve i¢inde yikama tamponu
kalmasina izin verildi. Daha sonra yikama tampon atild1 ve kagit havlu veya diger emici
malzeme {izerinde plate kurulandi.

8. Her kuyunun igine hazirlanmig TMB reaktifinden 90 ul eklendi ve 15-20 dk
mavi tonda belirgin bir renk olustu.

9. Her kuyunun i¢ine hazirlanmis TMB stop ¢ozeltisinden 0.1 ml eklendi ve
renk hemen sariya doniistii.

10. Stop ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 30 dakika ig¢inde bir mikro-plate
okuyucuda 450 nm absorbansda (OD) okundu.

11.Hesaplama standartlarin verdigi absorbans degerleri ile konsantrasyonlari
kullanilarak standart egri (Sekil 3.1) ¢izildi. Standart egri kullanilarak numunelerin

konsantrasyonlar1 bulundu.
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Sekil 3.1. Tiimor Nekrozis Faktor Alfa standart egrisi

3.9 Interlokin-1 beta Ol¢iilmesi

Prensip

Boster rat IL - 1B ELISA Kit standart sandvi¢ enzim-bagli immiin-sorbent 6lgiim
teknolojisine dayanmaktadir. Rat IL - 1 i¢in 6zel bir monoklonal antikor kaplanmis 96
kuyulu plate kullanilir. Standartlar ve test numuneleri kuyulara ilave edilir. Avidin-
biyotin-peroksidaz kompleksi yiiklenir ve baglanmamis konjugatlart PBS (fosfat buffer
soliisyon) veya TBS (Trizma baz tamponu) ile uzaklastirilir. ABC kompleksinin
(Avidin-Biotin peroksidaz) substrati TMB, enzimatik reaksiyonu goriiniir hale getirmek
icin kullanilir. TMB, ABC kompleksi tarafindan katalize edilen reaksiyon sonucunda
mavi renk verir ve inkiibasyondan sonra eklenen durdurma soliisyonu tarafindan renk
sartya dontislir. Sar1 rengin yogunlugu, baglanan numunenin rat IL - 1p miktar1 ile
orantilidir.

Interlokin-1 beta Calisma Prosediirii

Avidin-Biotin-Peroxidaz (ABC) soliisyonu ve TMB reaktifi kullanimdan 6nce,

30 dakika 37 °C 'de inkiibe edildi. Ornekler ve reaktifler seyreltilmesi tam zamaninda ve
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esit bir sekilde karistiritlildi. IL-1p standart diliisyonu kit prosediiriine uygun olarak
deney i¢in hazirlandi.

1. 1000 pg/ml kuyu basma 0.1 ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5
pg/ml, 31.2 pg/ml ve 15.6 pg/ml rat IL-1pB standart diliisyonlar1 6nceden kaplanmis 96
kuyulu bir plate i¢ine konuldu. Kor i¢in drnek seyreltme tamponundan ve 6rnekler her
bir kuyuya 0.1 ml eklendi.

2. Koruyucu kaplama ile plate kaplandi ve 90 dakika 37 °C' de inkiibe edildi.

3. Koruyucu kaplama kaldirilarak icindeki tim materyal uzaklastirildi ve
tamamen kurumamasina 6zen gosterildi.

4. Her bir kuyuya seyreltilmis biyotinlenmis anti-rat IL-13 antikoru
¢ozeltisinden 0.1 ml eklendi ve 60 dakika 37 °C' de inkiibe edildi.

5. Plate 3 kez 1 dakika boyunca PBS ile yikandi ve icinde yikama tamponu
kalmasina izin verildi. Daha sonra yikama tampon atild1 ve kagit havlu veya diger emici
malzeme {izerinde plate kurulandi.

