ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI ....couuiiiinieirtieeeeteereneeersneeessneeessneessseessneesssneeessns
JURI VE ENSTITU ONAYI ...ouniiiiiiiiiiiieeieeeeieeeteeeneeeneenneeenesnnnesnnns
O ZE T e e e
ABSTRACT ..ottt et e e e e
TESEKKUR ..ottt e et
ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI ...............
1 (61 20 23 34 1 9 ) 2 SRR
) 0 5€1 91 90 00 28 ) /1 1) SO
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ....cccovvviiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeneens
1. GIRIS VE AMAGC ..o et
2. KAYNAK BILGIST ..ccvuniiiiiiiiiiiiiec ettt eeeeeeeeeeeeneeeeneees

2.1.1. ASrinin fizyolojisi .ocevvviiniiniiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei

2.1.2. Agrimin simiflandirmasi .......coeeveveiniinnnnnn.

2.2.N0r0patik AGIT ...oooviii e
2.2.1. Noropatik agrinin epidemiyolojisi .......cccceviiiiiiniiiiininnn..
2.2.2. Noropatik agrimin klinik belirtileri ve risk faktorleri..................
2.2.3. Noropatik agrimin patofizyolojisi .........cocevveiiniiiiiiniiiiiiennn

2.2.3.1. Periferik mekanizmalar ...............ccoiiii
2.2.3.2. Santral mekanizmalar ................cooi
2.2.4. Sinaptik KONtrol ...
2.2.4.1. Opioiderjik sistemin roll ..........cc.cooiiiiiiiiiiiie e,
2.2.4.2. Noradrenerjik systemin rolU ..............cooeiiiiiiininn.
2.2.5. Noropatik agrinin deneysel modelleri tedavisi .....................

2.2.5.1. Kronik konstriksiyon zedelenmesi (Bennett modeli)......

Vi

Vil



2.2.6. Noropatik agrinin tedavisi.......coovvvevieiiniiiiiieiiniiiecierinieenen

2.3. ROSMArTNIK @SIT ..ottt e e e e e e

3. GERECVE YONTEM ..ottt e
3.1. Kullanilan Kimyasallar ......cccceiveiiiniiiiiiiniiiniiiieiiinicsecsnercenscnns
3.2.Kullanilan Cihazlar ........ccccoveiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieiiiieciecnennn,
KRCH D 12 1 1o 5 EN'A'Z:Y 11 ;1 i S
3.4.Deney Gruplarimin Olusturulmasi ............ ..o
TSI 3 LT U (1] 1 1 o
3.5.1. Elektronik von Frey -mekanik allodini ....................ooeveniin,

3.5.2. AKLIVItE KafeST .....ooee e
3.6.VErT ANANZI «.ovnee i s

4. BULGULAR VE YORUDM ... e
4.1.Deneysel Noropati Geli$imi .....covvviiieiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiinnn
4.2. Antiallodinik Aktivitenin Degerlendirilmesi .................c.ccccooiiiiinnnn.
4.3. Etki Mekanizmasinin Degerlendirilmesi .......cccevviiiiniiiniiiniinnnnns

5. TARTISMA ..itiitiiiiiiiiiiieiiiiiieiietiittiettettttnttastssncsatsssssnssnsnsss
6. SONUC ve ONERILER .....ccvttiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien
OZGECMIS ...

14
16
18
18
18
18
18
20
20
20
21
22
22
22
23
28
34
35



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Kap1 kontrol teorisine gore agrili uyaranlarm iletimi ......................

Sekil 2.2. Agr1 olusum ve iletim asamalart ..o
Sekil 2.3. Sik kullanilan bazi siyatik sinir néropati modelleri ..........................
Sekil 2.4. Rosmarinik asitin kimyasal yapist............c.oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine..
Sekil 4.1. Deneysel noropatik agrt geligimi .........coviiiiiiiiiiiiiieeenee

Sekil 4.2. Rosmarinik asitin mekanik allodini esiklerinden hareketle hesaplanan %

MPE degerleri tizerine etkisi ..........coovviriiiiiiiiiiii e,

Sekil 4.3. Nalokson 6n-uygulamasinin mekanik allodini esiklerinden hareketle
hesaplanan % MPE degerleri lizerine etkisi.............ccoooviiiiiiniennnn.
Sekil 4.4. Propronolol 6n-uygulamasinin mekanik allodini esiklerinden hareketle

hesaplanan % MPE degerleri lizerine etkisi ..............c...oooiiiinnn.

