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ANTI-INFLAMATUVAR AJANLARIN NITRIK OKSIT
YANITI UZERINE ETKILERIi*

Zeynep GULAY, Mine YUCESOY, Noran YULUG
OZET

Nitrik oksit (NO), konak immiin yanitindan sok gelisimine kadar pek gok siirete
rol alan bir serbest radikal gazdir. Nitrik oksitin yang: gelisiminde de 6nemli oldugu
bildirilmektedir. Calismarmizda, diklofenak sodyum, tenoksikam, pircksikam ve
sodyum salisilat gibi cesitli anti-inflamatuvar ajanlarin NO yamu iizerine etkileri, fare
peritoneal makrofajlarimin kullanildir bir in-vitro deney sistemi ile incelenmistir. bu
amagla, fare peritoneal makrofaj kiiltiirleri 1. ve 2. glinlerde lipopolisakkarit (LPS;
Ipg/ml) ile uyarildiktan sonra, nitrit diizeyleri belirlenmistir. Kontrollerde, 1. giin
28.9+12.8 pM ve 2. giin de 35.6£16.1 uM diizeyine ulagan nitrit miktarlarinm,
belirtilen ajanlarin degisen yogunluklan ile doza bagimli olarak azaldif: saptanmistir.

Sonu¢ olarak, bulgularimiz nonsteroidal anti-inflamatovar ajanlarin etki
mekanizmalan arasinda makrofajlardan nitrik oksit salimmuimn da yer alabilecegini
gbstermistir. Cesitli hastahklarin tedavisi sirasinda anti-inflamatuvar ajanlarin
uygulanmast ile bu mekanizmanm farkl yinlerde eikili olabilecegi diigiiniibmelidir.

SUMMARY

Modulation of nitric oxide response by nonsteroidal anti-inflammatory drugs.

Nitric oxide (NO) is a free radical gas that has been show to mediate a diverse
set of functions ranging from septic shock to host immune responses. NO has also
been implicated as an important mediator of inflammation, In this study, we evaluated
the effects of several nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs} including
diclofenac sodium, tenoxicam, piroxicam, and sodium salicylate on NO preduction in
an in-vitro murine peritoneal macrophage model. The cells were incubated with
varying concentrations (1,3,10 mM) of NSAIDs 1 or 2 days prior to
lipopolysaccharide (LPS) stimulation (1 pg/ml) and NO production was assessed by
nitrite accumulation in culture supernatants. Nitrite production after LPS stimulation
which reached to 28.9£12.8 pM on the first, and 35.6£16.1 pM on the second day in
the control wells, decreased in a dose dependent manner with varying concentrations
of the NSAIDs.

Our results indicate that, the inhibition of NO production by macrophages,
represents another mechanism of action for NSAIDs. This mechanism may have
altering effects in-vivo when these agents are used for the treatment of different
ailments.

* 11, Antibiyotik ve Kemoterapi {ANKEM) Kongresi'nde sunulmustur (2-6 Haziran £996, Kugadasi).
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiittesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Daly, Inciralu, Tzmir.
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GIRIS

Nitrik oksit {NO) endotelyal hiicreler, makrofajlar ve hepatositler gibi birgok
hiicre tarafindan iiretilen ve konak bafisik yamtindan sok gelisimine kadar pek cok
siirecte rol alan bir serbest radikal gazdir (2,5,8). NO, nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimlerince L-arjininden sentezlenir (5). Kalsiyuma bagh bir enzim olan yapisal
NOS izoformu (¢NOS), homeostazda gorev almaktadir (5,9). Bunun yamsira, enzimin
makrofajlarda bulunan bir de indiiklenebilir izoformu (INOS) bulunmaktadir (5,9). Bu
enzimin aktivitesi ise, yang:, konak bafisik yamti ve doku zedesinin tamiri sirasinda
artmakta ve yiiksek diizeyde NO salimmina neden olmaktadir (9). Yang sirasmda
NO sentezinin artmas! ve eritem, ddem gibi bazi klasik yangi bulgularimn NOS
inhibitdrlerince engellenmesi, nitrik oksitin yangi gelisiminde ve yangisal hastaliklarin
ctiyopatogenezinde dnemli olabilecegini diisiindiirmektedir {9,14). Romatoid artrit,
osteoartrit, ankilozan spondilit gibi yangisal hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanidan nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglarin, prostaglandin sentez ve salinimim
engelledikleri bilinmektedir (3). Ancak, ctki mekanizmalars tam olarak
agtklanamamistir. Bu nedenle ¢alismamizda, yangt bulgularimin sagaltiminda
kulamlan baz1 non-steroidal anti-inflamatuvar ajanlarm {diklofenak sodyum,
piroksikam, tenoksikam ve sodyum salisilat) NO sahnimi iizerine etkilerini fare
peritoneal makrofajlarinin kullanildigi in-vitro bir deney sistemi ile incelenmigtir,
Boylelikle, bu ajanlarin anti-inflamatuvar etkilerinin, NO yamts ile ilgisinin aragtirmasi
amagclanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Deney hayvanlar: ..
Peritoneal hiicre eldesi i¢in 8-12 haftallk, dist Swiss-albino fareler kullanilmigtir

{n=4).