6. Her kuyuya hazirlanmig ABC kompleks ¢ozeltisinden 0.1 ml eklendi ve 30
dakika 37 °C' de inkiibe edildi.

7. Plate 3 kez 1 dakika boyunca PBS ile yikandi ve i¢inde yikama tamponu
kalmasina izin verildi. Daha sonra yikama tampon atild1 ve kagit havlu veya diger emici
malzeme {izerinde plate kurulandi.

8. Her kuyunun i¢ine hazirlanmig TMB reaktifinden 90 ul eklendi ve 15-20 dk
mavi tonda belirgin bir renk olustu.

9. Her kuyunun igine hazirlanmigs TMB stop ¢6zeltisinden 0.1 ml eklendi ve
renk hemen sariya donistii.

10. Stop ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 30 dakika iginde bir mikro-plate

okuyucuda 450 nm absorbansda (OD) okundu.
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11. Hesaplama standartlarin verdigi absorbans degerleri ile konsantrasyonlari
kullanilarak standart egri (Sekil 3.2) ¢izildi. Standart egri kullanilarak numunelerin

konsantrasyonlar1 bulundu.
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Sekil 3.2. Interlokin-1 beta Standart egrisi.

3.10 Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler IBM SPSS 20.0 software programi kullanilarak yapildi.®®
Gruplar arasindaki farkliliklar ve 6nem seviyeleri one-way variance analiz (ANOVA)
testi ile belirlendi ve p<0.05 seviyesindeki sonuclar onemli kabul edildi. Coklu

karsilagtirmalarda Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulandi.
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4. BULGULAR

MPSE" nin (0.5, 1, 1.5 g/kg) dozlarinin ve indometazinin 25 mg/kg dozunun
karrageninle olusturulan enflamasyon modeli {izerine antienflamatuvar etkileri
aragtirildi. Calismamizdaki, p<0.05 seviyesindeki sonuglar istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmis olup, ayn1 harflere sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel
acidan farksiz kabul edilmistir (p>0.05).

Sekil 4.1 incelendiginde, kontrol grubunda penge 6deminde 1.11 ml artis
Ol¢iilmiisken, MPSE 'nin 0.5, 1, 1.5 g dozlarinda sirasiyla 1.048+0.056, 0.780+0.116,
0.338+0.090 ml ve referans ilag IND ise 0.528+0.108 ml artis olarak ol¢iilmiistiir. Bu
sonuglara bakildiginda, 0.5 g MPSE grubunun kontrol grubu ile arasindaki fark anlamli
bulunmamis iken, MPSE" nin 1 ve 1.5 g dozlarinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda
hacim artis1 lizerine 6nemli derecede etkisi oldugu bulunmustur. 1.5 g/kg’ lik dozunun

referans ilag olan IND’ den bile daha az artis oldugu belirlenmistir.

Pence Hacim Artisi
1,4
1,2
1
= 08
06
04 .
02 W
Saglikli ~ Kontrol IN 0,5 g/kg 1 g/kg 1,5g/kg
MPSE  MPSE  MPSE
mStd. Error 0 009154 0,10832 005571  0,1161  0,08991
= Mean 0 1,11 0,528 1,048 0,78 0,338

Sekil 4.1 Maclura Pomifera’nin (0.5, 1, 1.5 g/kg) Dozlarinin, IND
(Indometazin), Kontrol ve Saglikli gruplarin Penge Hacimleri Artis1 gdsteren grafik.
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IL1-B seviyelerine bakildiginda kontrol (153.3334+4.312 pg/ml) grubunda diger
gruplarla kiyaslandiginda anlamli olarak yiiksek ol¢iilmiistiir (p<0.05). MPSE’nin 0,5
g/kg dozunun (125,333+2.419 pg/ml) verildigi grubun, IND (120,222+3,662 pg/ml)
grubu ile kiyaslandiginda aralarinda anlamli fark olmadigi goriilmiistiir (p>0.05).
Ayrica, 1 g/kg (109.778+3.538 pg/ml) ve 1.5 g/kg (107.333£1.757 pg/ml) MPSE’nin
verildigi gruplarin saghkli (103.778+£1.286 pg/ml) grupla kiyaslandiginda aralarinda
anlamli bir fark bulunamamaistir (p<<0.05). Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde MPSE’

nin ve IND” nin IL1-f seviyeleri tizerine 6nemli etkileri oldugu gézlemlenmistir.

