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SIMGE VE KISALTMALAR

Anti-CCP : Anti-siklik sitriilin peptid

ARA : Amerikan Romatizma Dernegi

o . Alfa

B : Beta

CAT : Katalaz

DIF . Distal interfalanjial

ELISA  : Enzyme-linked immunosorbent assay
FCA : Freund’s complete adjuvant

GM-CSF : Granulocyte macrophage-colony stimulating factor

GPx - Glutatyon peroksidaz
GST : Glutatyon S-transferaz
HE : Hematoksilen eozin
HLA : Human I6kosit antijen
H202 : Hidrojen peroksit

IL - Interlokin

MDA : Malondialdehit

MKF : Metokarpofalanjial
MTF : Metatarsofalanjial

NADPH : Nikotinamid difosfat hidrojen



NSAII
NO
NOs
02
PAM
PIiF
SOD
TBA
TMB
TNF

: Nonsteroid antiinflamatuvar ilag

- Nitrikoksit

: Peroksinitrit

: Oksijen

: Pressure application measurement
: Proksimal interfalanjial

. Stiperoksit dismutaz

: Tiyobarbitiirik asit

: Tetrametilbenzidin

: Timor nekroz faktor



GIRIS VE AMAC

Adjuvant artrit, hiicresel immiin yanitla olusmasi ve histopatolojik goriiniimlerinin
benzerligi nedeniyle romatoid artrit modeli olarak siklikla kullanilmaktadir (1-3). Bdyle bir
modelin olusturulmas: sadece hastalifin patogenezini arastirmak icin degil, pek c¢ok
antiinflamatuvar ve/ya da immiinosupresif/immiinomodiilator ilaglarin 6zelliklerini arastirmak
icin de faydalidir. Artrit multisiStemik bir hastalik olup, inflamasyon ve oksidatif stresin
primer rol oynadigi birgok deneysel hayvan ¢alismasiyla gosterilmistir (3-7).

Tibbi bitkilerin baz1 yararli maddeler tasidiklari bilinmekte ve bunlar ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ila¢ olarak kullanilabilmek amaciyla arastirilmaktadirlar. Bunlardan bir kisminin
viicuttaki rolleri saptanmisken, digerleri heniiz arastirma asamasindadir. Silimarin; Silybum
marianum bitkisinin meyvelerinden elde edilen silibin (silibinin), silidianin ve silikristin
isomerlerinden olugmus flavoglikanlarin bir karigimidir. Silimarin 30 yili askin bir siiredir,
Avrupa’da klinik olarak alkolik karaciger hastaliginin tedavisinde anti-hepatotoksik ajan
olarak kullanilmaktadir. Hepatoprotektif etkisinin; membran stabilizasyonu ve protein
sentezini artirmasinin yaninda, antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii aktivitesine bagh
oldugu gosterilmistir (8). Ilaveten, silimarinin antiinflamatuvar (9,10) ve antitimér (11)
etkilerini destekleyen deneysel c¢alismalar da bulunmaktadir. Bu ¢alismada sicanlarda
olusturulan artrit modelinde silimarin ile tedavinin koruyucu etkisini arastirmay1 amacladik.
Sicanlarda olusturulan deneysel adjuvant artrit, romatoid artrit modeli olarak kabul

edilmektedir.



Deneysel adjuvant artrit modelini olusturmak daha kolay ve efektiftir. Sicanlarda adjuvant
artrit modeli ile yapilmis pek c¢ok calisma oldugundan deneylerimizde deney hayvani olarak
sigan kullanmaya karar verdik. Deney hayvanlarinda olusturulan osteoartrit {iizerine
silimarinin etkisinin incelendigi birka¢ c¢alisma olmasma ragmen (12,13), bu ¢alismamiz
literatiirde deneysel adjuvant artrit modelinde silimarin tedavisinin etkisinin incelendigi ilk

calisma olacaktir.



GENEL BIiLGILER

ROMATOID ARTRIT

Romatoid artrit; etyolojisi belli olmayan, 6zellikle periferik sinovyal eklemleri tutan,
sinovyal hiicre proliferasyon ve inflamasyonunun eklemde dekstriiksiyon yapmasi ile
karakterize, sistemik, inflamatuvar ve otoimmiin bir hastaliktir (14-19). Hastalik siklikla deri,
kan damarlari, kalp, akciger ve kaslar gibi bir¢ok eklem dis1 dokuyu da etkiler (18,20,21).
Hastalik goriilen eklemde hasar olusturarak sakatliga neden olurken, klinik seyri, hastadan
hastaya biiylik degisiklikler gosterir. Bazi hastalarda az sayida, hafif seyirli ve kisa siireli
eklem tutulmalari goriiliirken, bazilarinda tedavi ne kadar yogun olursa olsun, kisa siirede
sakatliklar ve 6nemli organ hasarlar1 geligebilmektedir (20,21). Romatoid artrit diinyada tiim
irklarda %1 siklikla her yasta goriilebilir. En sik goriildiigli yaslar 40-60 yas arasidir. Hastalik
kadinlarda erkeklerden 3 kat daha fazla goriiliir (20).

Etimoloji

Romatoid artrit ismi romatoid ve artrit kelimelerinden olusur. Romatoid; Yunanca
rheumatos yani “akan” ve —oid son eki yani “—seklinde/—sekilde”, artrit ise “eklem” anlamina
gelen Yunanca —arthr ve “inflamasyon igeren durum” anlamina gelen —itis demektir. Boylece

artrit “eklem inflamasyonu”, romatoid ise “romatizma seklinde” anlamlarina gelir (21).

Etyoloji
Romatoid artritin etyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte; genetik, hormonal ve

cevresel faktorler hastalik olusumu ve prognozunda etkilidir (19,23).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Deri
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kan_damarlar%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kalp
https://tr.wikipedia.org/wiki/Akci%C4%9Fer
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kas

Genetik Yatkinhk

Genetik yatkinlik hastaligin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Ayni aile iginde birden
cok kiside goriilmektedir. Ornegin, bir kisinin birinci derece akrabalar1 arasinda romatoid
artrit tanist varsa o kiside romatoid artrit gelisme riski, genel topluma gore 16 kez artmis
bulunmaktadir. Romatoid artritli bir kisinin birinci derece akrabalar1 arasinda hastalik
bulunma siklig1 ise %10 kadardir. Tek yumurta ikizleri arasinda hastaligin birlikte goériilme
sikligi %30, ¢ift yumurta ikizlerinde ise %35 oranindadir. HLA DR4 ve HLA DR1, romatoid
artrite yatkinlik olusturan genlerin basinda gelirken, romatoid faktorii pozitif olan hastalarda
%60-70 oraninda normal toplumda yaklasik %25 oraninda bulunmaktadir. Romatoid artrit ile
iliskili bulunan alellerin hepsinin yapisinda, benzer amino asit dizilimi gosteren bir bolge
oldugu goriilmiistiir. Bu bolge ortak epitop olarak adlandirilirken, romatoid artrite genetik
yatkinlik yarattigi diistiniilmektedir (22,24-26).

Cevresel Faktorler
Romatoid artrite neden olan ¢evresel faktorler arasinda infeksiyonlar, sigara, bakteriler

ve viriisler gosterilmistir (19).

a) Infeksiyoz ajanlar: Mycobacterium tuberculosis, Proteus mirabilis, Escherichia
coli, Epstein-Barr virus ve Parvoviriis B19 gibi mikroorganizmalar ile romatoid artrit
arasinda giiglii iliskiler oldugu goériilmistiir. Birgok bakterinin romatoid artrit patogenezinde
yeri olabilecegi ileri siiriilmiisse de hicbiri yeterli kabul gormemistir (22). Infeksiydz ajana
maruz kalma siddeti ve infeksiydoz ajanin olusturdugu partikiillerin 6zellikleri, immiin

sistemde degisiklige neden olup, romatoid artrit etyopatogenezinde 6nemli rol oynarlar (27).

b) Sigara: Cevresel faktorlerden sigara ile romatoid artrit arasinda gigli iliski
tanimlanmistir. Yapilan ¢alismalarda sigara i¢gmenin doza bagli olarak hastalik siddetini

artirdigi saptanmistir (27).

c) Diyet: Yapilan galismalar, balik ve balik iirlinleri tiiketiminin romatoid artritin
gelisiminde Onleyici ve hastalifin seyrinde olumlu etkileri oldugunu goéstermistir. K

vitamininin de hastaligin gelisiminde koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (27).



d) Hamilelik: Romatoid artrit kadinlarda erkeklere oranla 3 kat fazla goriilmektedir
(27). Hamilelik boyunca romatoid artrit seyrinin iyi oldugu, hastaligin remisyonda oldugu
veya aktive olmadigi saptanmistir. Postmenopozal donemde romatoid artrit

siddetlenebilmektedir (27-31).

Patogenez

Romatoid artritin etyopatogenezi heniiz tam olarak bilinmemesine ragmen,
immiinogenetik yatkinligi olan bireylerde bilinmeyen bir antijen (self antijen ve/veya ekzojen
antijen) ile sinovyal T hiicrelerinin aktivasyonunun romatoid siireci baslattigi
diistiniilmektedir (32). Hastaligin baslangicindaki kritik nokta, HLA-DR pozitif antijen sunan
hiicrelerin (APCs) oto reaktif CD 4+ Th hiicrelerine bu antijenleri sunmasidir. Aktif Th
hiicreleri ¢ogalir ve sinovyum igerisine yayilirlar (33).

Inflamasyonda basrolii oynayan molekiiller tiimdr nekroz faktor (TNF) alfa (a) ve
(ILy’lerdir (34). Ozellikle interferon-2, IL-2 ve IL-4 iiretiminde artis goriiliir. Sitokinler
sadece Th hiicrelerini uyarmakla kalmaz, makrofaj, fibroblast, osteoklast ve kondrositlerin de
aktif olmasii saglar. Th hiicrelerine benzer sekilde, makrofajlar da aktiflesir ve sinovyuma
goc¢ eder. Erken ve ge¢ romatoid artritte inflamatuvar hiicrelerin gogunlugunu Th hiicreler ve
makrofajlar olusturur. Uyarilmis makrofaj ve fibroblastlar TNFa, IL-1, IL-6, kemokinler,
prostaglandinler, proteazlar ve biiyiime faktorlerini iiretirler. Bu siirecin ilerleyen déoneminde
B lenfositler uyarilir ve romatoid faktor gibi otoantikorlar serbest kalir (33). Tiim bu hiicre
aktivasyonlar1 ve sitokin salinimlar1 neticesinde sinovyal dokuda yeni damar olusumu,
sinovyal hiicre proliferasyonu ile doku iskemisi sonucunda invazif bir doku olan “pannus

formasyonu” gelismektedir. Bu, hastaligin kronik faza gegtigine isaret eder (32).

Klinik Bulgular

Hastalarin eklem yakinmalar1 sorgulanmalidir bunun disinda hafif ates, halsizlik ve kilo
kayb1 goriilebilir (20,35). Hastaligin seyri hastadan hastaya biiyiilk oranda cesitlilik
gosterebilir. Bazi hastalarda orta seviyeli kisa-donem semptomlar goriiliirken, ¢ogunda

hastalik hayat boyunca gelisim gosterir (21).

1) Eklem bulgular:
Eller: En zengin ve karakteristik degisiklikler el ve el bileklerini simetrik tutmasi

sonucu goriiliir. Erken dénemde, tenosinovitler, proksimal interfalanjial (PiF) eklemlerin ig



seklinde (fusiform) sismeleri, ulnar stiloid cevresinin sismesi ile bu bdolgede diizlesme
goriiliir. Bir diger erken donem bulgusu, parmaklarda yanma ve karincalanma gibi bulgularla
seyreden median sinir basis1 nedeniyle olusan karpal tiinel sendromudur. Hastaligin
ilerlemesiyle klasik ge¢ donem deformiteleri gelisir. Bunlar; el sirtinin kas atrofisi sonucu i¢
biikey bir goriinlim kazanmasi, metokarpofalanjial (MKF) eklemlerde subluksasyon,
parmaklarin MKF eklemlerden itibaren ulnar tarafa dogru ¢arpilmalari (ulnar deviasyon), PiF
eklemlerde hiperekstansiyon, distal interfalanjial (DIiF) eklemlerde fleksiyon ile kendini belli
eden kugu boynu deformitesi veya bunun tam tersi olan diigme iligi deformitesi, basparmakta
Z deformitesi olarak gbzlenen sekil bozukluklari ve diisikk parmak durumu gozlenir (22).

Dirsekler: Sik tutulan bu eklemlerde agri ve sislik disinda ekstansiyon kusuru ilk
belirtiyken, semptomlara fleksiyon kusuru eslik etmedikce giinliik aktivitelerde bir azalma
goriilmez. Bu bolgenin muayenesi sirasinda romatoid nodiiller mutlaka kontrol edilmelidir
(22).

Dizler: Hastalarin %15 kadarinda ilk tutulan eklemler arasindadir ve bu hastalarin
biiylik kismi1 da tanidan Once bir meniskiis operasyonu gecirmis olurlar. Romatoid artrit,
dizlerin her iki kompartimanini tutmasi ile sadece medial bSliimii tutan osteoartrozdan ayrilir.
Diz tutulmasinda karsilagilabilecek bir durum, sinovyal sivinin popliteal fossaya dogru
uzanmasi sonucu olusan Baker Kistidir. Sinovyal sivinin bu sekilde agiga ¢ikarak bacagin
asagilarina dogru ilerlemesi ile tromboflebiti andiran bir durum ortaya ¢ikabilir. Eklem i¢ine
bir Kkortizon injeksiyonu ile kolayca tedavi edilebilecek bu komplikasyon, tromboflebit
gecirdiginden siliphe edilen artritli hastalarda diisiiniilmesi gerekir. Ultrasonografi, ayirici
tanida oldukga yararlidir (22).

Ayaklar: Agri ve hareket kisitliligi ayak eklemlerinde de goriiliir. Metotarsal eklemlerin
tutulmast sonucu ayak on kisminda genisleme, halluks valgus ve ¢eki¢c parmak seklinde
deformiteler ge¢ donem belirtileri olarak goriiliir (22). Ayak statiginin bozulmasi sonucu asiri
basinca ugrayan dokularda nasirlagmalar ve cilt iilserasyonlar goriiliir (30).

Servikal vertebra: Romatoid artritli hastalarin bir kisminda goriilen servikal vertebra
tutulumu korkutucu komplikasyonlara yol agtigindan dolay1 6nemlidir. En sik atlantoaksiyel
(C1-C2) eklem tutulumu goriiliir. Normalde aksisin odontoid ¢ikintisi ile atlasin arkusu
arasinda 3 mm’yi ge¢cmeyen bir bosluk vardir. Sinovit sonucu instabilite gelismesi ile
genisleyen bu alanda odontoid ¢ikintinin foramen magnuma dogru hareket etmesi ile servikal
kordun baski altinda kalmasi sonucu ¢esitli ndrolojik semptomlar goriiliirken; oksipital

bolgeye yayilan agri, boyun hareketleri ile agrida olan degisiklik, iist ekstremitelerde



parestezi, pozisyon hissinin kaybi, reflekslerde artis ile mesane ve barsak fonksiyon
bozuklugu goriilebilir. Ani hareket veya bir travmada cesitli nérolojik komplikasyonlar veya

ani 6liim goriilebilir (22).

2) Eklem Dis1 Bulgular:

Romatoid nodiiller: Hastalarin %30’unda gériiliir. On kol, yiiz ve cildin basinca maruz
kalan yerlerinde sik¢a rastlanir. Yataga bagimli kisilerde, boyun ve spindz prosesler tizerinde,
dizlerde, agir el isi yapanlarda el parmaklari arasinda goriiliirken daha ¢ok seropozitif ve
progresif hastalik aktivitesi belirgin olan hastalarda goriiliir. Akciger, kalp, safra kesesi gibi i¢
organlarda da romatoid nodiillere rastlanabilir (19,22).

Kalp tutulumu: Romatoid artrit, kalpte vaskiilit, nodiil gelisimi, serozit, fibroz ve
valviilit sonucu cesitli belirti ve bulgulara yol acabilir. Kalp tutulumunun en sik goriilen sekli
perikardittir. Hastalik stiresi ile bir iligskisi yoktur ve hastaligin ilk belirtisi olabilir.
Seropozitif, romatoid nodiillii hastalarda daha sik rastlanir. Miyokard tutulumu daha seyrektir
ve genellikle asemptomatik seyreden, sistolik fonksiyona nazaran diastolik fonksiyonu daha
fazla bozan bir miyokardit seklindedir. Ayrica ileti sistemini etkileyebilen fibrozis ve nodiil
gelisimi de goriilebilir. Kapak tutulumu, ekokardiografik inceleme ile hastalarm %30
kadarinda bildirilmigse de bu, genellikle hemodinamik bir bozukluga yol agmaz. Koroner
arterler ise romatoid vaskiilite bagli olarak tutulabilirler (19,22).

Norolojik tutulum: Romatoid artritte karsilagilan norolojik belirtilerin dort ana sebebi
vardir:

1) servikal vertebra tutulumu

2) tuzak noropatisi

3) periferik néropati

4) vaskiilite bagli gelisen monondritis multipleks

En sik rastlanan ndrolojik komplikasyon sinovyal hipertrofiye bagl olarak gelisen tuzak
noropatilerdir. Median, ulnar, posterior tibial ve radial sinirin posterior interosseoz dali sik
olarak etkilenir. Tuzak noropatiler iginde en sik goriilen karpal tiinel sendromudur ve bu
hastaligin erken doneminde goriiliir. Atlantoaksiyal eklem tutulumuna bagli olarak servikal
vertebra tutulumu goriilebilir. Santral sinir sistemi tutulumu olarak duramater ve koroid
pleksusta yerlesen amiloidoz, vaskulit, romatoid nodiillere bagli inme, hemoraji, ensefalopati,
menenjit goriilebilir, ekstradural yerlesimli nodiiller sinir kokii kompresyonuna veya

miyelopatiye neden olabilir (19,22).