Sekil 4.5. Prazosin 0n-uygulamasmin mekanik allodini esiklerinden hareketle

hesaplanan % MPE degerleri lizerine etkisi ..............c.ocooeiiiiinnl.

Sekil 4.6. Yohimbin 6n-uygulamasinin mekanik allodini esiklerinden hareketle

hesaplanan % MPE degerleri lizerine etkisi ............cccoooeviiiiiinnn.

Sekil 4.7. Rosmarinik asitin yatay (A) ve dikey hareketler (B) Gizerinden belirlenen

lokomotor aktivite Uzering etkiSi .......oeoeeeieeie e

22

23

24

25

26

27

27



S-HT

AP
A

ANOVA

Ca++

GABA

IASP

K+

KKH

MPE
n

P
S.H.
SG

T hicreleri

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
: Serotonin
. Alfa
: A beta
. A delta
. Analysis of Variance-Varyans analizi
: Beta
. Kalsiyum
: Delta
: y-amino butirik asit

. International Association for the Study of Pain-Uluslararast Agri

Calismalart Toplulugu

: Intraperitoneal

. Potasyum

. Kappa

: Kronik konstriksiyon sinir hasari
- MU

: Maximum Possible Effect-Maksimum Olas1 Etki
: Number

: Probability-Olasilik

: Standart Hata

: Substantia gelatinosa

: Transmisyon hicreleri



1. GIRIS ve AMAC

Agr1, canlilarin hayat kalitesinde ciddi sekilde diisiise sebep olan, psikolojik ve fiziksel
olarak sorunlar olusturan tedaviye muhta¢ bir saglik problemidir (Azevedo vd., 2012).
Noropatik agri ise zedelenmelerle karakterize ve genellikle periferal ya da santral sinirlerdeki
travma, inflamasyon ya da diger hastaliklar sonucu meydana gelen bir agn tipidir (Wu vd.,
2014). Periferik ve santral noropatik agr1 sendromlar1 birbirinden kesin olarak ayrismamakla
birlikte benzer klinik 6zellik tasirlar. Kapsamli norolojik muayenelerde noropatik agrili
hastalarda motor, duyu ve otonomik bozukluklar oldugu bildirilmistir (Hanson, 2002). Ayrica
hastada agriya eslik eden karincalanma hissi, sogukluk, elektrik carpmasi, batma ve yanma
gibi hisler olusur ve hastalar, agrili bolgenin uyusuklugundan ¢ok uyusuk alanda hissettikleri
ve dokunma ile artan elektrik ¢arpmasi, sicaklik artmasi gibi olagan disi hislerden rahatsiz
olduklarini belirtirler (Cutler ve Furukawa 2006). Diinya popiilasyonundaki ndropatik agri
goriilmek siklig1 %3.3-17.9 arasinda olan biiyiik bir sosyal ve ekonomik sorundur (Cohen ve
Mao, 2014). Noropatik agrinin kabul gormiis tedavi yoOntemlerinde ise ilk basamakta
antikonviilsan ve antidepresan ilaglar yer almaktadir. En ¢ok trisiklik antidepresanlar ve
gabapentin ve pregabalin gibi antikonvilsan ilacglar recete edilmektedir. (Serpell, 2008). Ancak
hasta uyuncu ve yan etki problemleri agisindan farkli tedavi yontemleri giiniimiizde halen
arastirtlmaya devam etmektedir. Arastirma yaklagimlarinin bir kismi ndropatik agrinin olugum
mekanizmasini hedef alarak etkili bir analjezi olusturma fikrine odaklidir. Noropati ile gelisen
mekanik allodini ve termal hiperaljezinin, agr1 iletimini inhibe eden medulla spinalisdeki
inhibitdr yolaklarda baskilanma ile olustugu tespit edilmistir. Bu agriyr baskilayan
mekanizmalarda endojen opioidler, serotonin ve noradrenalin gibi monoaminler rol almaktadir
(Basbaum ve Fields, 1978; Nickel vd., 2012). Opioidlerin santral ve periferik seviyede sahip
oldugu mii (n), delta (38), kappa (k) reseptorleri araciligiyla agrili uyaranlarin iletilmesini
baskiladig1 hatta belirli supraspinal bolgelerde agrinin bilissel siirecine de katki sagladigi
bilinmektedir (Fields, 2004; Pinto vd., 2008). Ayrica ozellikle inici inhibitor yolaklarda
noradrenalinin ve serotoninin ile iligki yolaklarin, aktivasyonu ile agriy1 inhibe etme 6zellikleri
olmas1 yan1 sira agr1 kontroliinde opioiderjik mekanizmalarla birlikte temel mekanizmalari
olusturmaktadir (Millan, 2002). Noradrenerjk reseptor aktivasyonunda calismalar yogunluklu
olarak oz-adrenoseptorlerde agonistik etkiye yonelse de ai- ve B-adrenoseptdr agonizmasinin
da agn kontroliine katildigin1 gosteren birgok c¢alisma vardir (Chia vd, 2004).
Antidepresanlarin noropatik agriya karst antiallodinik etkisini gdstermesi icin ise P2
adrenoseptorlerin uyarilmasinin kritik bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (Yalcin vd.,