160,000
145,000
£
S, 130,000
o
B 8sos
100,000
Saghkh Kontrol IND 059/kg 1,09/kg 1,59/kg

MPSE MPSE MPSE
m Std. Error 1,286 4,312 3,662 2,419 3,538 1,757

= Mean 103,778 153,333 120,222 125,333 109,778 107,333

Sekil 4.2 Maclura Pomifera’nin (0.5, 1, 1.5 g/kg) Dozlarimin, IND
(Indometazin), Kontrol ve Saglikli gruplarinin Interlokin-1 beta Diizeylerinin gosteren
grafik.

TNF-a seviyelerini gosteren grafik incelendiginde (Sekil 4.3), kontrol
(23.316+0.921pg/ml) grubunun TNF-a miktar1 diger tiim gruplarla kiyaslandiginda
anlamli olarak yiiksek oOl¢iildii (p<0.05). Referans ilag IND ‘nin (19.421+0.914pg/ml)
TNF-a miktar1 saglikli (16.737+0.178 pg/ml) ve MPSE dozlariyla kiyaslandiginda

anlamli olarak yiiksek bulunmusken (p<0.05), 0.5 g/kg (18.368+1.055pg/ml) ve 1 g/kg

(17.632+0.255pg/ml) MPSE gruplart aralarindaki fark ile saglikli ve 1.5 g/kg
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(17.316+0.580 pg/ml) MPSE gruplar1 arasindaki farklar anlamli bulunmamistir
(p>0.05).

TNF-a
25,000
— 22,000
S
g
N l l bl b
16,000
Saglikli ~ Kontrol IND 050/kg 1g/kg 1,50g/kg
MPSE  MPSE = MPSE
m Std. Error 0,178 0,921 0,914 1,055 0,255 0,580
® Mean 16,737 23,316 19,421 18,368 17,632 17,316

Sekil 4.3 Maclura Pomifera’nin (0.5, 1, 1.5 g/kg) Dozlarimin, IND
(Indometazin), Kontrol ve Saglikli gruplarinin Tiimér Nekrozis Faktor Alfa Diizeylerini
gosteren grafik.
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5. TARTISMA

Travma, enfeksiyon, iskemi sonrasi, toksik ya da otoimmiin yaralanmaya yanit
olarak dokuda ortaya ¢ikabilen ¢6ziiniir faktorler ile hiicreler arasindaki etkilesimler
enflamasyon olarak tarif edilebilir. Yikim hedefli ve onarim destekli diizgiin asamali
olmazsa, l6kositler, lenfositler ya da kollajen dokuda kalic1 hasarlara neden olabilir.**

Burada amag, hasarlayici etkeni, ortaya ¢ikan triinleri ortadan kaldirmak, zarar
oldugu simirlarda tutarak, hasarlanmis dokuyu tamir ve yenilenmesini miimkiin
kilmaktir. '8 2% 62

Ancak enflamasyon ve onarim Oliimciil olabilen hipersensitivite reaksiyonlari
eklem hareketini kisitlayip, intestinal obstriiksiyona yol agan fibroz bant olusumu gibi
tahrip edici etkiler olusturur. Yillar boyunca arastirmalarda anti-enflamatuar etkinlik
olarak, 1iyilestirmeyi artirip, tahrip edici etkileri kontrol altinda tutmak
hedeflenmektedir. Béylece droga(ilacin ham hali) ait istenmeyen etkilerin en az oldugu
tedavi seklinin bulunmasina calisilmaktadir. NSAII’ lar, yaygin olarak enflamatuar
hastaliklarin ~ tedavisinde kullanilmaktadir, ancak bu ilaglarin sebep oldugu
gastrointestinal erozyon ve bobrek hasar1 gibi 0nemli yan etkiler, kullanimlarini
sinirlamaktadir. Yiikksek doz uygulandiginda ise daha baska istenmeyen etkileri
dogurmaktadlr.zl’ 63