Goz tutulumu: Kuru goz seklinde kendini belli eden keratokonjonktivitis sikka,
hastaligin ge¢ donemlerinde goriilen goz bulgusuyken (%10-35), hastalik siddeti ile bir iliski
gostermez. Tedavisi semptomatiktir. Oftalmik etkilenime bagli olarak Sjogren sendromu,
sklerit, gozde ani kizarma ve agr1 yapan ancak nadiren vizyonu etkileyen episklerit en sik
rastlanan gbz problemleridir. Hastalik siddeti ile iliskilidir ancak selim tablo goriiliir ve
genellikle tedavisiz iyilesir. Daha seyrek goriilen sklerit, nodiiler diffiiz ve nekrotizan koti
seyirlidir ve vizyonu etkiler. Zaman igerisinde skleromalasi (mavi sklera) ile sonuglanir.
Seyrek rastlanan bir g6z tutulumu da Brown sendromudur. Romatoid artrit tedavisinde
kullanilan ilaglarin ayni akciger tutulumunda oldugu gibi ¢esitli géz komplikasyonlarina yol
acabilecegi g6z Oniinde bulundurulmalidir. Bunlara 6rnek olarak katarakt ve glokom
yapabilen steroidler, keratopati ve retinopati yapabilen antimalaryal ilaglar ile konjonktiva ve
korneada birikim gosterebilen ancak simdilerde daha az kullanilan altin tuzlar1 gosterilebilir
(19,22).

Kas tutulumu: Romatoid artritte inflamasyona bagl kas atrofisi goriilmesi yaygin bir
durumken arterite sekonder gelisen noropatilere bagli olarak da kas atrofisi goriilebilir. En ¢ok
tip 2 ve hizli kasilan kas lifleri etkilenir. Kas igerisinde romatoid nodiiller olusabilir.
Romatoid artrit tedavisinde kullanilan ilaglar da kas tutulumuna yol agabilir. Ornegin kronik
steroid kullanimi siklikla romatoid artritli hastalarda kas atrofisine yol agmaktadir (19).

Kemik tutulumu: Romatoid artritli hastalarin ayn1 zamanda osteoporoz agisindan risk
altinda oldugu unutulmamalidir (37). Romatoid artrit baslangicindan sonraki 6 aydan itibaren
aksiyal ve apendikiiler kemik kaybi, Kklinik inflamasyon ve kemik erozyonu ile birlikte
seyreder. Sinovyal osteoklastik formasyon kemik erozyonu ile sonuglanir (19).

Karaciger tutulumu: Romatoid artritin aktif donemlerinde transaminaz ve alkali fosfataz
yiiksek goriilebilir. Metotreksat, leflunomid ve nonsteroid antiinflamatuvar ilag (NSAII)
kullanimina bagli olarak gelisen karaciger patolojileri daha 6nemlidir (22).

Akciger tutulumu: En fazla goriilen akciger tutulumu sekli olan plorezinin, romatoid
artritin siiresi ve hastalifin siddeti ile iliskisi yoktur. Parenkimal tutulum icin en klasik 6rnek,
diffiiz interstisyel fibrozdur. Hastalarin %20’si yakalanabilir. Plorezinin aksine, ge¢ ortaya
cikar ve erkek, seropozitif ve nodiilii bulunan hastalarda daha sik rastlanir. Klinigi, idiopatik
akciger fibrozu ile benzerdir. Akciger tutulumunun seyrek goriilen diger sekillerine 6rnek
olarak, hizl ilerleyen ve kotii seyirli obliteratif bronsiolit, komiir tozlar ile ¢alisan iscilerde
goriilen pulmoner nodiil ve pndmokonyoz ile karakterize Caplan sendromu ve romatoid

vaskulit sonucu gelisen nadir ve agir prognozlu izole pulmoner arterit verilebilir. Romatoid



artrit tedavisinde kullanilan metotreksat, parenteral altin ve d-penisilamin gibi ilaglarin da
cesitli agirlikta akciger komplikasyonlarina yol acabilecegi de goz oniinde bulundurulmalidir
(22).

Felty sendromu: Romatoid artritli hastalarda goériilme sikligi %1’in altindayken, bu
hastaligin ciddi ve hayati dneme sahip komplikasyonlarindan biridir. Hastalik siiresi uzun,
eklemlerde kalict sekil bozukluklart goriilebilir. Bu sendromla birlikte ates, istahsizlik, kilo
kaybi, deri alt1 nodiilleri, sekonder Sjogren sendromu, hepatomegali, lenfadenomegali, deri

pigmentasyonu ve bacak iilserleri goriilebilir (38).

Laboratuvar ve Radyolojik Bulgular

Laboratuvar ve radyolojik incelemeler sayesinde, eklemlerdeki kalici sekil
bozukluklarinin 6niine gegilerek, tedavinin daha etkili olmasi saglanir. Kan tetkiklerinde;
sedimantasyon yiiksekligi, kansizlik, romatoid faktor ve C reaktif protein pozitifligi taniy1
destekler (39,40). Radyoloji tetkiklerinde eklemlerin rontgenleri ¢ekilerek, kikirdak dokudaki
degisiklikler gozlenir (39,40).

Anti-siklik sitriilin peptid (anti-CCP) antikorlarmin kandaki diizeyinin 6l¢limii son
yillarda glindeme gelmis bir laboratuvar testidir. Yapilan ¢aligmalarda testin duyarliligi %50-
80 arasinda degismektedir, Ozgilligi ise %90’in {lizerinde bildirilmektedir. Anti-CCP
antikorlarmin diizeyindeki artig klinik belirtiler baslamadan kanda tespit edilebilmektedir.
Tan1 ve hastaligin seyrini tahmin etmede gosterge olarak kullanilabilecegi one stirtilmektedir.
Eroziv hastaligi gostermede romatoid faktérden daha etkili olup iki testin bir arada
kullanilmas1 onerilmektedir. Bununla birlikte seronegatif hastalarin sadece ligte birinde anti-
CCP antikorlar1 saptanabilmektedir (33).

Eklem tutulumu goriintilleme yontemleri ise sinovitin saptandigi sis veya hassas
eklemleri kapsar. Biiyiikk eklemler omuz, dirsek, kalga, diz ve ayak bilekleridir. Kiigiik
eklemler MKF, PiF, 2-5. metatarsofalenjial (MTF), basparmak interfalenjial eklemler ve el
bilegidir (20,21).

Romatoid Artritte Tam Kriterleri
Hastaligin erken donemlerinde, gogunlukla diger hastaliklarin diglanmasi ile tan1 konur
(22). Bunlar; konnektif doku hastaliklari, seronegatif spondiloartropatiler, kristal depo

hastaliklari, kronik yorgunluk sendromu, fibromiyalji, glukokortikoid kesilme sendromu,



infeksiyoz artritler (viral), intermitant artritler, osteoartroz, parkinson hastaligi, polimiyaljiya
romatika ve dev hiicreli arterittir (41).

Amerikan Romatizma Dernegi (ARA)’nin 1987 yilinda gelistirdigi tani kriterleri
giiniimiizde romatoid artriti en iyi tanimlayici arag¢ olarak ifade edilir (22). Asagidaki
kriterlerden 4’iiniin mevcut olmasi gerekir, bu 4 kriterin de en az 6 hafta devam etmesi
hastaligin tanisinin koyulmasi i¢in yardimcidir (42).

Bu kriterler;

1) Sabah sertligi (en az 1 saat)

2) Ug veya daha fazla eklemde yumusak doku sisligi ve siv1 ile karakterize artrit

3) El eklem artriti (el bilegi, MKF veya PiF eklemlerinden en az birinde tutulum)

4) Simetrik artrit (viicudun her iki tarafinda ayn1 anda ve eklemlerde goriilen sislik)

5) Romatoid subkutan nodiiller

6) Pozitif romatoid faktor

7) Romatoid artrit i¢in tipik radyolojik degisiklikler (22,23,43).

Tedavi

Romatoid artritin tedavisinde ¢esitli yaklagimlar kullanilir. Bunlar; hastaliin seyri
sirasinda, farkli zamanlarinda ve hastanin bireysel durumuna gore segilir. Doktor hastayi
belirlediginde, tedavi ne olursa olsun hedefler aynmidir; agriyr gidermek, inflamasyonu
azaltmak, eklem hasarin1 durdurmak ve yavaslatmak, kisinin yetenek kabiliyetini artirmak
(20,40).

Romatoid artritin semptomlarin1 yonetmede NSAII ve steroidlerin kullaniminimn yani
sira, aktif doneminde romatoid artriti kontrol altina almak i¢in hastaligit modifiye eden
antiromatizmal ve biyolojik ilaglar uygulanir (20). NSAII, romatoid artrit tedavisinde en sik
regete edilen ve kullanilan ilag grubunu olusturmaktadir. Agriy1 kesmeleri ve inflamasyonu
azaltmas1 bu grubun istiinliigiidiir (21,44). NSAII’ler romatoid artritin olusturdugu eklem
harabiyetinin seyrini tek baslarina yavaslatamazlar. NSAIi’lerin mide kanamasi ve mide iilseri
olusturmak gibi bazi istenmeyen etkileri bulunmaktadir (44).

Steroidler; birgok bireyde hizli ve etkin agr1 kontrolii saglayan ilag grubudur. En sik
kullanilan formlar1 ise diisiik doz steroid igeren ilag formudur, eklemlerdeki yangilar
gidermek i¢in eklem igine lokal injeksiyonlar seklinde kullanilabilirler. Yan etkileri de doz ve
kullanim stiresi uzadikca artabildiginden miimkiin olan en diisiik dozda ve en kisa siirede

kullanilmalar1 gerekmektedir. Steroid tedavisinin birdenbire kesilmesi tehlikeli oldugundan
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dozun azaltilarak kesilmesi gerekmektedir. Steroidler kan sekerinde yilikselme, katarakt,
hipertansiyon, ¢ocuklarda biiyiime geriligi, infeksiyonlara artmis yatkinlik, osteoporoz ve
tedavi siiresinin uzunluguna ve kullanilan doza bagli olarak kilo artisina yol agabilmektedirler
(44).

Hastaligi modifiye eden antiromatizmal ilaglar; iltihab1 azaltmak igin ve hastaligin
ilerlemesini Onleyerek yavaglatmada kullanilirlar. Semptom giderici etkilerinin ortaya ¢ikmast
uzun siirebileceginden genellikle NSAIl’lerle birlikte kullanilirlar. Genel olarak diyare, goz
hasar1i, bulanti ve kusma gibi istenmeyen etkilere yol acabilir. Bu grupta en bilinen
antiromatizmal ilag metotreksattir. Diger ilaglarin belirtileri gecirmeye yeterli olmadigi
romatoid artritli baz1 ¢ocuklarda metotreksat giivenilir ve etkin bir tedavi segenegidir. Artrit
semptomlarinin tedavisi i¢in ¢ok kiiciik dozlar gerektiginden dolayi, olas1 zararli etkiler
nadiren ortaya ¢ikmaktadir. En ciddi istenmeyen etki karaciger hasaridir (22,44).

Biyolojik ilaglar romatizma tedavisinde yeni bir ¢ag1 baslattigi diisiiniilen en yeni ilag
grubudur. Dogrudan eklemlere zarar veren immiin sistem hiicrelerini hedef alirlar. Saglikli
bireylerde TNF seviyesi dengede tutulurken, romatoid artritli hastalarda ileri derecede
artabilir. Baz1 ilaglar, dogrudan, inflamasyonda rol oynayan bir¢ok hiicrenin fonksiyonunu
diizenleyen TNF adli proteinin etkilerini bloke ederek etki gosterir. Biyolojik ajanlari
kullanan hastalarda nadiren tiiberkiiloz goriilebilir. Tiiberkiiloz riski koruyucu tedavi ile az
goriilebilir. Bu nedenle koruyucu tiiberkiiloz tedavisinin mutlaka diizenli kullanilmasi
gereklidir. Klasik tedavilere ragmen hastaligi aktif olan romatoid artritli hastalarda biyolojik
ajanlar kullanilabilir (44).

Hastalikta tam anlamiyla iyilesme saglayan bir tedavi yontemi heniiz bulunmamaktadir.
Kullanilan ilaclara bagli gelisen en 6nemli ve yaygin yan etkiler; karaciger ve kan iligi
toksisitesi, renal toksisite, istahsizlik, bulanti, kusma, anemi, alerji, pndmonit, otoimmiinite ve
infeksiyonlardir. Ayrica hidroksiklorokin okiiler toksisiteye neden olabilir (21).

Giincel tedavi yaklagimlarri,

1) Yasam tarzinin degisikligi

2) Farmakolojik tedavi

3) Cerrahi yontemlerin uygulanmasi

4) Hastanin tibbi bakiminin diizenli olarak yapilmasidir (40).
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SERBEST RADIKALLER

Atomlarda elektronlar “orbital” adi verilen uzaysal bdlgede ve ¢ift olarak bulunurlar.
Molekiillerin ¢ogu c¢ift elektronlu, az sayidaki molekiiller ise tek yani eksik elektronludur.
Eksik elektronlu bu molekiiller bulabilecekleri herhangi bir elektron ile iletisime girerek, bu
molekiilden ya bir elektron alir, ya da ona bir elektron verirler. Fizyolojik veya patolojik
reaksiyonlar esnasinda bagka molekiiller ile kolayca elektron aligverisine girip onlarin yapisini
bozan, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirhig diisiik bu molekiillere “serbest radikaller”,
“oksidant molekiiller’’ denilir, bunlarin en 6nemlileri siiperoksit, hidrojen peroksit (H202) ve
hidroksil radikalleridir (45,46). Bu eslesmemis elektron serbest radikallere biiyiik bir
reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi bir¢ok biyolojik
materyale zarar verir. Bu zararin yaslanmay1 tesvik ettigi ve ayrica kalp-damar hastaliklari,
cesitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif
hastaliklar1 gibi birgok hastaliga sebep oldugu goriilmiistiir (46,47).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelir (48);

1) Kovalent olarak bagli bir molekiilin ayrilan her bir pargasinda ortak

elektronlarinin birisi kalacak sekilde homolitik béliinmesi
X:Y-oX-+Y-

2)  Bir molekiilden tek bir elektronun kaybi. Kovalent bagi olusturan her iki
elektron atomlann birinde kalir. Bdylece serbest radikaller degil iyonlar
meydana gelir.

X:Y—->X:+Y*
3)  Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi
X+e—->X-

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notr olabilirler.
Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. iki serbest radikalin birbiri ile
reaksiyona girmesi sonucu radikal olmayan bir bilesik ortaya ¢ikar ve her iki serbest radikal
ortadan kalkar. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir yapiyla reaksiyona girince bagka bir
serbest radikal olusturur. Bu Ozellik serbest radikallerin zincir reaksiyonlari

olusturabilmelerini saglar (48).
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Siiperoksit Radikali

Oksijen molekiiliiniin bir elektron alarak indirgenmesi, nikotinamid difosfat hidrojen
(NADPH)’e bagli olarak dehidrojenazdan elektron sizmasina ve siiperoksit radikali
olusumuna yol agar (49).

02 +e —» Oz

Diger radikallere oranla reaktivitesi ¢ok azdir. Olusumuna neden oldugu radikallerle
birlikte organizmada genel bir oksitleyici gibi davranir. Siiperoksit, bir serbest radikal olmakla
birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar vermez. H>O2’in kaynagi olmasi ve gegis metalleri
iyonlariin indirgeyicisi olmasi bakimindan bu radikal 6nemlidir (48).

Siiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu reaktif
bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir.

Oz + NO -ONOO

Siiperoksit, Cu?* gibi gecis metalleri ve radikal tiirleriyle kolay reaksiyona girer ve
H20: ile “Haber-Weis” tepkimesini vererek oldukca toksik hidroksil radikalini olusturur (49).

cu?t

H,0,+0» — -OH + OH + O3

Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmamasina ragmen, reaktif oksijen tiirleri i¢ine
girerek serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Bir geg¢is metali ile tepkimeye
girerek serbest radikal {iiretmekte ve hiicre zarlar1 iizerinden hiicreye girebilmektedir
(48,50,51).

Hidrojen peroksit, siiperoksidin (O2" ) cevresindeki molekiillerden bir elektron almasi
veya molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan
peroksitin iki proton (H*) ile birlesmesi sonucu meydana gelir.

Oz +e +2H"— H:02

O2+2e + 2H" — H20, (48).

Hidrojen peroksitin biyolojik sistemlerdeki asil {iretimi siiperoksidin dismutasyonu ile

2 jgeren

gergeklesir. Yagda ¢oziinen bu radikal, olustugu yerden uzakta olan fakat Fe*
membranlarda bile hasar olusturabilir (51).

2 0y +2H" — H02 + O, (48).
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Hidroksil Radikali

Oksijen radikalleri iginde reaktivitesi ve toksik etkisi en yiiksek olan hidroksil
radikalidir (48). Bu radikal, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu (Fe?* ve Cu* varliginda)
sonucu H202'den sentezlenirken, suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz
kalmasi sonucunda da olusur (51). Bu molekiiller tiyol oksidasyonu, karbon merkezli serbest
organik radikaller, lipid peroksitlerin {iretimi gibi yeni radikalleri olusturarak biiyiik hasara
neden olurlar (51,52).

Singlet Oksijen
Singlet oksijen eslesmemis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen
molekiilidiir (48,53). Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu olugmasina ragmen serbest radikal

reaksiyonlariin baslamasina da neden olur (48).

Malondialdehit

Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan bilesiklerden aldehitler en toksik olanlaridir ve
diger hiicre bolimlerine de yayilarak hasara neden olurlar. Malondialdehit (MDA), protein
amino gruplarina, fosfolipitlere ve niikleik asitlere baglanarak membran yapisinda mutajenik,
karsinojenik, genotoksik etki gosterirr MDA miktar1 tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile
olgiilebilir (54).

Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrede ve ¢evrede siirekli olarak; hem eksojen (ilaglar, metal
iyonlari, kirleticiler, radyasyon) hem de endojen (oksijenden olusan radikaller) kaynaklar
tarafindan tretilirler (50). Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve
enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki gosterirler (53). Oksidatif stres viicudun antioksidan
savunmasi ile serbest radikal {iretimi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanirken bu durum
serbest radikallerin toksikolojik a¢idan da 6nemli oldugunu gostermektedir. Serbest oksijen
radikallerinin, romatoid artrit dahil bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigi One

stirilmektedir (45).

Serbest radikallerin lipidlere etkileri: Membran yapisinda bulunan lipitler, serbest
radikal hasarina karsi son derece hassastir (32). Bu oksidatif hasar ‘lipid peroksidasyonu’

olarak adlandirilir (31). Lipid peroksidasyonu kendi kendini katalizleyerek zincir reaksiyonu
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seklinde ilerler ve olduk¢a zararlidir (55). Radikallerin reaksiyonu sonucu lipit peroksitler,
lipit alkoller ve aldehit yapisinda yan iiriinler meydana gelirken; {i¢ veya daha fazla ¢ift bag

igceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu MDA olusur (32).

Serbest radikallerin proteinlere etkileri: Serbest radikaller, yapisal proteinlerin
fonksiyonunu ve enzim aktivitesini engelleyerek bircok proteinin hasarina yol agabilir ki bu
hasar proteinin aminoasit igerigiyle ilgilidir (31). Kiikiirt iceren aminoasitler ve doymamis
aminoasitlerin (triptofan, tirozin, fenilalanin, metiyonin, sistein, histidin) serbest radikallerle
reaksiyonlart sonucu kimyasal degisiklikler goriiliir (32). Bu degisiklikler; siilfiir radikalleri

ve karbon merkezli organik radikallerin meydana gelmesidir (31).

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri: Serbest radikaller karbonhidratlar
tizerinde; polisakkarit depolimerizasyonu ve monosakkarit otooksidasyonu gibi etkiler

gosterir ki bunun sonucu olusan iriinler patolojik siire¢lerde 6nemli rol oynarlar (53).

Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA’ya etkileri: Her tiirlii radyasyon
hiicrelerde iyonlarin, serbest radikallerin ve enerji kazanmis molekiillerin olusumuna yol agar.
Hidroksil radikali, deoksiriboz ve tetrasiklik bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
degisikliklere yol agar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan H.O» membranlardan
kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA’nin pargalanmasina, hiicre

disfonksiyonuna ve hiicre 6liimiine yol agabilir (31,32).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI
Serbest radikallerin ve bunlarin meydana getirdigi zararlar1 onlemek i¢in canli
organizmalarda c¢esitli savunma mekanizmalar1 geligsmistir. Bunlar “antioksidan savunma
sistemleri” olarak adlandirilir (Sekil 1-3) (56-59).
Antioksidanlar dort farkl sekilde etki ederler;
1) Toplayici etkisi: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 enzimler tarafindan
zay1f bir molekiile ¢cevirmek.
2) Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktif hale getirme seklinde
olan bu etki vitaminler ve flavonoidler araciligiyla saglanir.

3) Onarma etkisi: Serbest radikaller tarafindan hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.
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4) Zincir koparma etkisi: Serbest radikalleri baglayarak fonksiyonlarmi engelleme
seklinde olan etki (53,56,57).

ANTIOKSIDANLAR

EKSOJEN KAYNAKLI
ANTIOKSIDANLAR

ENDOJEN KAYNAKLI
ANTIOKSIDANLAR

Sekil 1. Antioksidanlarin simiflandirilmasi (53 nolu yayindan uyarlanmstir)
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ENDOJEN KAYNAKLI
ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK
OLMAYAN
ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK
ANTIOKSIDANLAR

e Siiperoksit dismutaz e Melatonin
(SOD) e Seruloplazmin

e Glutatyon peroksidaz e Transferin
(GPx) e Miyoglobin

e Glutatyon S-transferaz e Hemoglobin
(GST) e Ferritin

e Katalaz (CAT) e Bilirubin

e Mitokondriyal sitokrom e Glutatyon
oksidaz sistemi e Sistein

e Hidroperoksidaz e Metiyonin

e Urat

Sekil 2. Endojen kaynakh antioksidanlarin siniflandirilmasi (53 nolu yayindan

uyarlanmistir)
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EKSOJEN KAYNAKLI

ANTIOKSIDANLAR

VITAMINLER

e -tokoferol

GIDA OLARAK
KULLANILANLAR

ILACLAR

Ksantin oksidaz

uyarlanmistir)
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(vitamin E) e Biitil hidroksi toluen inhibitorleri
e [-karoten e Biitil hidroksi anisol e NADPH oksidaz
e Askorbik asit e Sodyum benzoat inhibitorleri
(vitamin C) e Etoksikuin e Troloks-C
e Folik asit e Propilgalat (vitamin E
(Folat) e Demir siiperoksid analogu)
dismutaz e Endojen
antioksidan
aktiviteyi
artiranlar
Sekil 3. Eksojen kaynaklhh antioksidanlarin smiflandirilmasi (53 nolu yayindan




Tablol. Bazi antioksidanlarin etki mekanizmalari (56)

Siiperoksit Stiperoksidin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
dismutaz katalizler.

Katalaz Hidrojen peroksidi, molekiiler oksijen ve suya pargalar.

Glutatyon Hiicre i¢i indirgeyici ajandir, hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerini
peroksidaz etkisizlestirir.
a-tokoferol Stiperoksit anyonunu dogrudan siipiiriir, antioksidan enzimlerinin

(Vitamin E) aktivitesini artirir, lipit peroksidasyonunu inhibe eder.

Peroksi radikalleri ile siiperoksit ve hidroksil radikallerini temizler.
Vitamin A’nin oksidasyonunu 6nler. Gegis metallerini baglar.

Askorbik asit | Daha sonradan glutatyon tarafindan indirgenen semi dehidroaskorbat
(Vitamin C) radikalini olusturarak, siiperoksit anyonunu siipiirtir.

[B-karoten

SITOKINLER

Sitokinler T hiicrelerinin, B hiicrelerinin ve hematopoetik hiicrelerinin gelisimi ve
farklilasmasinda, inflamasyonun uyarilmasi veya baskilanmasinda 6nemli rol oynayan haberci
protein molekiillerdir. Sitokinler hormona benzetilse de tam hormon degildirler (60).

Sitokinler immiin sistem hiicrelerinden makrofaj, B ve T lenfositleri ve bunlara ilaveten
pek cok hiicre tipi tarafindan tretilip, salgilanmaktadir (61). Sitokinlerin esas gorevi allerjen,
viriis ve cevresel kirleticilere karsi olusan inflamatuvar, immiin ve rejeneratif yanitin
kontroliinii saglamaktir (60,61). Hiicreler arasi etkilesimlerde kritik rol oynayan sitokinlerin
salinimlan gegicidir (62).

Sitokinler etki ettikleri bolgelere gore;

1. Sitokin, onu salgilayan hiicre iizerinde etkiliyse — otokrin

2. Sitokin, yakimindaki hiicrelere etki ederse — parakrin

3. Sitokin, viicudun uzak bolgelerine yayiliyorsa ~——p  endokrin etkili

sitokinler olarak isimlendirilir (31,62,63).

Romatizmal hastaliklar igerisinde sitokinler, romatoid artritte biiyiik rol oynarlar. T
hiicreleri sinovyum igerisinde antijeni ile etkilesir. Bu etkilesimi saglayan en 6nemli sitokin
IL-2°dir. IL-1, IL-6, TNFa, IL-10 ve graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktér (GM-CSF)
patogenezde Onemli roller oynayan kritik sitokinlerdir. IL-1 daha ¢ok hastaligin yikici
etkilerinden sorumludur ve proteoglikan ve kikirdak yikimini gergeklestirir. TNFa ise daha
cok proliferatif ve inflamatuvar olaylardan sorumludur. Patogenezdeki énemli sitokinlerden
biri de IL-6'dir. IL-6; romatoid artritteki akut faz reaktanlarindaki artis ve inflamasyondan

sorumludur (31).
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Interlokin-1

Interlokin-1, aktive makrofajlar tarafindan iiretilen bir inflamatuvar sitokindir. Etkileri,
TNFa’ya benzer ve aym1 zamanda T hiicrelerinin aktive edilmesinde rol oynar (63). IL-1,
mononiikleer fagositlerden salgilanan 2 temel polipeptidden olusur. Bunlar IL-la ve IL-
1B’dir. Bu ikisi, iki farkli genin iirlinii olmasina ragmen her ikisi de ayni hiicre ylizey
reseptorlerine (IL-1R1) baglanirlar ve biyolojik etkileri temelde benzerdir (60,64). IL-1, IL-
6’nin sentezini tetikler (60). Viicudun infeksiyonlara karsi cevabinda 6nemli bir parcasini
olusturur. Bu sitokinler immiinokompotent hiicrelerin infeksiyon bolgelerine gociinii
(diapedesis) saglamak i¢in, endotel hiicrelerin iizerindeki adezyon faktorlerinin
ekspresyonunu artirirlar. Bu immiinokompotent hiicrelere drnek olarak fagositler, lenfositler
verilir (62). IL-1 aym zamanda TNFa’nin birgok inflamatuvar ozelligini paylasir. Viicut
1is1sinda artisa neden olan termoregiilasyon merkezi olan hipotalamustaki aktiviteyi etkiler. Bu
yiizden endojen pirojen olarak da adlandirilir (60,62). Atesin yani sira, hiperaljezi,
vazodilatasyon ve hipotansiyona da neden olur (62). IL-1, romatoid atritli hastalarin hem
inflamatuvar eklem sivilarinda hem de aktif hastalarin periferik kanlarinda yiiksek miktarda

bulunur (65).

interlékin-2

Interlokin-2 insanlarin 4. kromozomunda bulunan tek genle kodlanan 14-17 kD’luk Th
hiicreleri tarafindan iretilen bir glikoproteindir (60,62). IL-2’nin temel etkisi lenfositler
tizerinedir. IL-2, kendisini tireten hiicrelere etki edip kendi olusumunu saglar, bu onun otokrin
biiyiime faktorii islevini gosterirken, parakrin biiyiime faktorii olarak da etkisi mevcuttur (60).
T hiicrelerinin aktivasyonu; IL-2R ekspresyonu ve IL-2 iiretimi ile sonuglanir. IL-2, IL-2R'ye
baglanir ve hiicre boliinmesini saglar. T hiicrelerinin antijen tarafindan uyarilmasi bittiginde,

IL-2R sonunda azalir ve ¢ogalma fazi sonlandirilir (58).

interl6kin-6

Interlokin-6 yaklasik 26 kD’luk sitokin olup, mononiikleer fagositler, damar endotel
hiicreleri, fibroblastlar ve epitelyum hiicreleri ile bazi aktive T hiicreleri tarafindan {iretilir
(60). Hiicre zarina bagli IL-6 reseptorii (IL-6R) veya ¢oziiniir sekildeki IL-6R’ye baglanarak
etki gosterir (66). IL-6, diger sitokinlerle birlikte kemik iligi hemopoetik ana hiicreleri i¢in

erken donemde biiylime kofaktorii olarak etki gdstermistir. Bunlara ilaveten kostimiilator
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olarak gorev yaptigi gosterilmistir. 1L-6, akut faz yanitina katkida bulunan birgok plazma

proteininin hepatositler tarafindan sentezine yol agar (60).

Interlokin-10

Interlokin-10, aktive edilmis makrofajlar ve Th2 hiicreleri tarafindan {iretilen
antiinflamatuvar ve inhibitor bir sitokindir (62,63). Fonksiyonlar1 olarak; makrofaj ve aktive
Th1 hiicrelerinden sitokin sentezi ve nitrik oksit inhibisyonu gosterilmistir (67). Boylece T
hiicreleri araciligiyla immiin yanitta azalma gozlenmistir (60,63). Makrofajlar {izerinde

inhibitor etkilerine ek olarak, IL-10’nun B lenfositleri {lizerine uyarici etkileri gosterilmistir
(60).

Tiumoér Nekroz Faktor

Timor nekroz faktor, birgok hiicre tipi tarafindan salgilanan ve kanserli hiicrelerin
yikimma yol agan 185 aminoasitlik giiclii bir sitokindir (62). Insanlarda 7. kromozomda
kodlanir. Iki formu bulunmaktadar:

1. TNFo/kasektin/kaseksin

2. TNFp/lenfotoksin

iki tipi kodlayan genlerde “temel doku uygunlugu bileseninde” bulunmaktadir. TNFo,
mikroplara, 6zellikle Gram negatif bakterilere kars1 yanitta aktiflesmis makrofajlar ve bazi
diger hiicreler tarafindan tiretilir (60,62). TNFp ise T hiicre lenfositleri tarafindan tiretilir (62).
TNFo’nin akut inflamasyonda onemli yeri vardir. TNF, lokositlere karsi endotel hiicre
yiizeyini adezyon molekiilleri araciligiyla daha yapiskan hale getirerek damar endotel
hiicrelerinin yeni yiizey reseptorlerini ekspresse etmelerine neden olur. TNF ayni zamanda
notrofillere de etki ederek endotel hiicrelerinin yapigkan ozelliklerini artirir. TNF, IL-1 ile
birlikte, ates olusumu i¢in hipotalamusa etki ederek akut faz protein iiretimini kolaylastirir
(60,62). TNF, mononiikleer fagositler ve vaskiiler endotel hiicrelere etki ederek IL-1 ve IL-
6’nin dolasima salinmasini uyarir (60). Romatoid artrit patogenezinde 6nemli bir rolii olan
TNFo’'nin sadece inflamasyonla iligkisi yoktur, ayni zamanda osteoklast gelisimini ve

aktivitesini stimiile eder bu da kemik kaybina yol agar (68).

SILIMARIN
Silibum marianum L.Gaertn (Devedikeni), Asteracea’a familyasina ait olup; tohumlari
karaciger ve safra kesesi hastaliklari, toksin ve mantar zehirlenmeleri, yilan sokmasi, bocek

siriklarinin tedavisinde yaklasik 2000 yildan beri kullanilan tek yillik otsu tibbi bir bitkidir
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(Sekil 4-5) (36,69-75). Ulkemizde iki alt tiirii (S.marianum ssp.marianum ve S.marianum
ssp.anatolicum) Akdeniz, Karadeniz ve Ege Bolgelerinde yol kenarlarinda yetismektedir
(36,72). Bitki; Afrika, Giiney Avrupa, On Asya’da dogal olarak yetismektedir (36,70).
Devedikeni tohumlar1 eski zamanlardan beri safra kesesi ve karaciger rahatsizliklarinda
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Bu bitkiden {iretilen ilaglar Avrupa’da degisik isimlerle
eczanelerde satilmaktadir (36). Uygun farmakokinetik ozellikleri, onleyici, koruyucu ve
rejeneratif etkileri, detoksifiye edici ve giiclii antioksidan olmasi, plaseboya benzer yan

etkileri terapdtik kullanim i¢in silimarini son derece ¢ekici ve giivenli hale getirmistir. Son

yillarda kozmetik endiistrisi silimarinin antioksidan ve ultraviyole koruyucu etkilerini
incelemektedir (76-78).

Sekil 4. Silimarin bitkisi Sekil 5. Silimarin tohumlar:

Silypum marianum veya devedikeni 6zii olan silimarin, 7 flavonoglignandan
olusmaktadir: silibinin, izosilibinin, silikristin, izosilikristin ve silidianin ve bir flavonoid
olan taksifolin. Bu maddeler arasinda silibin (silibinin) ¢ok dnemli etkiye sahiptir. Silibin

A ve Silibin B silimarinin toplam karisiminin %70’ini olusturmaktadir (Sekil 6) (55).
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Sekil 6. Silimarin flavonolignaninin bilesenleri

Silimarinin Farmakolojisi

Silimarinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte;

1) Hiicre i¢i glutatyon mekanizmasini diizenleyerek lipid peroksidasyonuna kars1 etki
gosterir.

2) Hiicre membrani1 stabilizatérii ve permeabilite diizenleyicisi olarak davranarak,
hepatotoksik ajanlarin hepatositlere girmesini onler.

3) Karaciger rejenerasyonunu artirip RNA polimerazin aktivitesini uyarir Ve Siroz

inhibitori olarak davranir.
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4)  Glukuronidasyonu artirir ve glutatyonun tiikenmesini engeller (75,79,80).
Silimarinin suda ¢oziintrligii distktir, oral yoldan alinan kapsiiller seklindedir
(70,71,75).

Silimarinin Absorbsiyonu
Agiz yoluyla emilim azdir. Hayvanlarda ve insanlarda oral alimdan sonra maksimum

plazma konsantrasyonuna 4-6 saat sonra ulastigi gortilmistiir (75).

Silimarinin Eliminasyonu

Silimarin hayvan modellerinde oral olarak alindiginda gastrointestinal sistem iizerinden
emilim %35 civarindadir (75). Ortalama yarilanma 6mrii 6-8 saat arasindadir, biiyiik bir kismi
safra, az bir kismi1 bobrekler yoluyla atilir (71,75). Yetiskinlerde giinde 2-3 doz 100-300
mg/kg dozunda tavsiye edilir (75,81).

Silimarinin yapilan farmakolojik arastirmalardan akut toksisite ¢aligmalarinda ¢ok iyi
tolere edildigi gosterilmistir (34,70,75,82). Yiiksek doz kullaniminda ishal ve hafif alerjik
reaksiyonlar gibi sadece birkag¢ yan etki gézlenmistir (81).