2009). Santral seviyelerde etkinligi kanitlanan bu sistemlerin periferal analjezide de etkin bir



sekilde yer aldig1 goriilmektedir. Ornegin o2 adrenoseptdriin noradrenalin tarafindan
uyariminin enkefalin salimimina ve dolayli olarak p1 reseptor aktivasyonuna yol agarak

periferal analjezi sagladig1 gosterilmistir (Millan, 2002).

Noropatik agr1 tedavisinde kullanilma potansiyeli olabilecek ilaglarin gelistirilmesi i¢in
siklikla deneysel hayvan modelleri kulanilmaktadir. insandaki néropatik agriy1 en yakin taklit
eden deney modellerinden bir tanesi ise kronik konstriksiyon sinir hasar1 (KKH) modelidir. Bu
model ile periferik mononoéropati olusturulabilmekte ve (Jaggi vd., 2011) néropatinin allodini

ve hiperaljezi gibi pek cok patofizyolojik yonleri taklit edilebilmektedir (Hajhashemi vd., 2014)

Yapilan ilag gelistirme ¢alismalarinin daha ¢ok etken maddenin sahip oldugu
mekanizmaya odakli olmasi ile birlikte son yillarda ¢ogu alanda oldugu gibi ndropatik agri
tedavisinde de aragtirmalarin dogaya yoneldigi gérmekteyiz. Dogada yer alan tibbi bitkilerden
saflastirilarak elde edilen fitokimyasallarin farmakolojik etkinliklere sahip oldugu hatta
bazilarinin tedavide yer aldig1 agikg¢a goriilmektedir. Farmakolojik etkinligi cesitli ¢alismalarla
gosterilen ve ilag olma potansiyeli tasiyan fitokimyasallardan rosmarinik asid, kafeik asid ve
3,4-dihidroksifenil laktik asidin esteri olan dogal bir fenolik bilesiktir. Antiviral, antibakteriyal,
antikanser, antioksidan, anti-aging, antidiyabetik, kardiyoprotektif etkiler gibi bircok biyolojik
etkiye sahiptir (Nadeem vd., 2019). Rosmarinik asitin noropatik agrida gosterdigi analjezik
etkisi ise nispeten son yillarda dikkat ¢ekmeye baglamistir. Yapilan sinirli sayidaki
caligmalarda; KKH modeli ile indiiklenen ndropatik hayvanlarda 40 mg/kg intraperitoneal (i.p.)
rosmarinik asitin dozda agrida rol oynayan inflamatuvar mediyator seviyelerini diistirdiigii
(Rahbardar vd., 2017), 10, 20, 40 mg/kg i.p. dozlarda KKH modeli’nde (EI Gabbas vd., 2019;
Rahbardar vd., 2018), 10-30 mg/kg, oral (Hasanein ve Mohammad Zaheri, 2014) ve 5, 10, 20
mg/kg, i.p., (Raafat vd., 2016) dozlarda diyabetik noropati modelinde anti-allodinik ve
antihiperaljezik etki gosterdigi bildirilmistir. Calismalar heniiz yetersiz sayida olmakla birlikte
goriilmektedir ki yapilan ¢aligmalarda rosmarinik asitin noropatik agr1 lizerine olan etkisiyle