Bu istenmeyen etkileri en aza indirebilmek igin ¢evremizde yaygin olarak
goriilen bazi bitkilerin antienflamatuar ve antiiilser etkilerinin arastirilmasi: gelecekte bu
alanda cok onemli bir ¢igir acacagi diisiiniilmektedir. Baz1 bitki tiirlerinin organik
yapida ve genel toksikolojik 6zelliklerinin nispeten zararsiz veya az goriilmesi insanlar
i¢in biiylik bir avantajdir.

Bu bitkilerin etki mekanizmasi tam olarak agiklanmamis olmasi enflamasyon

gibi hastaliklara etkinliginden dolayr rutinde kullandigimiz bir¢ok ilacin yerine
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gecebilecek o ilaglar ile beraber kullanildiginda o ilaglarin etkinligini artirabilecek
potansiyel etkiye sahiptirler. Yayginlagan bitkisel ila¢ ve tedavi yontemleri, bu bitkilerin
belki de her giin besinlere katilarak yenmesi rutin hale getirebilecektir.

Maclura pomifera (yalanci portakal) siis bitkisi olarak yetistirilen bu bitkilerden
birisidir. Diinyanin bazi bolgelerinde halk ilac1 olarak kullanildigi ve kimyasal
bilesenleri literatiire geg:mistir.ﬁ4

Yapilan bu bilimsel denemelerin bitkinin ekstraktlari ile yapildigini, ¢linkii bitki
sudan ziyade farkli ¢oziiciiler de etken maddesini daha kolay verebildigi, bu yolla bitki
posasit yerine bitkinin ihtiyag olan tarafimm daha yiliksek oranda verdigini
bildirilmislerdir.*®

Bircok inflamatuvar ajan enflamasyon olusturmak icin kullannilmis olup,
bircogu (yumurta albumini gibi) terkedilirken bazilar1 da halen daha kullanilmaya
devam edilmektedir. Lambda-karragenin bunlardan birisidir. Ayrica bu amagcla
bradikinin, serotonin, histamin, dekstran, formaldehit, arasidonik asit, ksilen, asetik asit,

Freund adjuvam (6ldiiriilmiis Mycobacterium butyricum siispansiyonu), kroton yagi,

prostaglandin E; Brewer’s yeast (maya) soliisyonu, yumurta albumini, cotton-pellet,
12-0-tetradecanoylphorbol acetate, phorbol myristate acetate ve siklofosfamid
kullanilmaktadir.

Lambda-karragenin (chondrus’dan elde edilen bir ekstredir) yukarida sayilan
enflamatuar ajanlardan en ¢ok kullanilani olup bunun da genellikle % 1’lik soliisyonu
(serum fizyolojik veya distile su igerisinde hazirlanmakta) 0.05 ml hacimde siganlarin
sag arka pencesine subplantar yoldan uygulanmakta, viicut agirligi ayrimi yapilmadan
her bir sigana ayn1 miktarda verilir.

Zamanimiza kadar antienflamatuvar aktivitenin varligini ve giiciinii 6lgmek

amactyla bir¢ok test gelistirilmistir. Testler, temelde deney hayvaninin arka pencesine,
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kulak kepgesine, sirt alt1 derisine, plevra, periton veya mesane igerisine enflamasyon
olusturucu bir ajan vererek o bolgede olusturarak ve olusan bu enflamasyonun
antienflamatuar  etkinligi  oldugu varsayillan madde tarafindan  geriletilip
geriletilemedigine,  geriletilebiliyor ise bunun bilinen bir antienflamatuar ajanla
kiyaslanmasi suretiyle giiciine (potensine) bakilmasi esasina dayanmaktadir.