Silimarinin Etkileri

Silimarinin; antioksidan, lipid peroksidasyonuna karsit etkisi, immiinomodiilasyon ve
antiinflamatuvar etkileri mevcuttur (69,70,81). Antioksidan 6zelligine bagli olarak; viral
hepatit, toksik hepatit, karaciger yaglanmasi, siroz, iskemik hasar ve radyasyon toksisitesinde
giicli. oldugu kanitlanmigtir. GPX, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin yapimini
uyarmast da antioksidan Ozelligi arasindadir. Silimarinin bazi1 kimyasallara Kkarsi
antikarsinojenik etkisi oldugu gosterilmistir (75). Silimarin, ultraviyolenin tetikledigi oksidatif
stres, inflamasyon, immiin cevap ve DNA hasar gibi etkileri azalttigi goriilmiistiir (69,75).

Silimarinin giiglii antifibrotik, antioksidan, antiviral ve antiinflamatuvar etkileri alkolik
olmayan yagl karaciger hastaliginin tedavisinde etkili bir ilag haline getirmistir (82).
Silimarin, karaciger hiicre zarin1 kuvvetlendirerek antidot olarak Amanita falloides, etanol ve
psikotrop ilaglarin hasarina kars1 etkilidir (34,74,79).

Silimarin karacigeri tehdit eden hepatit viriislerinin de g¢ogalmasini engelleyerek
hepatitli hastalarin iyilesmesini hizlandirip, karacigerin islevlerini yerine getirememesiyle
sonuglanan siroz hastaligini Onlemektedir veya siroz olmussa hastaligin ilerlemesini

engellemektedir (34). Silimarin karacigerin kendini yenilemesini hizlandirmaktadir (34). Son
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yillarda yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalarda; antikanser, antidiyabetik ve kalbi koruyucu
etkileri desteklenmektedir (75,82).

Silimarin ayrica, 5-Lipoksijenaz inhibisyonu yoniinden antiinflamatuvar ve antiartritik
Ozellige sahiptir (75). Silibin, antiinflamatuvar etkisini TNFa, IL-1, IL-6 gibi sitokinlerin
sentezinin indiiksiyonunda yer alan proinflamatuvar sinyallerin kapatilmasi yoluyla gosterir.
Silimarin romatoid artritte, nétrofil aktivasyonu ve migrasyonunu inhibe ederek bir
antiinflamatuvar islevi goriir (55).

Sonug olarak silimarin antiinflamatuvar, antiapoptopik, antikarsinojenik, antiviral,
antifibrotik ve antianjiojenik 6zellikleri ile giivenilir kullanimi olan ve farkli hastaliklarda

tedavi yontemleri arastirilan tibbi bir bitkidir (75,79,83-85).
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GEREC VE YONTEM

Yaptigimiz ¢alisma icin Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onay:
almmustir (Ek-1) ve ¢alismamiz Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (TUBAP-
2014/57) (Ek 2) tarafindan desteklenmistir.

DENEKLER

Calismamizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde
tiretilmis olan, ortalama 260-300 gram agirhginda 64 adet Sprague Dawley erkek sigan
kullanilmistir. Tiim denekler standart laboratuvar kosullarinda (22+1 °C, %55 nem ve 12 saat
aydmlik/karanlik siklusunda) barindirilmistir. Beslenmeleri i¢in standart sican yemi ve

musluk suyu kullanilmistir.

ILACLAR

Freund’s Complete Adjuvant (FCA), (Sigma-Aldrich, USA)
Silimarin (Sigma-Aldrich, USA)

Ibuprofen (Sigma-Aldrich, USA)

Rompun (Xylazin, Bayer, USA)

Ketamin (Ketalar, Pfizer, USA)

DENEY DUZENI
Calismamizda adjuvant artrit 6nceden romatoid artrit degerlendirilmesi i¢in tarif edilen
metodlara gore, 1sida oldirilmiis ve kurutulmus Mycobacterium tuberculosis igeren sivi

parafin emiilsiyonunun (FCA, 10 mg/ml) hayvanlarin sag arka ayak pencelerine
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Sekil 7. Adjuvant artrit olusmus sag pence

22 numarali igne ile 0,1 ml’lik tek doz intradermal olarak injeksiyonu ile olusturuldu (Sekil
7). Caligmamizda 8 grup olusturuldu ve her grupta 8 hayvan kullanildi. Birinci grup kontrol
grubu olarak ayrild1 ve penge takibi sonrasi 27. giin kalpten kan alindi. Diger gruplara ise 0.
giin intradermal olarak 0,1 ml FCA injeksiyonu yapildi. 2. grup artrit kontrol grubu olarak
ayrildi. 17-27. giinler aras1 10 giin boyunca giinde tek doz olarak iiglincii gruba salin (1
ml/kg), dordiincii gruba silimarinin ¢oziiclisii dimetil siilfoksit (DMSO), besinci gruba
silimarin (50 mg/kg), altinc1 gruba silimarin (100 mg/kg), yedinci gruba silimarin (200
mg/kg) ve pozitif kontrol olan sekizinci gruba ibuprofen (100 mg/kg) uygulandi. Silimarin ve
diger ilaglar siganlara gavaj yoluyla verildi (Sekil 8). Sicanlarin ekleminde olusan artritin,
mekanik uyarilmasiyla bacak g¢ekme reaksiyonunu degerlendiren, Pressure Application
Measurement (PAM) cihaziyla eklemlerdeki mekanik agr1 esigi ve hipersensivite
degerlendirildi (Sekil 9). Inflamatuvar reaksiyon inokiilasyon giinii 0. giin kabul edilerek; 0,
17 ve 27. giinlerde pengelerde olusan inflamatuvar 6demi Olgmek i¢in kullanilan
Plethysmometre cihaz1 ile Olgiilerek degerlendirildi (Sekil 10). 0, 17 ve 27. giinlerde
pengelerde olusan 6demi ve pence ¢apint degerlendirmek i¢in kumpas cihazi kullanildi. 0, 17
ve 27. giinlerde siganlarin sag arka pengelerinin agr1 esik tepkisini degerlendirmek ig¢in
kullandigimiz Randall-Selitto cihaziyla 6l¢iim yapildi (Sekil 11). Hayvanlar deney sonunda
ksilazin/ketamin (10/50 mg/kg, i.p.) anestezisi altindayken kalpten ponksiyon ile kan alind1 ve
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Otenazi uygulandi. Kuru biyokimya tiipline alinan kanlar santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve
-80 °C’da g¢esitli sitokinler ve MDA diizeyleri oOlgiilene kadar saklandilar. Lipid
peroksidasyonu son iriinii olan MDA Fakiiltemizin Fizyoloji Anabilim Dali’'nda bulunan
spektrofotometre cihaziyla ve inflamatuvar yanitin gdstergeleri olan sitokinler (TNFa, IL-1,
IL-2, IL-6, IL-10) Bezmidlem Vakif Universitesi’nin Biyokimya Anabilim Dali’nda bulunan
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) cihaziyla dlgiildii. Tiim veriler arastirmanin
sonunda Fakiiltemiz Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali’nda istatistiksel olarak
degerlendirildi. Sicanlarin eklemleri ¢ikarilarak formole konuldu ve Fakiiltemiz T1bbi Patoloji

Anabilim Dali’nda histopatolojik olarak incelendi.

Sekil 8. Sicanlara gavaj yontemiyle ila¢ verilmesi
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Tablo 2. Gruplar ve ilag isimleri

Gruplar Tlac ismi Giinler
1. grup - 17-27. glin
2.grup FCA (0,1 ml-tek doz) 17-27. glin
3. grup Salin (1 ml/kg) 17-27. giin
4. grup DMSO (1 ml/100g) 17-27. giin
5. grup Silimarin (50 mg/kg) 17-27. giin
6. grup Silimarin (100 mg/kg) 17-27. glin
7.grup Silimarin (200 mg/kg) 17-27. glin
8. grup Ibuprofen (100 mg/kg) 17-27. giin
KULLANILAN CIHAZLAR
Spektrofotometre : (Spectronic Biotek Elx 800, ABD)
Elektronik Tart1 : (Denver Instrument APX-200, ABD)
Sogutmali santrifiij : (MPW 350R, Polonya)
Sogutmali santrifiij : (Hettich Micro 220r, Almanya)
Su banyosu ; (Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere)
Vorteks : (Niive NM 110, Tirkiye)
Derin dondurucu : (Thermo Elektron Corporation, USA)
Ph Metre : (Inolab, Level I, Almanya)
Manyetik karigtirict (Heidolph MR 3001, Almanya)
Distile su cihazi : (Millipore, Fransa)
PAM : (Ugo Basile, Italya)
Pletismometre ; (Ugo Basile, Italya)
Randall-Selitto: : (Ugo Basile, Italya)

BASINC UYGULAMA OLCUMU CiHAZI

Basing uygulama ol¢imii (Pressure Application Measurement-PAM) cihazi yeni ve
kullanim1 kolay bir alettir. Kemirgenlerde, eklem hipersensivite deney modellerinde mekanik
agr1 esiginin Olclilmesinde kullanilir. PAM cihazi, 6zellikle artrit ¢alismalarinda eklem
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agrisiin degerlendirilmesinde mekanik uyari verici olarak dizayn edilmis bir cihazdir. PAM
cihaz1 eklemin dogrudan uyarilmasi i¢in Olgiilebilir bir kuvvet uygulayan sensor igerir,
uygulayict el bagparmagina 6zel bu kuvvet sensoriinii giyer ve yanit hayvanin ayak ya da
bacagini geri ¢ekmesi ile ortaya c¢ikar. Cihaz elektrikle ya da pille ¢alisir ve bilgisayara
baglanir (Sekil 9).

== [‘
e — -

Sekil 9. Basin¢ uygulama ol¢iimii cihazi

PLETISMOMETRE

Pletismometre, giiniimiizde 6zellikle penge voliimiinii 6lgmek amaciyla kullanilan en
modern cihazdir. Ugo Basile markali pletismometre olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu cihazlarla yapilan Olglimlerde % 4’lik hata olasiligi ihmal edilebilir olarak
degerlendirilmektedir. Farmakolojik deney diizeneklerinden birisi olan deney hayvanlarindan
kayit almaya yarayan kaydedici ile beraber kullanilabilir. Deney hayvanlarinin arastirici
tarafindan uygun sekilde tutulmasi ile hayvandan alinabilen penge hacim &zelliklerini
elektriksel sinyallere dontstiiriir. Sinyalleri, kaydedici {izerindeki 6zel baglantt ve giris
soketleri araciligi ile aktarabilir. Cihaz her seferinde 1 adet deney hayvani ile galismaya
uygundur (Sekil 10).
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Sekil 10. Pletismometre cihazinin uygulanisi

RANDALL-SELITTO (PENCE BASINC TESTI)

Randall-Selitto testi ya da penge basing testi hayvanlarda agr1 yanitinin dlgiilmesi igin
kullanilan bir tekniktir. Bu testte; agr1 esik tepkisini degerlendirmek i¢in pengeye esit olarak
artan bir basing uygulanir. Bir kagis reaksiyonuna neden olan basing siddeti ¢ekilme esigi
olarak tanimlanir. Bu test antiinflamatuvar ve analjezik ilacin hassasiyet taramasinda
kullanilir. Arastirmact giicli uygulamak i¢in bir pedala basar, sigan ¢irpinmaya basladiginda
pedali birakir ve hayvanin agr1 hissettigi kuvveti okur. Kuvveti artirmak i¢in ek agirliklar

mevcuttur (Sekil 11).
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Sekil 11. Randall-Selitto cihazinin uygulamsi

INTERLOKIN-1p OLCUMU
Plazma IL-1p diizeyleri 6l¢iimiinde Platinum ELISA IL-1f 6l¢tim kiti kullanildu.

Prensip

Anti-sigan IL-1p kaplanmis mikrokuyucuklara érnek veya standart koyulur. Ornek veya
standart icindeki IL-1B mikrokuyucuklarda absorbe olmus anti-sigan IL-1p antikoru
tarafindan baglanarak yakalanir. {1k antikorlar tarafindan yakalanan IL-1B’ya biyotin ile bagl
ikinci (sekonder) antikor (anti-sigan IL-1B-biyotin-bagli) baglanir. Inkiibasyonu takiben,
baglanmayan biyotin bagli anti-sican IL-1f yikama asamasinda ortamdan uzaklastirilir.
Streptavidin-HRP eklenerek biyotin bagli anti-sigan IL-1B antikoruna baglanmasi saglanir.
Inkiibasyonu takiben, baglanmayan streptavidin-HRP yikama asamasinda uzaklastirilir. HRP
ile reaksiyon sonucunda renk degistiren substrat soliisyonu tetrametil-benzidin (TMB)
kuyucuklara eklenir. Belirli bir inkiibasyon siiresi sonrasi reaksiyon durdurma soliisyonu
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(asit) eklenerek sonlandirilir ve meydana gelen renk degisikligi 450 nm’de spektrofotometrik

olarak olguliir.

Deney

ELISA IL-1pB test kitinde bulunan tabakada, standartlarin ve Orneklerin koyulacagi
mikrokuyucuklarin semast belirlendi. Deneye baslamadan 6nce tiim mikrokuyucuklar 400 pl
yikama soliisyonu (%1 Tween 20 ve %10 sigir serum albumini igeren fosfat tamponu) ile 2
kez yikandi. Standart mikrokuyucuklara eksternal diliisyonu yapilan ve konsantrasyonlari
sirastyla 2000-1000-500-250-125-62,5-31,3 pg/ml olan standartlardan 100 pl konuldu. Kor
kuyucuklarma 100 pl sulandirma soliisyonu koyuldu. Ornek kuyucuklarma ise 50 pl
sulandirma soliisyonu ve 50 pl 6rnek konuldu. Reaksiyonu baslatmak i¢in ardindan tiim
kuyucuklara, 50 pl biyotin bagl sekonder antikor (anti-sican IL-1B-biyotin-bagli) eklenerek
tabakanin izeri seffaf bir filmle kapatildi. Oda sicakliginda 2 saat boyunca calkalayiciya
yerlestirilerek 200 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin hepsi bosaltildi
ve 3 kez 400 pl yikama soliisyonu ile yikandi. Tiim mikrokuyucuklara 100 pl streptavidin-
HRP konularak tabakanin {izeri tekrar filmle kapatilip, oda sicaklifinda 1 saat galkalayicida
inkiibe edildi. Ardindan tekrar tiim mikrokuyucuklar bosaltildi ve 400 pl yikama soliisyonu
ile 3 kez yikandi. Yikama isleminin ardindan biitiin mikrokuyucuklara HRP ile reaksiyon
veren TMB soliisyonundan 100 pl konuldu ve 10 dakika oda sicakliginda, karanlik bir
ortamda bekletildi. Pozitif kontrol g¢ukurlarindaki renk koyu mavi oldugunda her bir
mikrokuyucuga 100 pl durdurma soliisyonu (asit) eklenerek reaksiyon sonlandirildi ve
kuyucuklarda olusan renk degisikliginin absorbans1 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak ol¢iildii (Sekil 12).
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INTERLOKIN-2 OLCUMU
Plazma IL-2 diizeyleri 6lgiimiinde Platinum ELISA IL-2 6l¢tim kiti kullanildi.

Prensip

Anti-sigan IL-2 kaplanmigs ELISA mikrokuyucuklarmma 6rnek veya standart konulur.
Ornek veya standartta bulunan IL-2 mikrokuyucuklarda bulunan anti-sican IL-2 antikoru
tarafindan baglanarak yakalanir. ilk antikorlar tarafindan yakalanan IL-2’ye biyotin ile
konjuge edilmis ikinci (sekonder) antikor (anti-sigan IL-2-biyotin-bagli) baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis biyotin bagli anti-sigan IL-2 yikanarak ortamdan
uzaklastirilir. Streptavidin-HRP eklenerek biyotinle konjuge olmus anti-sigan IL-2 antikoruna
baglanmasi saglanir. Inkiibasyonu takiben, baglanmamis streptavidin-HRP ortamdan
yikanarak uzaklastirilir. HRP ile reaksiyonu sonucunda renk degisikligi gdsteren substrat
sollisyonu kuyucuklara eklenir. Reaksiyon durdurma soliisyonu (asit) ilavesi ile sonlandirilir

ve meydana gelen renk degisikligi 450 nm'de 6lciiliir.

Deney

ELISA IL-2 test kitinde bulunan tabakada, standartlarin ve Orneklerin koyulacagi
mikrokuyucuklarin gemast belirlendi. Deneye baslamadan tiim mikrokuyucuklar 400 pl
yikama soliisyonu (%1 Tween 20 ve %10 si8ir serum albiimini i¢eren fosfat tamponu) ile 2
kez yikandi. Standart mikrokuyucuklara eksternal dillisyonu yapilan ve konsantrasyonlari
sirastyla  2000-1000-500-250-125-62,5 pg/ml olan standartlardan 100 pl konuldu. Kor
kuyucuklarma 100 pl sulandirma soliisyonu koyuldu. Ornek kuyucuklarina ise 50 pl
sulandirma soliisyonu ve 50 pl 6rnek konuldu. Reaksiyonu baslatmak i¢in ardindan tiim
kuyucuklara 50 pl biyotin bagli sekonder antikor (anti-sigan IL-2-biotin-bagli) eklenerek
tabakanin iizeri seffaf bir filmle kapatildi. Oda sicakliginda 3 saat boyunca galkalayiciya
yerlestirilerek 200 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin hepsi bosaltild:
ve 4 kez 400 pl yikama soliisyonu ile yikandi. Tiim mikrokuyucuklara 100 pl streptavidin-
HRP konularak tabakanin iizeri tekrar filmle kapatilip 1 saat calkalayicida inkiibe edildi.
Ardindan tekrar tiim mikrokuyucuklar bosaltildi ve 400 pl yikama soliisyonu ile 4 kez
yikandi. Yikama isleminin ardindan biitiin mikrokuyucuklara HRP ile reaksiyon sonucunda
renk degistiren substrat olan TMB soliisyonundan 100 pl konuldu ve 10 dakika oda
sicakliginda, karanlik bir ortamda bekletildi. Pozitif kontrol ¢ukurlarindaki renk koyu mavi
oldugunda her bir kuyucuga 100 ul durdurma soliisyonu (asit) eklenerek reaksiyon
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sonlandirild1 ve kuyucuklarda olusan renk degisikliginin absorbansi 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak ol¢iildii (Sekil 13).
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Sekil 13. interlokin-2 kalibrasyon egrisi

INTERLOKIN-6 OLCUMU
Plazma IL-6 diizeyleri 6lglimiinde Platinum ELISA IL-6 6lgtim kiti kullanildi.