iligkilendirilmis mekanizma sadece inflamatuvar mediyator seviyelerinin degismesidir.

Bu bilgilerden hareketle tez ¢alismamizda rosmarinik asitin néropatik agri tizerine etkisi
ve olast mekanizmalarin tespitinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada si¢anlara
intraperitonal (i.p.) olarak 10, 20, 40 mg/kg (i.p.), dozlarda rosmarinik asitin KKH ile
olusturulmus noropatik agri modelinde, dinamik plantar test ile gostermesi olasi olan
antiallodinik etkinliginin 30 mg/kg pregabalin uygulmas: ile karsilagtirmali olarak
degerlendirilmesi ve antiallodinik etkinlikte adrenerjik ve opioiderjik mekanizmalarin olasi

rollerinin arastirilmasi amag¢lanmastir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Agn

Uluslararast Agr1 Arastirmalari Dernegi (International Association for the Study of
Pain=IASP) agr1y1, viicutta herhangi bir nedenle olusan, duyarli, duygusal, hos olmayan bir
duygu olarak tarif etmistir (Aydin, 2002). Agri1 olusum mekanizmasi tam ¢oziilememekle
birlikte glinlimiizdeki kabul gérmiis teori Melzack ve Wall’un kap: kontrol teorisidir. Agrinin
substantia gelatinosa (SG), dorsal kolon lifleri ve bilgiyi omurilikten beyne tasiyan
iletim/transmisyon hcreleri (T hicreleri) arasindaki etkilesim sayesinde anlasilacagi
diistintilmustiir. Bu teoriye gore uyarilar beyine iletilmeden 6nce kapilarda karsilanir ve ona
gore iletilip iletilmeyecegine karar verilir (Melzack ve Wall, 1965). Kapilar; A beta (AB) ve A
delta (Ao) ile C lifleri rolatif aktivitesince kontrol edilmektedir. Kalin lifler (A) SG hiicrelerini
uyararak iletimi inhibe ederek kapiy1 kapatmakta, ince lifler (Ad ve C) ise SG hiicrelerini inhibe
ederek iletimi kolaylagtirmakta yani kapiyr agmaktadir. T hiicreleri agr1 hakkinda bilginin
iletilmesinde ¢ok kritik bir gorevi vardira beta lifleri dokunma ve 1s1 hislerini hem SG hem de
T hiicrelerine iletir. Ayn1 anda uyarilan hiicrelerden SG hiicreleri T hiicrelerini baskilar boylece
T hiicrelerinin uyariy1r dogrudan iletmesi kisa siirer. C lifleri ise agri uyaranini iletirken SG
hiicrelerini inhibe ederken, T hiicrelerini uyarir. Boyle uyar1 daha uzun siiriip, siddetli olur.
Agrinin periferik sinir stimiilasyonu ile kontrol yontemi bu teorinin direkt sonucu olup, amag
agrimin yukari iletilmesini 6nleyici kalin lifler boyunca uyarilar1 arttirmaktir. Kalin liflerce
iletilen uyarilarin bir kismi1 da dorsal kolon i¢inde ilerleyerek spinotalamik yolla talamusa
ulagir. Bu yol agrinin niteligi, yeri ve uyaranin siddeti hakkinda kesin bilgi olusturur ve kisa

surede uyum saglar (Kantor, 1980).
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Sekil 2.1. Kap: kontrol teorisine gére agrili uyaranlarin iletimi (SG: Substantia Gelatinosa T: Transmisyon
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2.1.1. Agrimn fizyolojisi