Ratlar 1900’11 yillarda infeksiyon hastaliklarinin arastirilmasina hayvan modeli
olarak kullanilmaya baslanmis ve bir ¢ok mikroorganizmaya duyarli oldugu tespit
edilmistir. Deneysel hayvan modeli olarak, mikrobiyoloji laboratuarinda yer almaktadir.
Farelerden daha biiylik olmalari, daha fazla miktarda deneysel 6rnek alinmasina olanak
saglarken, dezavantaj olarak gruplarinin az sayida bireyden olusmasi karsimiza
cikmakta dolayisiyla sonuglarda istatistiksel olarak belirgin farkliliklara neden
olmaktadirBir baska yoniiyle akciger histolojisinin bakteri sayilarinin incelenmesinde
kolaylik saglamasi, yagam siirelerinin uzun olmasi nedenleriyle tercih nedenidir.®

Swiss albino cinsi fareler ile Wistar veya Sprague-dawley cinsi siganlar ile
antienflamatuvar aktivite testleri i¢in, kolayca temin edilebilmeleri sebebiyle, en ¢ok
kullanilan deney hayvanlarldlr.67

Etkenin deneysel hayvan modelinde olusturdugu infeksiyon o6zellikleri, klinik
belirtileri ve ortaya ¢ikan immunolojik reaksiyonlar hayvan modellerinde yapilacak
deneysel calismalarda ve yontemin planlanmasinda insana en yakin o6zellikte oldugu
bilinmektedir. En 6nemli deza-vantaj hayvan modellerindeki deneysel ¢alismalarin
insan patojenlerinin inokulasyonunu devaminda etkenin deney hayvanina uyumu veya
immunsupre-sif etki olusturmasidir. Sonug itibariyle patojenin yayilmasi veya
replikasyonundan ziyade konagin immun cevaplart analiz edilebilmekte oldugu

bildirilmistir. %
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Antienflamatuar testlerinde fare ve sicanlar kullanilmaktadir. Karagenan, bir
deniz bitkisinden elde edilen bir poliholozit olup, su alip sisebilme o6zelligi vardir.
Antienflamatuar aktivite, sicanlarin pence i¢ine karragenin enjekte edilerek, aseptik
enflamatuar bir yanit olusturulmakta ve olusan hacimsel biiylimenin antienflamatuar
ilagla azalma miktar1 olarak kabul edilmektedir.®

Ilaglarin antienflamatuar etkilerini incelemek icin gelistirilmis, erken faz (1.
saate kadar) ve ge¢ faz (1. saatten sonraki zaman) olarak iki fazdan olusan karragenin
enflamasyon modeli akut bir modeldir. Erken fazin histamin, serotonin ve bradikinin
salinimina, ge¢ fazin ise PG olusumuna bagli olarak gelistigi belirtilmektedir Ayrica geg
fazinda notrofil infiltrasyonunun yam sira serbes toksijen radikalleride rol oynar.
Doymamis bir yag asidi olan ve hiicre membrani fosfolipidlerinde bulunan arasidonik
asit, fosfolipaz enziminin aktivasyonuyla ac¢iga ¢ikmakta, siklooksijenaz ve
lipooksijenaz enzimleri ile metabolize edilebilir. Siklooksijenaz iiriinleri olan PG’ler
enflamasyon patogenezinde Onemli role sahip olup, lipooksijenaz iirlinleri ise
hidroksieikozatetraenoik, epoksieikozatrienoik asit ve 19,20-hidroksiarasidonatlardir.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri karragenin Odeminin olusmasinda rol
0ynamaktad1r.64' 69-73

Plestimometre ve deney tipii metodu penge volimii oOlgmek icin
kullanilmaktadir.