Prensip

Anti-sican IL-6 kaplanmis ELISA mikrokuyucuklarina 6rnek veya standart konulur.
Ornek veya standartta bulunan IL-6 mikrokuyucuklarda bulunan anti-sican IL-6 antikoru
tarafindan baglanarak yakalanir. {lk antikorlar tarafindan yakalanan sican IL-6'ya biyotinle
konjuge edilmis ikinci (sekonder) antikor (anti-sican IL-6-biyotin-bagli) baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis biyotin bagli anti-sigan IL-6 yikanarak ortamdan
uzaklastirilir. Streptavidin-HRP eklenerek biyotinle konjuge olmus anti-sigan IL-6 antikoruna
baglanmasi saglamir. Inkiibasyonu takiben baglanmayan streptavidin-HRP yikanarak
uzaklagtirtlir. HRP ile reaksiyonu sonucunda renk degisikligi gdsteren substrat soliisyonu
kuyucuklara eklenir. Reaksiyon durdurma soliisyonu (asit) ilavesi ile sonlandirilir ve meydana

gelen renk degisikligi 450 nm'de 6l¢iiliir.

Deney

ELISA [IL-6 test kitinde bulunan tabakada standartlarin ve Orneklerin koyulacagi
mikrokuyucuklarin semasi belirlendi. Deneye baslamadan 6nce tiim ¢ukurlar 400 pl yikama
soliisyonu (%1 Tween 20 ve %10 sigir serum albumini igeren fosfat tamponu) ile 2 kez

yikandi. Standart mikrokuyucuklara 100 pl eksternal olarak diliisyon yapilan (2000-1000-
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500-250-125-62,5-31,3 pg/ml) standartlar konuldu. Kor kuyucuklarina 100 pl sulandirma
soliisyonu koyuldu. Ornek kuyucuklarma ise 50 pl sulandirma soliisyonu ve 50 ul 6rnek
konuldu. Reaksiyonu baslatmak i¢in ardindan tiim kuyucuklara 50 pl biyotin bagh sekonder
antikor (anti-sigan IL-6-biyotin-bagli) eklenerek tabakanin lizeri seffaf bir filmle kapatildi.
Oda sicakliginda 2 saat boyunca calkalayiciya yerlestirilerek 200 rpm’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklar bosaltildi ve 6 kez 400 ul yikama soliisyonu ile
yikandi. Tiim mikrokuyucuklara 100 pl streptavidin-HRP konularak tabakanin iizeri tekrar
filmle kapatilip 1 saat ¢alkalayicida inkiibe edildi. Ardindan tekrar tim mikrokuyucuklar
bosaltildi ve 400 pl yikama soliisyonu ile 6 kez yikandi. Yikama isleminin ardindan biitiin
mikrokuyucuklara HRP ile reaksiyon sonucunda renk degistiren substrat olan TMB
sollisyonundan 100 pl konuldu ve 10 dakika oda sicakliginda, karanlik bir ortamda bekletildi.
Pozitif kontrol cukurlarindaki renk koyu mavi oldugunda her bir kuyucuga 100 pl durdurma
sollisyonu (asit) eklenerek reaksiyon sonlandirildi ve kuyucuklarda olusan renk degisikliginin

absorbansi 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dlgtildii (Sekil 14).
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Sekil 14. Interlokin-6 kalibrasyon egrisi

INTERLOKIN-10 OLCUMU
Plazma IL-10 diizeyleri 6l¢iimiinde Platinum ELISA IL-10 6l¢iim kiti kullanildi.

Prensip
Anti-sican IL-10 kaplanmis ELISA mikrokuyucuklarina 6rnek veya standart konulur.
Omek veya standartta bulunan IL-10 kuyucuklari kaplayan anti-sigan IL-10 antikoru
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tarafindan baglanarak yakalanir. ik antikorlar tarafindan yakalanan IL-10’a biyotin ile bagh
ikinci (sekonder) antikor (anti-sigan 1L-10-biyotin-bagli) baglanir. Baglanmayan biyotin bagl
anti-sigan IL-10 yikanarak uzaklastirilir. Streptavidin-HRP eklenerek biyotin bagli anti-sigan
IL-10 antikoruna baglanmas1 saglanir. Inkiibasyonu takiben baglanmamis streptavidin-HRP
yikanarak ortamdan uzaklastirilir. HRP ile reaksiyon sonucunda renk degistiren substrat
soliisyonu kuyucuklara eklenir. Belirli bir inkiibasyon siiresi sonrasi reaksiyon durdurma
soliisyonu (asit) ilavesiyle sonlandirilir ve meydana gelen renk degisikligi 450 nm’de

spektrofotometrik olarak olgiiliir.

Deney

ELISA IL-10 kitinde bulunan tabakada, standartlarin ve Orneklerin koyulacagi
mikrokuyucuklarin gemast belirlendi. Deneye baslamadan tiim mikrokuyucuklar 400 pl
yikama sollisyonu (%1 Tween 20 ve %10 sigir serum albiimini i¢eren fosfat tamponu) ile 2
kez yikandi. Standart kuyucuklarina eksternal diliisyonu yapilan ve konsantrasyonlari
strastyla 1000-500-250-125-62,5-31,3-15,6 pg/ml olan standartlardan 100 pl konuldu. Koér
kuyucuklarma 100 pl sulandirma soliisyonu koyuldu. Ornek kuyucuklarma ise 50 pl
sulandirma soliisyonu ve 50 pl 6rnek konuldu. Reaksiyonu baslatmak i¢in ardindan tiim
kuyucuklara 50 pl biyotin bagli sekonder antikor (anti-sigan IL-10-biotin-bagli) eklenerek
tabakanin iizeri seffaf bir filmle kapatildi. Oda sicakliginda 2 saat boyunca galkalayiciya
yerlestirilerek 200 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin hepsi bosaltildi
ve 3 kez 400 pl yikama soliisyonu ile yikandi. Tim mikrokuyucuklara 100 pl streptavidin-
HRP konularak tabakanin iizeri tekrar filmle kapatilip 1 saat calkalayicida inkiibe edildi.
Ardindan tekrar tiim mikrokuyucuklar bosaltildi ve 400 pl yikama soliisyonu ile 3 kez
yikandi. Yikama isleminin ardindan biitiin mikrokuyucuklara HRP ile reaksiyon sonucunda
renk degistiren substrat olan TMB soliisyonundan 100 pl konuldu ve 10 dakika oda
sicakliginda, karanlik bir ortamda bekletildi. Pozitif kontrol ¢ukurlarindaki renk koyu mavi
oldugunda her bir kuyucuga 100 ul durdurma soliisyonu (asit) eklenerek reaksiyon
sonlandirildi. Daha sonra kuyucuklarda olusan renk degisikliginin absorbansit 450 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iildii (Sekil 15).
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Sekil 15. Interlokin-10 kalibrasyon egrisi

TUMOR NEKROZ FAKTOR DUZEYI OLCUMU
Plazma TNFa diizeyleri 6l¢limiinde Platinum ELISA TNFa 6l¢tim kiti kullanildi.

Prensip

Anti-sigan TNFa kaplanmis ELISA kuyucuklarima 6rnek veya standart konulur. Ornek
veya standartta bulunan TNFo kuyucuklart kaplayan anti-sigan TNFa antikoru tarafindan
baglanarak yakalanir. ilk antikorlar tarafindan yakalanan TNFa’ya biyotin ile bagl ikinci
(sekonder) antikor (anti-sigcan TNFa-biyotin-bagli) baglanir. Baglanmayan biyotin bagli anti-
sican TNFa yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Streptavidin-HRP eklenerek biyotin bagl anti-
sican TNFa antikoruna baglanmasi saglanir. Inkiibasyonu takiben baglanmamis streptavidin-
HRP yikanarak ortamdan uzaklagtirilir. HRP ile reaksiyon sonucunda renk degistiren substrat
soliisyonu kuyucuklara eklenir. Belirli bir inkiibasyon siiresi sonrasi reaksiyon durdurma
soliisyonu (asit) ilavesiyle sonlandirilir ve meydana gelen renk degisikligi 450 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Deney

ELISA TNFa kitinde bulunan tabakada, standartlarin ve Orneklerin koyulacagi
mikrokuyucuklarin semasi belirlendi. Deneye baslamadan once tim mikrokuyucuklar 400 pl
yikama soliisyonu (%1 Tween 20 ve %10 sigir serum albiimini igeren fosfat tamponu) ile 2
kez yikandi. Standart kuyucuklarina eksternal diliisyonu yapilan ve konsantrasyonlari
sirastyla 2500-1250-625-312,5-156,3-78,1-39,1 pg/ml olan standartlardan 100 pl konuldu.
Kér kuyucuklarina 100 pl sulandirma soliisyonu koyuldu. Ornek kuyucuklarina ise 50 pl

sulandirma soliisyonu ve 50 pl 6rnek konuldu. Reaksiyonu baslatmak i¢in ardindan tiim
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kuyucuklara 50 pl biyotin bagl sekonder antikor (anti-sigan TNFa-biyotin-bagli) eklenerek
tabakanin iizeri seffaf bir filmle kapatildi. Oda sicakliginda calkalayiciya yerlestirilerek 2 saat
boyunca 200 rpm’de inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan kuyucuklarm hepsi bosaltild1 ve 4
kez 400 pl yikama soliisyonu ile yikandi. Tiim mikrokuyucuklara 100 pl streptavidin-HRP
konularak tabakanin tizeri tekrar filmle kapatilip 1 saat ¢alkalayicida inkiibe edildi. Ardindan
tekrar tiim mikrokuyucuklar bosaltildi ve 400 pl yikama soliisyonu ile 4 kez yikandi. Yikama
isleminin ardindan biitiin kuyucuklara HRP ile reaksiyon sonucunda renk degistiren substrat
olan TMB soliisyonundan 100 pl konuldu ve 10 dakika oda sicakliginda, karanlik bir ortamda
bekletildi. Pozitif kontrol ¢ukurlarindaki renk koyu mavi oldugunda her bir kuyucuga 100 pl
durdurma soliisyonu (asit) eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Daha sonra kuyucuklarda olusan
renk degisikliginin absorbans1 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iildii (Sekil
16).
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Sekil 16. Tiimor nekroz faktor-o kalibrasyon egrisi

MALONDIALDEHIT DUZEYi OLCUMU

Prensip
Lipit peroksidasyonun son iiriinii olan MDA’nin TBA ile sicak ve asit ortamda

reaksiyona girmesi ile olusan renk spektrofotometrik olarak 540 nm dalga boyunda 6l¢iiliir.

Deney
0,2 ml 10 Kkat diliie edilmis doku homojenati; 0,2 ml %38,1’lik sodyum dodesil siilfat, 1,5
ml %20’lik asetik asit, 1,5 ml %0,8’lik TBA ve 0,6 ml distile su ile karistirildi. Bu karisim
95°C’deki sicak su banyosunda su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek vortekste 1 dakika
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karigtirildi. Organik faz 4000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar

homojenat icermeyen ayirag¢ koriine karst 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

HISTOPATOLOJIK INCELEME

Histopatolojik incelemelerin yapilmasi i¢in sag ayak bilegi eklemlerini igeren sigan
ayaklar1 Fakiiltemiz Tibbi Patoloji Laboratuvarina gonderildi. Sakrifiye edilen sican ayaklari
24 saat boyunca %10’luk tamponlu nétral formaldehit tespitine birakildilar. Daha sonra
dekalsifikasyon islemi i¢in dokular %20’lik formik asit i¢inde 24 saat bekletildi. 24 saat
sonunda dekalsifiye olan ornekler 30 dakika boyunca akan suyun altinda yikanarak gece
boyunca alkol takibine alinmigtir. Daha sonra dokular parafine gomiilerek 5 mikron
kalinligindaki kesitler lamlarin {izerine alind1 ve rutin hematoksilen eozin (HE) boyasi ile
boyanarak 1sik mikroskobu (Olympus BX51) altinda degerlendirildi. Bulgular; inflamasyon,
vaskiiler proliferasyon ve 6dem semikantitatif olarak 0-3 arasinda degerlendirildi. Sinovyal
proliferasyon varligi veya yoklugu not edildi: 0-lezyon yok, 1-zayif siddetli lezyon, 2-orta
siddetli lezyon, 3-siddetli lezyon olarak kabul edildi. Vaskiiler proliferasyonun tespiti i¢in 5
biiylik biiylitme alanindaki (BBA=x40) damarlar sayildi ve ortalamalari alinarak biiyiik

biiyiitme alani basina diigen damar sayis1 hesaplandi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel degerlendirme, IBM Corp. Released 2010. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 19.0. Armonk, NY: IBM Corp. kullanilarak yapildi. Olgiilebilen verilerin
normal dagilima uygunluklar1 tek 6rnek Kolmogorov Smirnov testi ile bakildiktan sonra
normal dagilima uymadig: i¢in gruplar arasinda karsilastirmalarda Kruskal Wallis varyans
analizi ve Mann Whitney U testi kullanildi. Her bir grup i¢in incelenen degiskenlerin zamana
bagli degisiminin kyaslanmasinda Friedman ve Wilcoxon eslestirilmis dizilerde T testi
kullanildi. Niteliksel verilerde Kolmogorov Smirnov iki drnek testi kullanildi. Tanimlayici
istatistikler olarak Median (Min-Max) degerleri ve aritmetik ortalama+tstandart sapma, say1 ve
yiizdeler verildi. Tiim istatistikler i¢in anlamlilik siir1 p<0,05 olarak segildi. Grafikler ise

Graphpad Prism for Windows Version 6.05 programi kullanilarak ¢izilmistir.
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BULGULAR

Calismamizin ilk giiniinde (0. giin) tim sigcanlarin agirliklart tartildi. Kumpas ile sag
arka ayak penge caplart Olcilildii. Makroskopik skorlama ile penceleri derecelendirildi.
Pletismometre cihazi ile penge Odemleri Ol¢iildi. Mekanik uyarilma ile bacak c¢ekme
reaksiyonunu degerlendiren PAM cihazi ile bazal agr1 esikleri 6l¢iildii. Basinca dayali 6lgme
yontemi olan Randall-Selitto cihazi ile pencgelerindeki agr1 esik siddetleri Olciildii. 1. grup
hi¢cbir islem yapmadan kontrol grubu olarak ayrildi. Diger gruplardaki (2-3-4-5-6-7 ve 8)
sicanlarin sag arka ayak pencgelerine intradermal injeksiyonla 0,1 ml FCA uygulandi.
Inflamatuvar reaksiyon 0. giin kabul edilerek, sicanlarin agirlik takipleri ile kumpas, PAM,
Pletismometre, Randall-Selitto cihazi ile penge dlgtimleri ve makroskopik skorlama 17. ve 27.
giinlerde tekrarlandi. Ilaglarin adjuvant artrit {izerine etkisini degerlendirmek amaciyla grup 2
(FCA grubu) artrit kontrol grubu olarak ayrildiktan sonra, 17. ve 27. giinler arasi, {i¢lincii
gruba salin (1 ml/kg), dordiincii gruba silimarinin ¢oziiciisi DMSO (1 ml/100 g), besinci
gruba silimarin (50 mg/kg), altinct gruba silimarin (100 mg/kg), yedinci gruba silimarin (200
mg/kg) ve sekizinci gruba (pozitif kontrol) ibuprofen (100 mg/kg) verildi. Silimarin ve diger
ilaclar sicanlara gavaj yolu ile uygulandi. 27. giinde deneylerin tamamlanmasinin ardindan
hayvanlarin kalplerinden ksilazin/ketamin (10/50 mg/kg, i.p.) anestezisi altindayken kan
alindi. Elde edilen serumda, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a ve MDA diizeyleri
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Siganlarin sag arka ayak eklemleri ¢ikarilarak histopatolojik
olarak incelendi. Tiim veriler kendi i¢inde ve gruplar arasinda karsilastirilarak istatistiksel

olarak degerlendirildi.
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Yapilan Olgiimlerde siganlarin agirlik takibinde gruplar arasinda

anlaml1 bir farklilik bulunamadi (Sekil 17) (Tablo 3).
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Sekil 17. Agirhk takibi (g)
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Tablo 3. Tiim gruplarda agirhik ortalamalar (g) (Ort +SD)

0. giin 17. giin 27. giin
Grup 1 313,750+25,059 329,125+29,123 331,375427,360
Grup 2 307,000+20,227 305,250+17,011 310,625+16,291
Grup 3 311,250+42,389 302,125+39,084 309,000+39,115
Grup 4 307,375+29,947 299,250+31,208 306,429+18,500
Grup 5 314,875+20,863 301,375+14,101 315,714%16,875
Grup 6 302,125+16,409 300,625+16,326 300,250+16,723
Grup 7 287,750+25,167 298,375+28,142 298,500-+19,009
Grup 8 319,625+40,164 309,125+36,412 307,856+34,762

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.