Agrmin fizyolojik siireci nosiseptorlerin aktivasyonu veya darbe almis dokunun
mediyator salgilamasi ile medulla spinalise afferent transmisyon ve dorsal boynuz iizerinden

yuksek merkezlere iletimi ile gergeklesir (Ertekin, 1993).
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Agr1 olusum asamalarini inceleyecek olursak: ilk olarak serbest sinir uglarmin
(nosiseptor) uyarilmasi ile elektriksel aktivite olusur ve buna transdiiksiyon denir. Uyarilar 6nce
reseptorde bir reseptor potansiyeli (jenerator potansiyeli) olusturur. Reseptor potansiyelinin
yeterli biiytikliige (esik) ulagmasi ile ilk aksiyon potansiyel meydana gelir. Daha sonra sinir
sistemi boyunca impulslar yayilir ki buna transmisyon denilir. Transmisyon, talamokortikal
projeksiyon ile sonlanir. Akson boyunca “hep veya hig yasas1” gore aksiyon potansiyeli sinaptik
uca kadar ulastiritlir (Johnson, 2002). Nosiseptorlerce algilan uyarmin spinal korddan yukari
iletilmesi i¢in modifiye edilmesine ise modiilasyon denilir. Modiile edilen uyar iist merkeze
iletilmesi ve kisinin daha oOnceki deneyimleri ile uyarityr tanimlamasi neden olustugunu
hafizasina almasi ve tepki olusturmasini persepsiyon denilir. Boylece agri 4 asamada

gerceklemis olur (Aydin, 2002).

Agr1 iletiminde kritik role sahipsinir lifleri ise C lifleri ve A lifleridir. Afferent iletimden
sorumlu olan bu lifler nosiseptorler ile korteks arasindaki iletisimde rol alan tasiyict liflerdir.
C-lifleri, sert fizikler uyarilar, kimyasal, asir1 sicak ve soguk uyaranlardan etkilenerek gecikmis,
yanici ve inatgi tipteki agri iletimini saglarken, Ao lifleri ise kisa siireli mekanik uyarilar ve
1stdan sorumludur (Velioglu, 2017). Miyelinli Ad liflerinden hizli ve keskin agri birincil agr1
saniyede 30 m. ilerleme hizla ile miyelinsiz C liflerinden ise yavas kronik agr1 yani ikincil agr1

saniyede 0.5-2 m. ilerleme hiz1 ile tasinmaktadir (Savrun, 2017).

Agrn periferden kortekse kadar 3 ana noron grubu ile iletilir. Ilk olarak primer duyusal
noronlar (1. néron) nosiseptif ve nosiseptif olmayan bilgiyi periferden medulla spinalise
tasirlar. ikinci ndron grubu ise spinal ndrondur. Yani agri iletiminde ikinci durak spinal korddur.
Spinal néron spinal kordun dorsal boynuzunda yerlesiktir. Bu ndronlarin akson uzantilari
spinotalamik traktusu olusturmaktadir. Spinotalamik traktusun lateral kolunun agrinin uyaran
lokalizasyonunu, yogunlugu ve kalitesi ile iliskili diskrimitif yoniinii tasimada; medial kolunun
ise agrili deneyimin hos olmayan yonii ile iliskili affektif yonii olabilecegi diistiniilmektedir.
Santral uglar1 medulla spinalis arka boynuzunda spinal néronlarla sinaps yapar. Ugiincii noron
ise talamokortikal projeksiyon grubudur. Ugiincii sira noronlar talamusta yer alir (Heavner,
2000).

2.1.2. Agrimin simiflandirilmasi

Baslama siiresi, kaynaklandigi yer ve mekanizmasi olmak {izere 3 ana baslikta agri

incelenebilir.