Pletismometre (pletismograf) aracilifiyla 6l¢iim: Pletismometreler, giiniimiizde
ozellikle penge voliimiinii 6lgmek amaciyla kullanilan en modern cihazlarin, Ugo Basile
markal1 olanlar1 olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Bu cihazlarla yapilan dl¢iimlerde %
4’1k hata olasilig1 ihmal edilebilir olarak kabul edilmektedir. Deney hayvaninin sag
arka pengesi antiinflamatuvar etkinlik i¢in, sol arka pencesi ise kontrol amaciyla

kullanilmakta oldugu bildirilmistir.
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Deney tiipii ile penge voliimii 6lgiimii: Pletismometre cihazinin pahali olmasi
nedeniyle 6zellikle ekonomik imkan kisit1 olan yerlerde kullanilmaktadir.

Ajanin antienflamatuar bir etkinligi tespit edildiginde, bu etkinligin
antienflamatuvar etkilligi iyi bilinen bir antienflamatuar ajanla karsilastirilmasi
gereklidir. Antienflamatuvar etkinligi iyi bilinen ajanlara ‘“standart antienflamatuar
ajanlar” denilir. Indometazin, pence ddemi ydntemi igin 2.5, 3, 5, 7.5 ve 10 mg/kg, intra
peritoneal yolla, kulak kepcesi 6ddemi i¢in 1 mg/kg kulak kepgesi igerisine fenilbutazon
(100 mg/kg, per oral) , ibuprofen 100 mg/kg, per oral ve sodyum salisilat 100-300
mg/kg intra peritoneal sekilde uygulanan antienflamatuar ajanlardan bazilaridir.®’

Calismada indometazini 25 mg/kg dozda kullanmamizin sebebi olarak
karragenin enflamasyonunu daha diisiik dozlara gore giiclii baskilamasidir. Diger NSAI
ilaglar gibi histamin, bradikinin, serotonin ve PG sentezini inhibe ederek
antienflamatuar etki olusturdugu bildirilmektedir "

Literatiirde Maclura pomiferanin Al etkisi iizerine fazla arastirma yoktur. Yalniz
Kupeli ve arkadaslart Maclura Pomifera isole edilen isoflavin, scandenone ve
auriculasinin karagenin 6demini referans ilaca (IND’ ye gore) benzer olgiide inhibe
ettigini bildirmislerdir. Bunun yaninda en giiclii aktiviteyi scandenone nin gosterdigini
bildirmislerdir.76 Ayrica, bu bitkinin icerdigi izoflavonoidlerin antioksidan 6zelligine
sahip oldugu ve bu etki sayesinde antienflamatuar etkiye de sahip olabilecegi
diisl"lm'ilmektedir.77

Maclura pomifera ve igerdigi bilesenlerin antibakteriyal, antiviral, antifungal,

I”® ve ostrojenik”® etkilerinin oldugu baz

sitotoksik®, antitumoral, antimalarya
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Antifungal olarak myrothecium, pullularia, microsporum, trichophyton tiirlerine

tamamen etki ederken, fusarium tiirlerine kismen etki ettigi belirtilmektedir.®
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Bunyapraphatsara et al. tarafindan maclura cochinchinensis tiiriinden elde edilen
metabolitlerin  herpes simplex viriisiine kars1 etkili oldugu rapor edilmistir.®
Dharmaratne et al. yakin zamanda bu bitkinin i¢erdigi bazi bilesiklerin antimikrobiyal
ve antileismanyal etkili oldugunu bildirmislerdir.?? Tiim bunlara ilave olarak Voynova
et al. tarafindan deneysel tiimor olusturulan farelerde maclura aurantiaca bitki
ekstraktinin antitiimoral etkisi gé’)sterilmi$‘[ir.83

Calismamizda karrageninle olusturulan enflamasyon modeli lizerinde Maclura
Pomifera bitkisinin farkli dozlari, saglikli, sadece karragenin verilmis ve indometazin
uygulanmis rat gruplarinin birbirleri arasindaki farklari tespit edildi. Ayrica TNF-a ve
IL - 1B seviyelerini belirlendi.