17. glinde Freund’s Complete Adjuvant uygulanan gruplarin (grup 2-3-4-5-6-7 ve 8)
kumpas cihazi ile Olgiilen pence capr degerleri, kontrol grubuna gore (grup 1) istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) diizeyde artti. Bu da bize Freund’s Complete Adjuvant uygulanan
gruplarin hepsinde adjuvant artritin basariyla olustugunu gostermektedir. 27. glinde yapilan
Olctimlerde ise grup 2 (FCA grubu)’ye gore 3-4-6. gruplarin penge cap1 degerleri istatistiksel
olarak anlamli diizeyde olmasa da azaldi. Grup 5-7-8’in pence cap1 degerlerinin ise grup 2’ye
gore istatistiksel olarak anlaml1 (p<0,05) diizeyde azaldig: tespit edildi. Bu durum ibuprofene
benzer sekilde silimarinin 50 ve 200 mg/kg dozunun adjuvant artrit bulgularindan olan penge

capi artigini, 6dem ve inflamasyonu tedavi ettigini gostermektedir (Sekil 18) (Tablo 4).
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Sekil 18. Sag pence takibi (kumpas)
*p<0,05; 17. giinde kontrol grubu (grup 1) ile karsilagtirma
#p<0,05; 27. giinde grup 2’ye gore gruplar arasi kargilagtirma
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Tablo 4. Tiim gruplarda kumpas ortalamalar: (mm) (Ort +SD)

0. giin 17. giin 27. giin
Grup 1 5,825:+0,373 6,263+0,338 6,188+0,236
Grup 2 6,088+0,309 9,163+0,672" 8,563+0,472
Grup 3 5,952+0,342 8,675+0,607" 8,363+0,169
Grup 4 5,825+0,306 8,288+0,815" 8,086+1,066
Grup 5 6,113+0,476 8,138+0,389" 7,285+0,253"
Grup 6 5,900+0,267 8,863+0,927" 8,150+1,035
Grup 7 6,075+8,231 8,375+0,744" 7,214+0,482"
Grup 8 6,063+0,437 9,338+0,661" 7,143+0,306"

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.

*p<0,05; 17. giinde kontrol grubu (grup 1) ile karsilagtirma

#p<0,05; 27. giinde grup 2’ye gore gruplar arasi karsilagtirma
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0. giinde, FCA injeksiyonu yapilmadan once tiim gruplarda PAM cihaziyla eklemlere
uygulanan basinca karst siganin bazal agri esigi ve gosterdigi hipersensivite Olgiildii. FCA
uygulanan gruplarin PAM o6l¢iim degerleri, 17. giine gelindiginde 1. grup (kontrol grubu) harig
diger gruplarda basinca karsi duyarliligin arttifi ve reaksiyon gosterme siirelerinin kisaldigi ve
bunlarin da istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu saptand1 (Sekil 19) (Tablo 5). Bu da FCA
uygulanan tiim sigcanlarda artrit olustugunu ve agrili uyarana karsi pencgelerinin duyarliliginin
arttigin gostermektedir. 27. glinde yapilan dlgiimlerde ise grup 2 ile yapilan karsilastirmalarda 7
ve 8. gruplarin basinca karsi duyarliligin azaldigi ve reaksiyon gosterme stirelerinin arttigi ve
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu saptanmistir. Bu da silimarinin 50 ve 100 mg/kg
dozlarinda analjezik etkisinin bulunmadigini fakat grup 7 (silimarin 200 mg/kg)’nin ibuprofene
benzer sekilde analjezik etkisinin oldugunu gostermistir.

1. grubun 17. giinden sonra degerlerindeki azalmanin sebebinin; basing uygulamasina
bagli pence hassasiyetinin artmasi ve sicanlarin daha kisa siirede yanit vermelerini 6grenmeye

bagli geri gekme olarak degerlendirebiliriz. (Sekil 19) (Tablo 5).
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Sekil 19. Sag pence takibi (PAM)
*p<0,05; 17. giinde kontrol grubu (grup 1) ile karsilastirma
#p<0,05; 27. giinde grup 2’ye gdre gruplar arasi karsilastirma
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Tablo 5. Tiim gruplarda sag pence PAM ortalamalari (gf) (Ort +SD)

0. giin 17. giin 27. giin
Grup 1 1359.225:248,782 |  1404,500+180,011 878,150£277,391
Grup 2 1249,550+286,579 359,625+80,261" 112,888+38,929
Grup 3 1349,750+119,763 374,288+129,119" 102,563+18,963
Grup 4 1248,388+219,042 320,800+102,067" 154,518+71,554
Grup 5 1425,075+236,308 343,563+136,224" 125,243+48,900
Grup 6 1256,100+:341,545 317,638+102,855" 134,338+58,840
Grup 7 1530,725+139,899 317,375+125,738" 712,100:248 852"
Grup 8 1411,113+212,749 290,338+107,252" 731,871%172,269"

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.
*p<0,05; 17. giinde kontrol grubu (grup 1) ile karsilagtirma
#p<0,05; 27. giinde grup 2’ye gore gruplar arasi karsilagtirma

Freund’s Complete Adjuvant uygulanan gruplarmm 0, 17 ve 27. giinlerde pletismometre
cihazi ile sag arka pengelerinin hacimleri 6lgiildii. FCA uygulanan gruplarin 17. giindeki penge
hacim degerleri kontrol grubu ile (grup 1) ve 0. giindeki degerleri ile karsilastirildiginda tiim
siganlarda sag arka pencede inflamatuvar reaksiyon ve ddemin belirgin oldugu ve bunlarin
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu saptandi (Sekil 20) (Tablo 6). Bu da FCA uygulanan
tiim sicanlarda artrit olustugunu gostermektedir.

27. giinde grup 2’ye gore yapilan karsilastirmalarda penge hacmindeki inflamasyon ve

O0demi ¢Ozerek penge hacmini azaltmasi agisindan en etkili ve istatistiksel olarak anlamli
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(p<0,05) tedavi grubunun grup 7 (silimarin 200 mg/kg) ve grup 8 (ibuprofen 100 mg/kg) oldugu
goriilmiistiir (Sekil 20) (Tablo 6).
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Sekil 20. Sag pence takibi (pletismometre)
*p<0,05; 17. giinde kontrol grubu (grup 1) ile karsilagtirma
#p<0,05; 27. giinde grup 2’ye gore gruplar arasi karsilastirma
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Tablo 6. Tiim gruplarda sag penge pletismometre ortalamalar1 (mm?) (Ort +SD)

0. giin 17. giin 27. giin
Grup 1 0.969+0,119 1,27540,167 1,45340,168
Grup 2 0,974+0,108 3,013+0,138" 3,023+0,155
Grup 3 1,033+0,218 2,355+0,267" 2,984+0,195
Grup 4 1,016+0,059 2,834+0,281" 2.966+0,140
Grup 5 1,12440,131 2,711+0,203" 2,634+0,327
Grup 6 0,983+0,131 2,989-+0,448" 2,778+0,413
Grup 7 1,050+0,113 2,471+0,362" 2,243+0,178*
Grup 8 1,080+0,141 2,806+0,411" 2,220+0,281"

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.
*p<0,05; 17. giinde kontrol grubu (grup 1) ile karsilagtirma
#p<0,05; 27. giinde grup 2’ye gore gruplar arasi karsilagtirma

Freund’s Complete Adjuvant uygulanan gruplar 0, 17 ve 27. giinlerde Randall-Selitto
cthazi ile agr1 yamitinin 6l¢iildiigli pence basing testi uygulandi. 17. giin verilerinde kontrol
grubuyla (grup 1) yapilan karsilastirmalarda grup 4 (DMSO grubu) harig biitiin gruplarin verileri
istatistiksel olarak anlamli artig (p<0,05) bulunmustur. 27. giinde yapilan 6l¢iimlerde ise grup 2
ile yapilan karsilagtirmalarda grup 5 (silimarin 50 mg/kg), grup 7 (silimarin 200 mg/kg) ve grup
8’de (ibuprofen 100 mg/kg) Randall-Selitto cihazinda agrili uyarana karsi verdikleri yanitin
azaldig1 gozlenmistir. Ancak bu verilerden grup 2 ve grup 8 (ibuprofen 100 mg/kg) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05) saptanmustir (Sekil 21) (Tablo 7).
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Tablo 7. Tiim gruplarda sag pence Randall-Selitto ortalamalari (g) (Ort +SD)

0. giin 17. giin 27. giin
Grup 1 15,563+4,909 14,313+4,629 13,938+2,528
Grup 2 15,688+4,621 5,813+2,052" 4,938+1,741
Grup 3 16,625+4,772 8,750+2,188" 4,928+0,979
Grup 4 14,563+5,653 10,000+2,000 6,856:1,059
Grup 5 17,000+4,000 6,375+1,959" 7,356+2,655
Grup 6 13,625+3,420 6,875+2,100" 5,250+3,024
Grup 7 13,563+3,717 6,188+1,308" 7,643+2,183
Grup 8 14,625+4,077 7,438+1,700" 10,089+2,633"

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma.

*p<0,05; 17. giinde kontrol grubu (grup 1) ile karsilagtirma

#p<0,05; 27. giinde grup 2’ye gore gruplar arasi karsilagtirma
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Sekil 21. Sag pence takibi (Randall-Selitto)
*p<0,05; 17. giinde kontrol grubu (grup 1) ile karsilagtirma
#p<0,05; 27. giinde grup 2’ye gore gruplar aras1 karsilastirma

INTERLOKIN 1-BETA DUZEYI

Serum IL-1B diizeyi Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik yontemle nM
diizeyinde ol¢iildii. Ortalamalar1 ve standart sapmalari hesaplandi. Hesaplanan verilerin
normalitesi incelendi. Normal dagilima uygunluk gosterdigi belirlendi. Gruplar arasi
karsilagtirmada tek yonlii varyans analizi testi uygulandi. Gruplar arasi kiyaslamalarda

istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamustir (Sekil 22) (Tablo 8).
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Sekil 22. Gruplara gore interlokin-1p diizeylerinin dagilim
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Tablo 8. Interlékin-1p diizeyi ortalama ve standart sapmalar1 (nM)

GRUPLAR 1 2 3 4 5 6 . 8
Ort = SD 50,567+22,680 73,003+31,624 64,148+31,900 80,789+21,146 66,251+27,177 43,475+18,209 48,094+27,645 88,368+7,679
Ort: Ortalama; SD: Standart sapma
Tablo 9. interlékin-2 diizeyi ortalama ve standart sapmalar (NM)
GRUPLAR 1 2 3 4 5 6 7 8
Ort = SD 89,754+16,031 102,247+24,058 | 97,522+23,525 85,295+48,366 94,513+42,581 96,352+14,465 97,164+16,158 72,015+14,006

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma
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SERUM INTERLOKIN-2 DUZEYi

Serum IL-2 diizeyi Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik yontemle nM
diizeyinde Olgiildii. Ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplandi. Hesaplanan verilerin
normalitesi incelendi. Normal dagilima uygunluk gosterdigi belirlendi. Gruplar arasi
kargilastirmada tek yoOnlii varyans analizi testi uygulandi. 27. giinde gruplar arasi

kiyaslamalarda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir (Sekil 23) (Tablo 9).
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Sekil 23. Gruplara gore interlokin-2 diizeylerinin dagilim

SERUM INTERLOKIN-6 DUZEY1

Serum IL-6 diizeyi Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik yontemle nM
diizeyinde Olciildii. Ortalamalart ve standart sapmalar1 hesaplandi. Hesaplanan verilerin
normalitesi incelendi. Normal dagilima uygunluk gosterdigi belirlendi. Gruplar arasi
karsilagtirmada tek yonlii varyans analizi testi uygulandi 27. gilinde gruplar arasi

kiyaslamalarda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir (Sekil 24) (Tablo 10).
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Tablo 10. Interl6kin-6 diizeyi ortalama ve standart sapmalar1 (nM)

GRUPLAR 1 2 3 4 5 6 7 8
Ort + SD 42,149+5973 38,352+6,051 40,535+6,610 | 40,621+10,844 | 42,239+4,655 36,560+5,513 40,170+2,208 39,201+4,274
Ort: Ortalama; SD: Standart sapma
Tablo 11. interlokin-10 diizeyi ortalama ve standart sapmalar1 (nM)
GRUPLAR 1 2 3 4 5 6 ; g
Ort + SD 22,351+11,002 37,313+6,124 27,126+21,124 | 33,437+15,765 | 26,419+18,359 | 29,293+6,918 | 46,600+31,434 | 40,319+10,867

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma
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Sekil 24. Gruplara gore interlokin-6 diizeylerinin dagilimi

SERUM INTERLOKIN-10 DUZEY1

Serum IL-10 diizeyi Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik yontemle nM
diizeyinde Olciildii. Ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplandi. Hesaplanan verilerin
normalitesi incelendi. Normal dagilima uygunluk gosterdigi belirlendi. Gruplar arasi
karsilagtirmada tek yonlii varyans analizi testi uygulandi. 27. giinde gruplar arasi

kiyaslamalarda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir (Sekil 25) (Tablo 11).
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Sekil 25. Gruplara gore interlokin-10 diizeylerinin dagilim
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SERUM MALONDIALDEHIT DUZEYLERI

Serum MDA diizeyi Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik yontemle nM
diizeyinde Olgiildii. Ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplandi. Hesaplanan verilerin
normalitesi incelendi. Normal dagilima uygunluk gostermedigi tespit edildi. Gruplar arasi
karsilagtirma i¢in Nonparametrik Kruskal Wallis varyans analizi uygulandi. Gruplar arasi
kiyaslamalarda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir (Sekil 26) (Tablo 12).
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Sekil 26. Gruplara gore MDA diizeylerinin dagilim

SERUM TUMOR NEKROZ FAKTOR ALFA DUZEYLERI

Serum TNFa diizeyi Platinum ELISA kiti kullanilarak spektrofotometrik yontemle nM
diizeyinde Olgiildii. Ortalamalart ve standart sapmalari hesaplandi. Hesaplanan verilerin
normalitesi incelendi. Normal dagilima uygunluk gosterdigi belirlendi. Gruplar arasi
karsilastirmada tek yonlii varyans analizi testi uygulandi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamustir (Sekil 27) (Tablo 13).
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Sekil 27. Gruplara gore TNFa diizeylerinin dagilim
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Tablo 12. MDA ortalama ve standart sapmalari (nM)

GRUPLAR 1 2 3 4 5 6 / 8
Ort +SD 34,160+10,341 35,640+23,922 38,400+18,489 46,445+8,499 57,645+23,388 48,560+26,274 41,462+15,536 | 30,354+11,857
Ort: Ortalama; SD: Standart sapma
Tablo 13. TNFa ortalama ve standart sapmalari (nM)
GRUPLAR 1 2 3 4 5 6 / 8
Ort £ SD 152,529+95,763 | 196,017+98,579 | 98,987+77,068 | 117,273+42,296 | 203,782+95,900 | 134,565+112,396 | 197,120+67,545 | 186,372+7,400

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma
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HISTOPATOLOJIK INCELEMELER

0. gliinde FCA injeksiyonu yapilmadan Once tiim gruplarda sag arka ayak pencelerini
makroskopik skorlama yontemiyle 0-4 arasinda derecelendirdik. 17. giine gelindiginde 0. giindeki
degerler ile karsilastirildiginda higbir islem uygulanmayan 1. grup hari¢ diger gruplarda (2-3-4-5-
6-7 ve 8) grup ici karsilastirmalarda tiim siganlarda sag arka pencgede inflamatuvar reaksiyon ve
Odemin belirgin oldugu ve bunlarin istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu saptandi. Bu da
FCA uygulanan tiim si¢anlarda artrit olustugunu gostermektedir (Tablo 14). 27. giinde grup 2’ye
gore yapilan karsilastirmalarda ise grup 4-5-6-7 ve 8’in penge hacminde istatistiksel olarak

anlamli (p<0,05) azalma oldugu goriilmiistiir (Tablo 14).

Tablo 14. Tiim gruplarda sag pencelerde makroskopik skor ortalamalari (Ort = SD)

0. giin 17. giin 27. giin

Grupl 0 0 0
Grup 2

0 4,00+0,00™ 3,88+0,354
Grup 3 .

0 3,75+0,463" 3,75+0,463
Grup 4 x

0 3,86+0,378" 3,2940,488¥
Grup 5 x

0 3,86+0,378™ 2,71+0,488*
Grup 6 x

0 3,75+0,463" 2,75+0,886*
Grup7 .