Baslama siiresi; akut ve kronik agrida olusum hiz1 ve siireleri farklidir. Akut agr1, darbe,
iltihap olusmasi, doku hipoksisi gibi sebeplerle olusur. Kronik agri ise insanlarin hayat
kalitesini diisiiren giinliik hayatin1 ve psikolojik durumunu olumsuz etkilemeye baslayan ciddi

rahatsiz edici bir durumdur (Aydin, 2002).

Kaynaklanan bolgeye gore; somatik, viseral, sempatik ve periferik olarak 4 alt baslig1
bulunmaktadir (Aydin, 2002). Agr1 olusan bélgede birden c¢ok sistemin incelenmesi
gerekmektedir. Ornegin; visseral bdlge otonomik sinir sistemi ile birgok degisimi ardindan

getirebilmektedir bu tiir sebeplerden dolay1 agr1 bolgesi ¢cok dnemlidir.

Mekanizmalarina gore; tez konumuz olan ndropatik agr1 bu baslik altindadir. Bir diger
agr1 tipi ise nosiseptif agridir. Noropatik agr1 metabolik bir rahatsizlikla ortaya ¢ikan veya sinir
hasart ile olusan bu yiizden agri algilayicilarinin dogrudan etkilenmesi ile olusur. Bir diger tip
olan nosiseptif agri ise, nosiseptorlerin etkilenmesi ile olusup tedavisi olan bir agr tipidir.
Noropatik agr1 mekanizmasinin en belirgin farklilig1 nosiseptif uyar1 veren bir uyarici yoktur.
Duysal bozuklugun yer aldigi bolgede algilanir. Ayrica talamik agri sendromu gibi
somatosensoriyel uyarilarin santral sinir sistemi ile iligkinin kesintiye ugradigi durumlardan s6z
edilen diger bir agr1 ¢esiti deafferantasyon veya reaktif ve psikosomatik agr1 mekanizmalari da
farkli farkli agr1 gesitleri siniflandirilmasinda ayri1 bir kategori ile incelenmektedir (Aydin,

2002).

2.2. Noropatik Agri

Noropatik agri, periferik veya merkezi sinir sisteminde olusan herhangi bir hasar veya
gelisen islevsel bozukluklar sonucu meydana gelir (Yagci, 2019). Noropatik agrist olan
hastalarda klinik takipte siklikla yanma, elektrik c¢arpmasi, sogukluk ve karincalanma
sikayetleri gdzlenmektedir. Noropatik agri kisi hayatini olumsuz eden daimi bir agr olabilir
veya bazen ortaya ¢ikan ataklar seklinde olabilir. Noropatik agrinin ¢ok ¢esitli sebepleri vardir
cogunlukla karsilasilan noropatik agr1 kaynaklar1 diabetes mellitus, nérodejeneretif, vaskiler
veya otoimmdiin durumlar, timér, travma, enfeksiyon, toksinlere maruziyet veya herediter
hastaliklarla birlikte idiyopatik noropatiler gibi heniiz etiyolojisi anlasilmamis norolojik

durumlar olabilir (Scholz vd., 2019).
2.2.1. Noropatik agrinin epidemiyolojisi
Diinya genelinde yillik %21 civarinda insanin kronik agrilardan sikayetci oldugu ve %10

civarinda kisiye kronik agri teshisi konuldugu tespit edilmistir (Treede, 2006). Tiirkiye’de

yapilan arastirmalarda eriskinlerin agr1 prevelansinin %63.7 oldugunu ve bu agrilarin