Bizim ¢alismamizda, kontrol grubuna gére MPSE’ lerin 0.5 g/kg lik doz % 5.58,
1 g/kg lik doz % 29.7, 1.5 g/kg lik doz ise % 69.5, IND ise %52.4 oraninda penge
O0demini inhibe ettigi gorildii. Bu sonuglara gore 1.5 g/kg dozluk MPSE en fazla
inhibisyon gostererek IND’ den daha fazla penge 6demini azaltigi goriildii.

Sitokinler birgok hayvan modelinde, bakteriyel, viral, fungal, paraziter
enfeksiyonlarda, mikrobiyal saldirilara karsi, viicudun immun cevabinin ilk gdstergesi
olarak bilinmekte, enflamasyonda sitokin olarak ilk once TNF-o ve IL - 1P
uyarllm:;lktadlr.84

Yapilan ¢alismalar ¢ok sayida hastaligin patogenez veya tedavisinde sitokinlerin
rolii bulundugunu ortaya koymakta yasam ig¢in vazgecilmez ve organizmanin immiin
sistemini diizenleyen sitokinlerin viicuttaki diizeyleri, yaslanmaya bagli olarak
azalmakta ve neticede basit bir enfeksiyondan kansere kadar genis bir yelpazede bir¢ok
hastaliga duyarli hale gelinmektedir. Kontrol dis1 veya asir1 {iretimi ile de ¢ok sayida
klinik rahatsizliga neden oldugu konusunda deliller giderek artmaktadir. IL-1, TNF-a,

IL-6, IL-8 gibi baz1 sitokinler immiin reaksiyonlarmm yani sira enflamasyonun
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baslamasinda da 6nemli rol stlenmektedir. Bu sitokinlerin inhibisyonunu saglayan
ajanlar romatoid artrit gibi iltihapli hastaliklarin kontrol ve tedavisinde yararh
olabilecektir. &

Sitokinler enflamasyondaki en onemli etkilerini endotel, 16kosit, fibroblast ve
akut faz reaktanlar1 tizerine gostermektedirler. Endotel aktivasyonu ve adezyon kuvvet
molekiillerinin sentezini arttirmalarinin yaninda, birgok kimyasal medyatoriin, biiylime
faktorlerinin, eikanazonoidlerin ve nitrik oksitin salimini arttirirlar. Trombojenisiteye
neden olmaktadirlar. TNF-o ayni zamanda nétrofillerin etkilerini arttirip ve proteolitik
enzim desarj1 ile hiicre hasarina neden olabilir.'®

Karaciger sitokinler igin en Onemli sentez ve temizlenme organi olup,
enflamatuar yanit olusturarak koruyucu ve iyilestirici etkiye sebep olabildikleri gibi
hasara da sebep olabilirler.®

Cok fonksiyonlu ve pro-enflamatuar sitokin olan TNF-o monosit serisi hiicreleri
ve muhtemelen dogal oldiiriicii hiicreler tarafindan iiretilen, bazi timér hiicre dizileri
tizerinde bir sitotoksik ya da sitostatik aktivitesini gergeklestirir. Baska bir taraftan, T ya
da B hiicresi tepkilerini diizenleyen ve farkli immun hiicre dizelerinden ¢esitli sitokinler
uyarict ve siif I ve sinif I MHC molekiilleri ile uyarilmasi agir atesli yanitlara aracilik
eder. Béylece, TNF-o, giiclii bir bagisiklik diizenleyici bir molekiildiir &%

Onemli bir medyator olarak TNF-a, multipl organ disfonksiyonu ve sistemik
inflamatuvar reaksiyon sendromunda bilinmektedir. Serumda yiiksek seviyelerde
bulunmasi muhtemelen enfeksiyon isaret etmektedir.®

TNF-a enflamasyon bdlgesinde bulundugu gibi, genel dolasimda da
bulunmaktadir. Sistemik enflamasyonun modiilasyonundan sorumludur.*® Salinimi
endotoksin, enflamatuar medyatér veya sitokinler tarafindan uyarilan bir polipeptiddir.