0 4,00+0,00™ 2,14+0,690¥
Grup 8 *

0 3,86+0,378™ 1,57+0,535¢

Ort: Ortalama; SD: Standart sapma
*p<0,05; 0-17. giin grup i¢i karsilastirma

#p<0,05; 17. giinde grup 1 (kontrol grubu)’e gore gruplar aras karsilagtirma

¥p<0,05; 27. giinde grup 2’ye gore gruplar arasi karsilagtirma
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Inflamasyon

Yirmi yedinci giinde sicanlarin sag arka ayak pencelerinin histopatolojik incelemelerinde
grup 1 (kontrol grubu)’deki hayvanlarda inflamasyona rastlanmadi. 2. grupta (FCA grubu) %100
siddetli goriiliirken; 3. grubun %62,5’inde orta %37,5’inde siddetli; 4. grubun %71,4’{inde orta,
%28,6’sinda siddetli; 5. grubun %42,9°unda orta, %57,1’inde siddetli; 6. grubun %75,0’inde orta,
%25,0’inde siddetli; 7. grubun %14,3linde zayif, %57,1’inde orta, %28,6’sinda siddetli; 8.
grubun %14,3’iinde zayif, %57,1’inde orta, %28,6’sinda siddetli inflamasyon goriildii (Sekil 28).
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Sekil 28. Gruplara gore inflamasyonun zayif-orta-siddetli olarak % degerleri

Vaskiiler Proliferasyon

Sicanlarin sag arka ayak pengelerinin histopatolojik incelemelerinde 40’lik biiyilitmede 5
alan incelendi. Vaskiiler yapilar sayild1 ve ortalamalar1 alindi. 27. glinde sicanlarin sag arka ayak
pencelerinin histopatolojik incelemelerinde grup 1 (kontrol grubu)’deki hayvanlarda vaskiiler
proliferasyona rastlanmadi. 2. grupta %12,5 zayif, %75,0 orta, %12,5 siddetli goriiliirken; 3.
grubun %?25,0’inde zayif, %62,5’inde orta, %12,5’inde siddetli; 4. grubun %42,9’unda zayif,
%42,9’unda orta, %14,3’linde siddetli; 5. grubun %28,6’sinda zayif, %71,4’linde orta; 6. grubun
%25,0’inde zayif, %75,0’inde orta; 7. grubun %28,6’sinda zayif, %57,1’inde orta, %14,3’iinde
siddetli; 8. grubun %14,3’linde zayif, %57,1’inde orta, %28,6’sinda siddetli vaskiiler proliferasyon
gortldii (Sekil 29).
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Sekil 29. Gruplara gore vaskiiler proliferasyon % degerleri

Sinovyal Proliferasyon

Sicanlarin sag arka ayak histopatolojik incelemelerinde 27. giinde grup 1 (kontrol grubu)’de
sinovyal proliferasyona rastlanmadi. 2. grupta %75; 3. grupta %62,5; 4. grupta %71,4; 5. grupta
%14,3; 6. grupta %25,0; 7. grupta %57,1; 8. grupta %85,7 oraninda sinovyal proliferasyon
goriildii (Sekil 30).
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Sekil 30. Gruplara gore sinovyal proliferasyon % degerleri

Odem
Yirmi yedinci glinde siganlarin sag arka ayak pengelerinin histopatolojik incelemelerinde
grup 1 (kontrol grubu)’deki siganlarda 6deme rastlanmadi. 2. grupta %25,0 zayif, %50,0 orta,

%25,0 siddetli; 3. grupta %75,0 zayif, %25,0 orta; 4. grupta %57,1 zayif, % 42,9 orta; 5. grupta
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%85,7 zayif, %14,3 orta; 6. grupta %75,0 zayif, %12,5 orta, %12,5 siddetli; 7. grupta %57,1 zayif,
%?28,6 orta, %14,3 siddetli; 8. grupta %57,1 zayif, %42,9 oraninda orta seviyede ddem goriildii
(Sekil 31).
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Sekil 31. Gruplara gore 6dem % degerleri

Histopatolojik olarak sigcanlarin sag arka ayak penceleri degerlendirildiginde goriilen normal
sigan pengesi (grup 1) (Sekil 32) ve 1, 2, 3. derece inflamasyon, édem, vaskiiler ve sinovyal

proliferasyon 6rneklerini gosteren sekiller (Sekil 33-41) asagida gosterilmistir.

Sekil 32. Normal kemik, eklem arahgi, cizgili kas ve tendon yapilar
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Sekil 34. Eklem ¢evresi yumusak dokuda 1. derece kronik inflamasyon (HEx40)
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Sekil 35. Eklem ¢evresi yumusak dokuda 2. derece kronik inflamasyon (HEx40)
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Sekil 37. Orta dereceli kronik inflamasyon (2. derece) ve bir kismi dilate olan, eritrositle

dolu olan artms sayida damar yapilar1 (HEx40)

Sekil 38. Eklem cevresi yumusak dokuda 3. derece kronik inflamasyon ve 3. derece 6dem
(ok) (HEx40)
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Sekil 39. Siddetli kronik inflamasyon ve oklarin arasinda kalan béliimde yogun

proliferasyon gosteren (3. derece) damar yapilar1 (HEx40)

: U 3 yl:.i 8

Sekil 40. Eklem aralhiginda ve ¢cevre yumusak dokuda siddetli 6dem (HEx20)
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TARTISMA

Romatoid artrit; etyolojisi belli olmayan, 6zellikle periferik sinovyal eklemleri tutan,
sinovyal hiicre proliferasyon ve inflamasyonunun eklemde dekstriiksiyon yapmasi ile
karakterize, multisistemik bir hastaliktir (14). inflamatuvar artritler arasinda en sik goriilen
romatoid artrit; siklikla deri, kan damarlari, kalp, akciger ve kaslar gibi bircok eklem dist
dokuyu da etkiler (18).

Hastalik goriilen eklemde hasar olusturarak sakatliga neden olurken, klinik seyri,
hastadan hastaya biiyiik degisiklikler gosterir. Bazi hastalarda az sayida, hafif seyirli ve kisa
sireli eklem tutulmalar1 goriiliirken, bazilarinda tedavi ne kadar yogun olursa olsun, kisa
stirede sakatliklara ve 6nemli organ hasarlarina yol agabilmektedir (20,22). Romatoid artrit
diinyada tiim wrklarda %1 siklikla her yasta goriilebilir. En sik goriildiigii yaslar 40-60 yas
arasidir. Hastalik kadinlarda erkeklerden 3 kat daha fazla goriiliir (20).

Romatoid artrit tedavisini arastirmak i¢in bir¢ok deneysel artrit modeli gelistirilmistir.
Bu modellerden biri de FCA’nin sican pengesine injeksiyonu ile olusturulan adjuvant artrit
modelidir ve bu model siklikla kullanilmaktadir (86). Bir adjuvant (parafin yagi) ile
giiclendirilmis bir antijene (mikobakteri kapsiiliindeki) kars1 immiinolojik yanit olarak gelisir.
Hiicresel immiin yanit olarak olusur ve histopatolojik goriiniimii romatoid artrit ile ¢ok
benzerdir.

Yaptigimiz ¢calismada, FCA uygulanan gruplarin kumpas cihazi ile 6l¢iilen penge 6l¢iim
degerleri, 17. gline gelindiginde 0. gilindeki degerler ile karsilastirildiginda higbir islem
uygulanmayan 1. grup hari¢ diger gruplarda (2-3-4-5-6-7 ve 8) grup i¢i karsilastirmalarda tim
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siganlarda, sag arka pengede inflamatuvar reaksiyon ve 6demin belirgin oldugu ve bunlarin
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu saptandi. Bu da FCA uygulanan tiim siganlarda
artrit olustugunu gostermektedir. Bu bulgumuz adjuvant artrit modelini basar1 ile
gerceklestirdigimizin gostergesidir.

Calismamiz; silimarin tedavisinin sicanlarda deneysel olarak olusturulan artrit
modelinde etkisini incelemek amaciyla yapilmistir ve literatiirde deneysel adjuvant artrit
modelinde silimarin tedavisinin etkisinin incelendigi ilk calisma olacaktir. NSAIi’ler
romatoid artrit, osteoartrit ve diger artritlerin tedavisinde agriy1 azaltmak, hastalifin siddetini
hafifletmek i¢in kullanilan antiinflamatuvar, analjezik ve antipiretik ajanlardir (87-88).
Calismamizda ibuprofen; adjuvant artritte goriilen inflamasyon ve agri {izerindeki bilinen
etkisini silimarin ile karsilastirmak i¢in pozitif kontrol amaciyla kullanilmustir.

Calismamizda olusturdugumuz adjuvant artrit modeline uyguladigimiz silimarin
tedavisine 17. giin basland1 ve 27.giine kadar devam edildi. Sicanlarin agirlik takibinde,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. 17. giinde grup 1 (kontrol
grubu)’e gore tiim tedavi gruplar1 karsilastirildiginda yapilan dl¢timlerde ve 27. glinde grup 2
(FCA grubu)’ye gore yapilan gruplar arasi karsilastirmalarda da istatistiksel anlamlilik
saptanmadi.

Kumpas cihazi ile 6l¢iilen penge ¢apr degerleri 17. giinde FCA uygulanan gruplarda
(grup 2-3-4-5-6-7 ve 8), kontrol grubuna gore (grup 1) istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
diizeyde artti. Bu da bize FCA uygulanan gruplarin tiiminde adjuvant artriti basariyla
olusturdugumuzu gostermistir. 27. glinde yapilan dl¢timlerde ise grup 2 (FCA grubu)’ye gore
yapilan karsilagtirmalarda grup 3 (salin grubu), grup 4 (DMSO grubu) ve grup 6 (silimarin
100 mg/kg)’nin penge cap1 degerlerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da
azaldig1 gortlmistiir. Grup 5 (silimarin 50 mg/kg), grup 7 (silimarin 200 mg/kg) ve grup 8
(ibuprofen 100 mg/kg)’in pencge ¢apr degerlerinin ise grup 2 (FCA grubu)’ye gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) diizeyde azaldig: tespit edildi. Bu bulgularla biz ibuprofene benzer
sekilde silimarinin 50 ve 200 mg/kg dozunun adjuvant artrit bulgularindan olan penge cap1
artisini, 6dem ve inflamasyonu tedavi ettigini sOyleyebiliriz. Pletismometre ile yapilan
Ol¢iimde, 17. giinde tedavi gruplar1 grup 1 (kontrol grubu)’e gore karsilastirildiginda tiim
siganlarda sag arka pencede inflamatuvar reaksiyon ve ddemin belirgin oldugu ve bunlarin
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu saptandi. 27. giin verilerinde grup 2 (artrit
grubu)’ye gore pence hacmindeki inflamasyon ve 6demi ¢dzerek pence hacmini azaltmasi

acisindan en etkili tedavinin grup 7 (silimarin 200 mg/kg) ve grup 8 (ibuprofen 100 mg/kg)
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oldugu gorilmistiir (p<0,05). Literatiirde daha Onceden silimarin tedavisinin adjuvant
artritteki etkisinin incelendigi ¢alisma bulunmazken, osteoartritle ilgili ¢alismalar yapilmigtir
(12,15).

Al-Rasheed ve ark. (89), silimarinin si¢anlarda hepatotoksisiteye karst etkisini
degerlendiren ¢alismalarinda serum alanin aminotransferaz, inflamatuvar sitokinleri ve
vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinii 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermiglerdir.

Calismamizda; FCA injeksiyonu yapilmadan once (0. giinde) tiim gruplarda PAM
cihaziyla eklemlere uygulanan basinca karsi siganin bazal agr1 esigi ve Randall-Selitto
cihaziyla siganin gosterdigi hipersensivite o6l¢iildi. FCA uygulanan gruplarin PAM 6l¢iim
degerleri, 17. gline gelindiginde 0. giindeki degerler ile karsilastirildiginda higbir islem
uygulanmayan 1. grup hari¢ diger gruplarda (2-3-4-5-6-7 ve 8) grup i¢i karsilagtirmalarda
basinca kars1 duyarliligin arttig1 ve reaksiyon gosterme siirelerinin kisaldigi istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05) bulunmustur. Bu bulgumuz bize FCA uygulanan tim si¢anlarda artrit
olustugunu ve agrili uyarana karsi pengelerinin duyarliliginin arttigin1 géstermektedir. Tedavi
gruplarinin 27. giin verilerini; 2. grupla (artrit grubu) karsilastirdigimizda; grup 7 (silimarin
200 mg/kg) ve grup 8 (ibuprofen 100 mg/kg)’de istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05)
bulunmustur. Bu da calistifimiz gruplardan, 200 mg/kg silimarin grubunun ve ibuprofen
grubunun (grup 8) analjezik etkisinin oldugunu gostermektedir. Randall-Selitto cihazi ile
yapilan pence hassasiyetinin Ol¢iimiinde; 17. giin verilerinde grup 1 (kontrol grubu) ile
yapilan karsilastirmalarda grup 4 (DMSO 1 ml/100g) harig biitiin gruplar istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05) bulunmustur. 27. giin verilerinde tedavi gruplarindan grup 2 ile yapilan
karsilastirmalarda grup 5-7-8’in agrili uyarana karsi verdigi yamitin azaldigi goézlenirken,
ancak sadece grup 8 (ibuprofen 100 mg/kg)’in istatistiksel olarak anlamli oldugunu
sOyleyebiliriz. Literatiirde silimarinin analjezik etkisini karsilastirabilecegimiz bir ¢aligma
yoktur.

Histopatolojik olarak ¢alismamizin sonunda romatoid artrit bulgularini (inflamasyon,
0dem, vaskiiler ve sinovyal proliferasyon) degerlendirmek amaciyla sicanlarin pengelerini
inceledik. 27. giinde sicanlarin sag arka ayak pencelerinin inflamasyon bulgularinda grup 1
(kontrol grubu)’de inflamasyona rastlanmadi. 2. grupta %100 siddetli goriiliirken; 3. grubun
%62,5’inde orta, %37,5’inde siddetli; 4. grubun %71,4’linde orta, %28,6’sinda siddetli; 5.
grubun %42,9’unda orta, %57,1’inde siddetli; 6. grubun %75,0’inde orta, %25,0’inde siddetli;
7. grubun %14,3’linde zayif, %57,1’inde orta, %28,6’sinda siddetli; 8. grubun %14,3’linde
zayif, %57,1’inde orta, %28,6’sinda siddetli inflamasyon goriildii. Bu bulgular 6, 7 ve 8.
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gruplarin diigiik inflamasyon orani oldugunu gostermistir. 27. giinde sicanlarin sag arka ayak
pengelerinin histopatolojik incelemelerinde grup 1 (kontrol grubu)’deki sicanlarda 6deme
rastlanmadi. 2. grupta %25,0 zayif, %50,0 orta, %25,0 siddetli; 3. grupta %75,0 zayif, %25,0
orta; 4. grupta %57,1 zayif, % 42,9 orta; 5. grupta %85,7 zayif, %14,3 orta; 6. grupta %75,0
zayif, %12,5 orta, %12,5 siddetli; 7. grupta %57,1 zayif, %28,6 orta, %14,3 siddetli; 8. grupta
%357,1 zayif, %42,9 oraninda orta seviyede 6dem goriildii. Tedavi gruplari igerisinde 5. ve 6.
gruplarda zayif 6dem oraninin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Diger artrit bulgularina baktigimizda grup 1 (kontrol grubu)’deki hayvanlarda sinovyal
proliferasyona rastlanmadi. 2. grupta %75; 3. grupta %62,5; 4. grupta %71,4; 5. grupta
%14,3; 6. grupta %25,0; 7. grupta %57,1; 8. grupta %85,7 oraninda sinovyal proliferasyon
goriildii. Gruplar arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark yoktur. 27. giinde grup 1°deki
(kontrol grubu) hayvanlarda vaskiiler proliferasyona rastlanmadi. 2. grupta %12,5 zayif,
%75,0 orta, %12,5 siddetli goriiliirken; 3. grubun %?25,0’inde zayif, %62,5’inde orta,
%12,5’inde siddetli; 4. grubun %42,9’unda zayif, %42,9’unda orta %14,3’iinde siddetli; 5.
grubun %28,6’sinda zayif, %71,4’linde orta; 6. grubun %25,0’inde zayif, %75,0’inde orta; 7.
grubun %28,6’sinda zayif, %57,1’inde orta, %14,3’linde siddetli; 8. grubun %14,3’linde
zayif, %57,1’inde orta, %28,6’sinda siddetli vaskiiler proliferasyon goriildii.

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirli,
kararsiz, fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar esnasinda baska molekiiller ile kolayca
elektron aligverisine girip onlarm yapisini bozan molekiillerdir (45). Oksijen ve nitrojen
kaynakli meydana gelen bu radikaller; patolojik ve fizyolojik durumlar altinda canlilar
tarafindan {retilerek, canli organizmada kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarini meydana
getirirler. Hem eksojen hem de endojen kaynaklar tarafindan tiretilen serbest radikaller;
hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etkisini
gosterirler (50,53).

Hiicrede reaktif serbest radikallerin artmasiyla énemli hasarlar goriilebilir (53). Serbest
oksijen radikallerinin, romatoid artrit dahil birgok hastaligin patogenezinde rol oynadigi 6ne
stirilmektedir (45). Biyolojik serbest radikallerin hasarina karsi membran yapisinda bulunan
lipitler, son derece hassastir (31,32). Bu oksidatif hasar ‘lipid peroksidasyonu’ olarak kendi
kendini katalizleyerek zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve olduk¢a zararlidir (31,90).
Radikallerin reaksiyonu sonucu lipid peroksitler, lipid alkoller ve aldehid yapisinda yan
tirlinler meydana gelirken; {i¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu

sonucu, en ¢ok bilinen iiriin MDA olusur (32). Yapilan birgok ¢alismada plazmadaki MDA
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diizeyi romatoid artritli hastalarda saglikli kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (91-92).
Tastekin ve ark. (86) yaptigi calismada adjuvant artritli siganlarda plazma MDA diizeylerinin
saglikli kontrol grubuna gore anlamli diizeyde (p<0,05) arttigimi gormiislerdir. Bizim
calismamizda MDA degerleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig goriildii.

Romatizmal hastaliklar igerisinde romatoid artritte sitokinlerin biiyiikk rol oynadigi
goriilmiistiir. Romatoid artrit patogenezinde eklem bolgelerine T ve monosit/makrofaj hiicre
gocli gerceklesmektedir (93). T hiicreleri sinovyum igerisinde antijeni ile etkilesir. Bu
etkilesimi saglayan en 6nemli sitokin IL-2'dir. IL-1, IL-6, TNFa ve IL-10 romatoid artrit
patogenezinde onemli roller oynayan Kritik sitokinlerdir (31). Hastaligin devamliligindan
sorumlu olarak bilinen iki sitokin ise IL-1 ve TNFo’dir (93).

Timor nekroz faktor (o), romatoid artritin olusumunda ve ilerlemesinde merkezi bir rol
oynamaktadir. TNFo, romatoid artritte iltihaplanmanin ana medyatoriidiir. Makrofajlar
romatoid artritte iltthaplanmis sinovyal membranlarda yiiksek diizeyde aktive olmus
hiicrelerdir (94). TNFa, IL-1 gibi insan sinovyal hiicreleri ile kollajenaz ve prostaglandin E2
tiretimini artirir (62). Mbiantcha ve ark. (95)’nin yaptig1 ¢alismada P. africanum'un metanol
Oziiti sirastyla TNFa ve IL-1B diizeylerini sirasiyla % 36,4 ve % 28,7 oraninda diisiiriirken
(p<0,01), kontrol numuneleri ve sulu ekstre ile muamele edilen numunelerde istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Oliver ve ark. (96), talidomidin analogu olan
CC1069’un adjuvant artritli siganlardaki etkisini inceledikleri ¢aligmada ise hem TNFo hem
IL-2 6l¢timlerinde verimli bir diisiis yakalamislardir. Bizim ¢alismamizin 27. gliniinde TNFa
Ol¢iimlerinde, grup i¢i ve gruplar arasi karsilagtirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunamamustir.