Anti-inflamatuvar ajanlar

Deneylerimizde diklofenak sodyum (Ciba-Geigy), piroksikam (Deva Lid.),
tenoksikam (Roche) ve sodyum salisilat (Sigma Chem. Comp.} kullamlmrstir.
Terapdtik plazma konsantrasyonlan sirast ile, 0.1-1 mM, {-3 mM, 0.5-1 mM ve 1-3
mM’a ulagan bu ajanlar, son konsantrasyoniari 1,3,10 mM diizeylerinde olacak
sekilde fare peritoneal hiicre kiiltiirlerine eklenmigtir.

Peritoneal hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve deney sistemi

Farelerin peritoneal kavitelerinin fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile yikanmasiyla
toplanan peritoneal hiicreler, PBS ile 2 kez yikandiktan sonra, sayilart 5x107 olacak
sckilde RPMI 1640 besiyeri {fenol kirmizisi ve antibiyotik icermeyen, %10 fotal kalf
serumu  “FCS”, L-glutamin, 1x10®M 2.merkaptoetanol eklenmis) igerisinde
siispanse edilmigtir (7). Bu silispansiyon 96 ¢ukurlu plastik hiicre kiiltiir plakianna
dagitiimistir, Plaklar, 37°C’de, %5 CO-’li ortamda 2 saat inkiibe edildikien ve non-
adheran hicreler uzaklagurildiktan sonra, kontrol gukurlarna sadecc RPMI 1640
besiyeri, test gukurlarina ise aym besiyeri igerisinde degigen konsantrasyonlardaki (1
mM, 3 mM, 10 mM) anti-inflamatuvar ajanlardan eklenmigtir. Her konsantrasyon igiv
ii¢ cukur kullandmugtir. Anti-inflamatuvar ajanlarla temas siiresinin NO yanitina
etkilerinin incelenmesi amaciyla, 1 ve 2 giin inkiibasyondan sonra, test ve kontrol
cukurlarina 1 pg/ml LPS (Serraria marcescens lipopolisakkariti, Sigma Chem. Comp.,
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St Louis, Mo, ABD) eklenmigtir. Uyarim esnasinda bazi gukurlara LPS yaminda 1 mM
L-NMMA NG monomethyl L-arginine, Sigma) konmustur. Bir gece 37°C, %5 CO,'li
ortamda inkiibasyon sonras: kiiltiir siipernatantan toplanmistir.

Nitrit diizeylerinin 6l¢iimii

NO iiretimi, bunun stabil bir son {irlinii olan nitrit (NO,) diizeylerinin dlgiilmesi ile
deferiendirilmistir (6). Bu amagla, siipernatanlardan 50 pl alinarak lzerine esit
miktarda Griess ayiric1 (%1 siilfantlamid / %90.1 naftiletilen diamin dihidroklorid / %2.5
H4PQ,) ilave edilmistir. Nitrit konsantrasyonu, renk degigimi standart sodyum nitrit
soliisyonununki ile karsilagtirnlarak 550 nm dalga boyunda, spektrofotometrik olarak
Slgiilmiigtiir.

Istatistiksel testler

Anti-inflamatuvar ajanlarin LPS ile uyarilan nitrit salinimina etkisi Wilcoxon
eslestirilmis ki Srnek testi ile degerlendirilmigtir (4).

BULGULAR

Lipopolisakkarit (1 pg/ml) ile uyarilan kontrol kiiltiirlerinde, 1. giin 28.9+12.8 pM
ve 2. giin de 35.64+16.1 pM nitrit iiretimi saptanmustir.

Kiitdirler, 1,3,10 mM diklofenak sodyum ile 37°C’de 24 saat inkiibe edildiginde
LPS ile uyarilan nitrit Gretiminin sirast ile %6.6 (p>0.05), %14.8 (p>0.05) ve %35.6
{p<0.05) oraninda azaldigt ve On inkiibasyon siirelerinin 2 giine ¢ikarilmas: ile bu
inhibitdr etkinin arttidy gézlenmistir. Ayrica, bir giiplik 6n inkitbasyon ile ancak
suprafarmakolojik dozlarda (10 mM) belirgin olan diigiisiin iki giinliik terapotik
konsantrasyonlarda da gériddigi belirlenmistir,

Belirtilen dozlarda piroksikam ile 1 glinliik inkiibasyon sonucunda LPS ile uyarilan
ortalama nitrit miktarlaninin doza bagimh sekilde %2.4-%22.7 oramnda, siirenin iki
giine uzatdmas: ile de %10.4-%23.7 oraminda diistigl ancak bu etkinin istatistiksel
agidan dnemli olmadifl saptanmigtir,

1,3,10 mM tenoksikam ilavesi ile yine artan doztarla nitrit yapimindaki diigiigiin
de arttig1 ancak on inkitbasyon siiresinin onemli bir degisiklife yol agmadigi
belirlenmigtir.