IL-6 ile sinerjik etki gosterir.®® Onemli bir medyatér olarak notrofil aktivasyonu
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yapmaktadir. Kronik infeksiyoz veya malign hastaliklarla iliskili kasekside, septik sokta
ve graft versus host hastalifinda major role sahiptir.92

Kandaki monositler tarafindan uretilen IL-1B’nin ana fonksiyonlarindan biri
pirojenik bir sitokin olarak gorev yaptigidir. immunolojik durumlarda, yaralanmalarda
ve enfeksiyonlara yanit olarak tretilmektedir. Sentezi ve salinimi ¢ogu sitokinden farkli
olarak sikica kontrol edilmektedir. immun sistem, IL-1B’nin asir1 uretimi durumunda
IL-1B gen transkripsiyonunun baskilanmasi veya IL-1B’nin prekursoru olan pro-IL-
1B’nin olgun {iriine doniisiimiiniin engellenmesi gibi ¢esitli mekanizmalara sahiptir.93

IL-1B ve IL-6 gibi sitokinler, proinflamatuvar ve inflamatuvar degisikliklerin
olusmasina ve patojenlerin eliminasyonunu saglayan hizli bagisiklik yanitin ortaya
¢tkmasina yol ag:maktadlr.94

TNF-a ve IL-1B' nin enflamasyonun erken doneminde ortaya ciktigi benzer
ortak sinyal molekiilleri tizerinden etki gosterdigi bilinmektedir. TNF-o n6trofil
aktivasyonuna ve endotelyal 16kosit adhezyon molekiillerinin salinmasina neden olarak
notrofil aracili endotel hasarina katkida bulunmaktadir. Aktive olan olan nétrofillerden
salinan elastaz ve serbest oksijen radikalleri yoluyla endotel hasari olusmaktadir.”
TNF-a, IL 1B, IL 6 gibi proinflamatuvar sitokinler travmay1 takiben birka¢ saat iginde
eksprese olmaktadir.  Ikincil hasar baslamadan onleyici tedavilerin baslatilmasi,
mortalite ve morbiditenin azaltilmasi agisindan ¢ok énemlidir.*® %

Calismamizda MPSE 'nin, TNF-a diizeyini kontrol gurubuna gore

0.5 g/kg’lik doz i¢in %75.2
1 g/kg’lik doz i¢in %86.3
1.5 g/kg’lik doz i¢in %91.2
IND igin % 59.3
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baskiladig1 bulundu. Kontrol grubuna gére MPSE’ nin dozlar1(0.5, 1, 1.5 g/kg) istatiksel

olarak anlamli fark bulundu.(p<0.05)

MPSE "nin IL-1p diizeylerini ise kontrol grubuna gore

0.5 g/kg’lik doz igin % 56.5
1 g/kg’lik doz i¢in % 87.9
1.5 g/kg’lik doz igin % 92.8
IND i¢in % 66.8

baskiladigi bulundu. Istatiksel olarak MPSE’nin dozlarmin kontrol grubuna gore

anlamli fark bulundu (p<0.05).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu c¢alismada,

1. Maclura pomifera bitkisinin Kkarrageninle ile olusturulan enflamasyonu
onemli oranda onledigi, bununla paralel olarak sitokin diizeylerini (TNF-a ve IL-1PB)
diisiirdiigii goriildil.

2. Gelecekte MPSE ve bu ekstreden elde edilecek maddeler ile yapilacak
calismalarin  enflamasyonda dolayisiyla ¢ogu hastaligin  6nlenmesinde Onemli

faydalarinin olacagi kanaatindeyiz.
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