Interlokin-6, 1L-6 geni tarafindan kodlanan dogal ve adaptif immiinitede yer alan
proinflamatuvar bir sitokindir. Inflamasyon, viicut savunmasi, doku onarimmi, glukoz ve yag
metabolizmasinda yer alir. IL-6, mononiikleer fagositler, adipositler, immiin hiicreler,
miyositler ve fibroblastlardan salgilanan, IL-1 tarafindan ortaya cikarilabilen ¢ok yonli bir
proteindir. B hiicre uyarict 6zellikleri vardir. B hiicrelerinden immiinoglobulin sentezine
neden oldugundan dolayi sitotoksik T lenfositlerinin farklilagsmasina yol agarlar (62,93). IL-6,
IL-1 ve TNFo’nin aktive olmasinda 6nemli rol oynamaktadir. IL-6 immiin cevap ve
inflamasyonu tetikleyen sitokindir. Inang ve ark. (97), kronik hepatit B’li hastalarda I1L-6, IL-
10 ve IL-18 diizeyini aragtirmiglardir. Yaslar1 18 ve 80 arasinda kontrol grubu (bilinen

sistemik kronik hastaligi olmayan) dahil 4 farkli grupla calisilmistir. Yapilan caligmada
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hastalik progresyonu ile birlikte IL-6 diizeylerinde artis oldugu ve en diisiik degerin kontrol
grubunda, en yiiksek degerin hepatoselliiler karsinom grubunda 6l¢iildiigiinii gormiislerdir.
Romatoid artrit gibi inflamatuvar hastaliklarda IL-6 serum seviyesinin yiikseldigi
gozlenmistir. Ayrica IL-6 romatoid artritli hastalarin serum ve sinovyal sivisinda ¢ok yiiksek
oranda bulunmaktadir (93). Bizim ¢aligmamizin 27. giiniinde gruplar arasi kiyaslamalarda
istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamustir.

Interldkin-1 romatoid artritli hastalarin hem inflamatuvar eklem sivilarinda hem de aktif
hastalarin periferik kanlarinda yiiksek oranda bulunmaktadir (98). insanda IL-1a. ve IL-1B
olmak tizere iki farkli formda bulunan bu sitokin, farkli genler tarafindan kodlanan 159 ve 153
aminoasitlik peptidlerdir (99). IL-1, fibroblastlar, kondrositler ve sinovyal hiicrelerden
aralarinda kollajenaz, plasminojen aktivatér ve prostoglandinlerin de bulundugu bir¢ok
inflamatuvar faktoriin salinimina neden olarak kemikte yikima yol agmaktadir (98). Aksungur
ve ark. (99)’nin yaptig1 arastirma akut kolestitli 45 hasta ve 45 kontrolden olusmaktadir. IL-
1B diizeylerinin hasta grubunda, kontrol grubundan diisiik ¢iktigini gormiisler, istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigini tespit etmislerdir. Demeyere ve ark. (100) yaptig1 hayvan
calismasinda bakteriyel invazyonun oldugu endometrit durumunda serbest oksijen
radikallerinin IL-1p diizeylerini artirdigin1 géstermislerdir. Bizim ¢alismamizda ise 27. giinde
gruplar arasinda IL-1f diizeyleri acisindan anlamli bir fark bulunamamaistir.

Interldkin-2, temel etkisi T lenfositler iizerine olan otokrin ve parakrin biiyiime faktorii
olarak gorev alan immiin sistem hiicrelerinin proliferasyon ve farklilagmasin1 kontrol eden
onemli bir sitokindir (60,101). IL-2’nin ¢esitli ve bazen birbiriyle c¢elisen gorevlerine,
inflamatuvar immiin yanitlarinin hem indiiksiyonuna hem de sonlandirilmasma katilmasi
gosterilir (101). Gil ve ark. (101), tavsanlarda akut apandisit modeli olusturarak IL-2
seviyesinin grup 3 (laparotomi ile apendiks ligate edilerek 12. saatte IL-2 ve IL-6,
prokalsitonin ve D-dimer diizeylerini incelemek amaciyla kulak veninden kan alinan grup),
grup 4 (laparotomi ile apendiks ligate edilerek 24. saatte IL-2 ve IL-6, prokalsitonin ve D-
dimer diizeylerini incelemek amaciyla kulak veninden kan alinan grup) ve grup 5 (laparotomi
ile apendiks ligate edilerek 48. saatte IL-2 ve IL-6 prokalsitonin ve D-dimer diizeylerini
incelemek amaciyla kulak veninden kan aliman grup) arasi yapilan karsilastirmalarda
istatistiksel olarak anlamli fark bulmasalar da histopatolojik olarak apandisit tanisi konulan
gruplarda anlamli derecede yiiksek bulmustur. Bizim g¢alismamizin 27. giinlinde gruplar

arasinda IL-2 diizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunamamastir.
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Interlokin 10, 4o heliks sitokin ailesine ait ii¢ boyutlu yapis1 halen bilinmeyen
homodimer yapida bir sitokindir. Molekiiler agirligi 17-40 kDa arasinda degisebilen IL-10’un
tiretiminden sorumlu olan IL-10 geni, 1. kromozom iizerinde yer alir. IL-10 T lenfositler, B
lenfositler, makrofajlar, keratinositler gibi bircok hiicre tarafindan iiretilen antiinflamatuvar
bir sitokindir (62,102). Pleiotropik bir etkiye sahip olan IL-10 baz1 6zel immiin reaksiyonlarin
etkisiyle hiicre aracili immiin cevabim inhibisyonunda rol oynamaktadir. inflamatuvar bir
sitokin olan TNFo’nin iretimi ile antiinflamatuvar etkiye sahip olan IL-10 salinimi
gerceklesir. Bununla birlikte 1L-10; TNFo, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin iiretimini
transkripsiyonel (TNFo ve IL-1) ve posttranskripsiyonel (IL-1 ve IL-6) diizeyde
yavaglatmaktadir. Bazi durumlarda IL-1, IL-6 ve TNFa, IL-10 iiretimini ve salinimini inhibe
ederler (102). Inang ve ark. (97), kronik hepatit B’li hastalarda yaptiklar1 ¢alismada; kontrol
ve hepatoselliiler karsinoma grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmis
oldugunu goérmiigler ve IL-10 diizeyinin hepatoselliiler karsinoma grubunda diger gruplara
gore daha fazla artig gostermesinin hepatoselliiler karsinoma patogenezinde rolii olabilecegini
diistinmiislerdir. Sharifi ve ark. (103) silimarinin topikal uygulanisinin yara iyilesmesi lizerine
etkisini gdsteren bir calisma yapmislardir. Boylece; silimarinin epitelizasyonu artirdigini ve
inflamasyonu diigiirdigiinii bulmuslardir. Ayrica antiinflamatuvar sitokin IL-10 seviyesinin
arttigin1 gérmislerdir. Bizim c¢alismamizin 27. giliniinde gruplar arasinda IL-10 diizeyleri
agisindan anlamli bir fark bulunamamustir.

Sonug olarak, FCA’nin siganlarin sag arka ayak pengelerine uygulanmasi ile olusturulan
adjuvant artrit modelinde, silimarinin deneysel ¢alismalar ile kanitlanmig olan bir antiartritik
¢alismasi bulunmazken, bizim ¢alismamizda 50 ve 200 mg/kg dozunda antiinflamatuvar etki
nedeniyle penge hacminde azalma goriildiigiinii, 200 mg/kg dozunda ise analjezik etkinin
oldugunu soyleyebiliriz. Antiinflamatuvar ve analjezik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in daha
kapsamli ¢alismalarin yapilmasi, silimarinin romatoid artritteki etki mekanizmalarinin

aciklanabilmesi yoniinde faydali olabilecegine inanmaktayiz.
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SONUCLAR

Calismamizda siganlarin sag arka ayak pengelerine 1sida oOldiiriilmiis ve kurutulmus
Mycobacterium tuberculosis i¢eren sivi parafin emiilsiyonunun (FCA, 10 mg/ml) 0,1 ml’lik
tek doz intradermal olarak uygulanmasiyla olsturulan adjuvant artritte silimarin tedavisinin
etkilerini inceledik. Incelemeler sonucunda elde edilen veriler asagidaki gibidir;

1. Siganlarin agirlik takibinde gruplar arasi yapilan karsilagtirmalarda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunamad.

2. Freund’s Complete Adjuvant uygulanan gruplarin (2-3-4-5-6-7 ve 8) 17. giinde
kumpas cihazi ile 6l¢giilen penge c¢ap1 degerleri, kontrol grubuna gore (grup 1) istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) oldugu saptandi. Bu bulgumuz Freund’s Complete Adjuvant
uygulanan gruplarin hepsinde adjuvant artritin basariyla olugtugunun gostergesidir.

3. Kumpas cihazi ile 27. giinde yapilan dlgiimlerde ise grup 2 (FCA grubu)’ye gore 3, 4
ve 6. gruplarin penge ¢ap1 degerlerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da azaldigi
saptanmistir. Grup 5, 7 ve 8’in penge ¢ap1 degerlerinin ise grup 2’ye gore istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05) diizeyde azaldig1 tespit edildi. Bu durum ibuprofene benzer sekilde
silimarinin 50 ve 200 mg/kg dozunun adjuvant artrit bulgularindan olan penge ¢ap1 artigini,
O0dem ve inflamasyonu tedavi ettigini gostermektedir.

4. Pressure application measurement cihazi ile yapilan agr1 esigi ol¢imlerinde, 17.
giine gelindiginde 1. grup (kontrol grubu) hari¢ diger gruplarda basinca karsi duyarliligin
arttig1 ve reaksiyon gosterme siirelerinin kisaldigi ve bunlarin da istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) oldugu saptanmuistir.

5. 27. ginde PAM ile yapilan agr1 esigi Olclimlerinde, grup 2 ile yapilan
karsilagtirmalarda silimarinin 50 ve 100 mg/kg dozunda analjezik etkisinin bulunmadig: fakat
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grup 7 (silimarin 200 mg/kg)’nin ibuprofene benzer sekilde analjezik etkisinin oldugu
gosterilmistir (p<0,05).

6. Pletismometre cihazi ile sag arka pencelerinin hacimlerinin 6l¢iim degerleri 17.
giinde kontrol grubu (grup 1) ile karsilastirildiginda tiim siganlarda sag arka pengede
inflamatuvar reaksiyon ve 6demin belirgin oldugu ve bunlarin istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) oldugu saptanmustir.

7. 27. giinde grup 2’ye gore yapilan karsilastirmalarda ise inflamasyon ve &demi
¢ozerek penge hacmini azaltmasi algisindan grup 7 (silimarin 200 mg/kg) ve grup 8
(ibuprofen 100 mg/kg) istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur.

8. Randall-Selitto cihazi ile agr1 yanitinin 6lgiildiigli penge basing testi uygulamasinda
17. glin verilerinde kontrol grubuyla (grup 1) yapilan karsilastirmalarda grup 4 (DMSO
grubu) hari¢ biitiin gruplarda basinca karsi yanitin siiresinin azaldigi ve verilerin istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) oldugu bulunmustur.

9. 27. giinde yapilan olgiimlerde ise grup 2 (FCA grubu) ile yapilan karsilagtirmalarda
sadece grup 8 (ibuprofen 100 mg/kg)’de istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05)
saptanmistir.

10. 27. giinde yapilan sitokinler ve MDA diizeyleri 6lgtimiinde gruplar arasinda anlamli
bir farklilik bulunamadi.

Sonuglar; deneysel adjuvant artrit modelinde silimarin tedavisinin penge hacmi
Olgimleri ve histopatolojik veriler dogrultusunda antiinflamatuvar etkisinin olabilecegi
yoniindedir. Yapilan agr1 diizeyi olgtimleri, 200 mg/kg dozunda ibuprofene benzer sekilde
analjezik etkisinin olabilecegini gostermektedir. Sitokinler ve MDA {izerindeki etkinliklerinde
ise anlamli sonuglar bulunamadigindan bu konuda daha kapsamli ve ayrintili arastirmalarin

yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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OZET

Adjuvant artrit, hiicresel immiin yanitla olusmasi1 ve histopatolojik goriiniimlerinin
benzerligi nedeniyle romatoid artrit modeli olarak siklikla kullanilmaktadir. Caligmamizda
silimarin tedavisinin siganlarda deneysel olarak olusturulan adjuvant artrit modelindeki
etkisini inceledik. Toplam 8 grup olusturuldu ve her grupta 8 hayvan kullanildi. Birinci grup
kontrol grubu olarak ayrildi ve pence takibi sonrasi 27. giin kalpten kan alindi. Diger gruplara
ise 0. giin intradermal olarak 0,1 ml FCA injeksiyonu yapildi. 2. grup artrit kontrol grubu
olarak ayrildi. 17-27. giinler aras1 10 giin boyunca giinde tek doz olarak tigiincii gruba salin (1
ml/kg), dordiincii gruba silimarinin ¢oziiclisii dimetil siilfoksit (DMSQO), besinci gruba
silimarin (50 mg/kg), altinci gruba silimarin (100 mg/kg), yedinci gruba silimarin (200
mg/kg) ve pozitif kontrol olan sekizinci gruba ibuprofen (100 mg/kg) uygulandi. Silimarin ve
diger ilaglar siganlara gavaj yoluyla verildi. Siganlarin ekleminde olusan artritin Pressure
Application Measurement (PAM) cihaziyla mekanik agri esigi ve hipersensivite diizeyi
olgiildii. Inflamatuvar reaksiyon inokiilasyon giinii 0. giin kabul edilerek; 0, 17 ve 27.
giinlerde pengelerde olusan inflamatuvar 6dem Plethysmometre cihaz1 ile Olgiilerek
degerlendirildi. Ayn1 gilinlerde pencelerde olusan 6demi ve pence capini degerlendirmek i¢in
kumpas cihazi kullanildi. 0, 17 ve 27. giinlerde siganlarin sag arka pengelerinin agr1 esik
tepkisini degerlendirmek i¢in Randall-Selitto cihaziyla 6l¢im yapildi. Hayvanlar anestezi
altindayken 27. giinde kalpten ponksiyon ile kan alind1 ve hayvanlara 6tenazi uygulandi.
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Serumda malondialdehit ve inflamatuvar yanitin gdstergeleri olan sitokinlerin diizeyleri
Olgiilerek, sicanlarin eklemleri histopatolojik olarak incelendi. Tiim veriler arastirmanin
sonunda istatistiksel olarak degerlendirildi.

Calismamiz, deneysel adjuvant artrit modelinde silimarin tedavisinin penge hacmi
Olctimleri ve histopatolojik veriler dogrultusunda antiinflamatuvar etkisinin ve agr diizeyleri
Olgtimleri ile de ancak yiiksek dozlarda (200 mg/kg) uygulandiginda ibuprofene benzer
sekilde analjezik etkisinin olabilece8ini gostermektedir. Sitokinler ve MDA iizerindeki
etkinliklerinde ise anlamli sonuglar bulunamadigindan bu konuda daha kapsamli ve ayrintil
aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: Adjuvant artrit, ibuprofen, silimarin, romatoid artrit, sitokin.
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THE EFFECT OF SILYMARIN TREATMENT IN THE
EXPERIMENTAL ARTHRITIS MODEL

SUMMARY

Adjuvant arthritis is frequently used as rheumatoid arthritis model due to occurring by
cellular immune response and similarities in histopathologic appearance. In our research, we
investigated the effect of silymarin cure against adjuvant arthritis model created
experimentally in rats. A total of 8 groups were formed and 8 animals were used in each
group. The first group was kept as control group and blood was taken from heart on 27" day
after paw follow. On 0" day, 0,1 ml FCA injection was applied to the other groups
intradermally. The second group was kept as arthritis control group. Saline (1 ml/kg) was
applied to the third group, dimethyl sulfoxide which is the solvent of silymarin was applied to
the fourth group, silymarin (50 mg/kg) was applied to the fifth group, silymarin (100 mg/kg)
was applied to the sixth group, silymarin (200 mg/kg) was applied to the seventh group and
ibuprofen (100 mg/kg) was applied to the eight group which was the positive control group
between 17" and 27" days for 10 days as one dose daily. Silymarin and other drugs were
given to the rats by gavage way. Mechanic pain threshold in the joints and hypersensitivity
were evaluated with the device of pressure application measurement which evaluates the
arthritis in rats joints by leg pulling reaction of rats stimulated mechanically. Inflammatory
reaction was evaluated by measuring with the device of plethysmometer which is used to
measure inflammatory edema formed in the joints on the days of 0, 17 and 27 by accepting

the inflammatory reaction inoculation day as 0" day. The device of caliper was utilized to
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measure the edema formed in the joints and to evaluate the diameter of joints on 0™, 17" and
27" days. On the 0™, 171" and 27" days, measures were conducted with the device of Randall-
Selitto to evaluate pain threshold reaction of right back paw of the rats. Blood was taken from
their hearts by puncture while the animals were under anesthesia and euthanasia was applied.
The levels of malondialdehyde which is the final product of lipid peroxidation and cytokines
were measured. The joints of rats were placed on formaldehyde by removing them and
examined as histopathologically in our Faculty of Medical Pathology Department.

Our study indicates the effect occurred by silymarin treatment in experimental adjuvant
arthritis model paw volume measurement and antiinflammatory effect via histapathologic
data. It also shows a similar effect to ibuprofen when applied in high dosages (200 mg/kg) via
pain level measurements. Since no significant results were gained from cytokines and their

effect on MDA, it is required to conduct more detailed researches at this respect.

Key Words: Adjuvant arthritis, ibuprofen, silymarin, rheumatoid arthritis, cytokine.
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