Sodyum salisilatin da dzellikle supra farmakolojik diizeylerde (10 mM) LPS ile
uyarilan nitrit diizeylerini etkin bir bigimde azaltig1 gozlenmistir,

Bulgular tableda gosterilmistir.

TARTISMA

Romatoid artrit, iilseratif kolit, Crohn hastalify gibi yangisal hastabiklarda NO
yapuninin artmasi ve eritem, odem gibi yangisal bulgulann nitrik oksit sentaz (NOS)
inhibitorleri ile ortadan kaldinlabilmesi NO’nun yang: gelisiminde de nemli oldugunu
diigiindiirmektedir,

Salvemini ve arkadaslann (11), NO’nun siklooksijenaz 2 (COX-2) aktivitesini
doza bagimh olarak etkiledigini gostermiglerdir. Ayrica, endotoksinlerin ve yangsal
sitokinler olarak bilinen IL-1, TNF o’mn NO iretimini aritirdifft ve romatizmal
hastaliklarin etiyopatogenezinde rol oynadiklar da bildirilmektedir (1,6).
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Non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglar, yangi ve buna bagh agn gelisiminde
tnemli olan prostaglandin sentezi ve salmmint engellemektedirler (3,13). Ancak bu
aktiviteleri, tim anti-inflamatuvar etkinliklerini agiklamakta yetersiz kalmaktadr.
Omegin, sodyum salisilat analjezik, antipiretik, anti-inflamatuvar 6zellikte olmasina
ragmen siklooksijenazlar iizerine etkisizdir (3). Bu nedenle, bagka etki
mekanizmalan olabilecegi belirtilmektedir (3). Biz de ¢alismamizda, bu ajantarin NO
yanity fizerine etkilerini aragtirdik. Incelenen ajanlar arasmda diklofenak sodyumun
terapOiik plazma diizeylerinde iki giinliik inkiibasyon sonrasinda, NO iiretimini 6nemli
dlglide azalitg, tenoksikam ve sodyum salisilatin ise ancak suprafarmakolojik
diizeylerde benzer etkinlik gosterdigi belirlenmigtir. Amin ve arkadaslar (1), aspirin
ve hidrokortizonun indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS) ve nitrit yapimim 6nemli
dlgtide azalttigint, sodyum salisilat ile ise bu etkinin ancak suprafarmakolojik kon-
santrasyonlarda goriilebildigini saptamiglardir. Ayni caligmada, NO sahniminin kismi
inhibisyonun yangisal yamti baskilamakta yeterli olabilecegi belirtilmektedir (1).

Son yillarda, invazif grup A streptokok infeksiyonlan gibi infeksiyonlar sirasinda
nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglarin kullaniminin sok ve ¢oklu organ yetmezligine
neden olabildigi de bildiriimektedir (10,12). Anti-inflamatuvar ajanlar, ates diisiirticii
ve yang giderici etkileri nedeniyle yaygin olarak kullanilmalanina ragmen, kemotaksis
ve fagositoz gibi bazt bafisik islevleri de bozabilmekte, ayrica TNF iiretimini
arttirabilmektedirler. TNF dretimindeki bu artigin feed-back inhibitér iglevi gdsteren
PG E,’nin yapimim 6nlemelerine bagii olabilecegi, bu nedenlerle infeksiyon seyrinde
ancak antibiyotik tedavisine baglandiktan sonra anti-inflamatuvar ajan kullanilmasimm
gitvenli olacagi belirtilmektedir (12).

Caligmamizda da goriildiigii gibi, inceledigimiz anti-inflamatuvar ajanlar dogal
immiinitenin bir pargast olan NO iiretimini de etkilemektedirler. NO, tiimér hiicreleri
ve gesitll patojen mikroorganizma tiirlerine karsi sitotoksik etkilidir. Bu nedenle, NO
yapiomnin bozulmast sonucunda, bazi infeksiyonlanin daha invazif seyredebilecegi
diigliniilmelidir, Bunun yanisira, NO'nun vazodilatatiir etkisi ile septik sok gelisimine
neden olan mediator oldugu da bildiritmektedir (2,5,8). Béyle bir durumda ise, NO
retiminin Snlenmesi gerekmektedir. Bu islevsel gesitlilik nedeniyle, NO sistemi ve
bunu etkileyen ¢esitli ajanlara ilgi giderek artmaktadir.

Sonug olarak, bulgularimiz non-steroidal anti-inflamatuvar ajanlarin  etki
mekanizmalart arasinda, makrofajlardan NO saliniminin baskilanmasiin da yer
alabilecefini gostermektedir. Cesitli hastaliklanin tedavisi sirasinda anti-inflamatuvar
ajanlarin uygulanmasi ile bu mekanizmanin farkli yonlerde ctkili olabilecefi
diigiiniilmelidir.
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