%76.6’stin kronik agr1 oldugu tespit edilmistir (Erdine, vd. 2001). Ulkemizde klinik
caligmalar incelendiginde 2009 yilinda noropatik agri sikligi %S5’lerde iken 2014 yilinda
%30’a kadar ¢iktig1 tespit edilmistir (Finnerup vd., 2016). Ozellikle 75 yas iistiiniin %356 ile
%75 aras1 bir oranda ciddi agr sikayetleri bulunmaktadir. Yashlarda diyabetik ndropati,
santral agr1 ve postherpetik nevralji ise klinik muayenelerde en sik rastlanilan agr tipidir
(Erdemoglu, 2010). Noropatik agr giin gegtikge ¢ok daha fazla kiside karsilasilan ciddi bir
klinik tablodur. Ozellikle insan yasam siiresinin uzamasiyla daha sik rastlanmaktadir. Ilag
tedavisi ile tam olarak ortadan kaldirilamayan fakat yasamasi i¢in kimyasal dengesi saglanan
diabetes mellitus hastalarinda ve kemoterapi ile hayatta kalip bagisiklig1 zayiflayan kanser
hastalarinda noropatik agr1 sikayeti cok daha fazladir (Colloca vd., 2017). Diabetes mellitus
hastalarinin %11-24 néropatik agr1 yasamaktadir (Smith, 2010). Onkoloji hastalarinda ise
noropatik agr1 gelisme siklig1 %19-39.1 arasinda goriilmektedir (Bennett vd., 2012).

2.2.2. Noropatik agrimin klinik belirtileri ve risk faktorleri

Noropatik agr1 tam1 ve tedavi kilavuzunda klinik olarak noropatik agri1 teshisi
konulabilmesi i¢in degerlendirilmesi gerek 4 temel kriterden en az ikisi varsa ndropatik agri
sliphesi ile bakilirken her biri mevcutsa kesin ndropatik agri teshisi konulabilmekdir. Bu
kriterlerin ilki kesin noroanatomik dagilimi bulunan agri, ikincisi periferik veya santral
somatosensoriyel sistemi etkileyen hastalik veya lezyonun agr ile birlikte olmasi veya en
azindan gegcici bir siire beraber seyredildigini bildiren anamnez, iigiinciisii kesin ndroanatomik
dagilimi bir teyit edici testle gdsterilmesi, sonuncusu ise ndropatik agri yapabilecek bir
hastaliga sahip olmasidir (Ersin, 2009). Noropatik agr1 uyar ile geligebildigi gibi kendiliginden
baslayip uyar1 olmaksizin parestezi seklinde baslayip disestezi (uyusukluk, kasinma ve
karincalanma gibi hos olmayan anormal hisler) seklinde devam edebilmektedir yani yakici,
keskin, karincalanma hissi ve zonklayici agri olarak goriilmektedir (Woolf ve Mannion, 1999).
Uyarilma ile olusan ndropatik agr1 ise genellikle fiziksel, 1s1yla veya kimyasal olabilen agrili
uyarana verilen artmig cevap (hiperaljezi) veya normalde agrisiz olan uyariya verilen agri

cevabi (allodini) ile beraber goriilmektedir (Merskey vd., 2002).

Aragtirmalarda noropatik agri1 ile iliskili risk faktorleri yaslanma, kadin hastalar,

sosyoekonomik durumun zayif olmasi ve sehirden uzak imkén eksikligidir (Smith, 2012).
2.2.3. Noropatik agrinin patofizyolojisi

Fizyopatolojik mekanizmalari periferik mekanizmalar ve santral mekanizmalar olarak iki

ayrt gruba ayrilir. Primer afferent noronlarda meydana gelen degisiklikler periferik



mekanizmalarla, dorsal boynuzda, omurilikte olusan patolojilerle gelisen ndropatik agr1 ise

santral mekanizmalarla agiklanir (Berker, 2005).
2.2.3.1. Noropatik agrinin periferik mekanizmalart

Periferde, olusan sinir zedelenmesi ile antidromik aksiyon potansiyeli iletimi, hasarli ve
cevresindeki sinir uglarmi duyarlt hale getiren inflamatuar mediyatorlerin salinimina sebep
olur. Bu sebeple primer afferent nosiseptor aktive esigi diiser, hassasiyet ve spontan desarjlar
artar. Bu olaya ‘’sensitizasyon’” denir. Primer hiperaljezinin sebebinin periferik
sensitizasyonun oldugu diisiiniilmektedir (Serpell, 2008). Bdylece patolojik spontan aktivite
meydana gelir ve bu duruma ektopik desarj denir (Baron, 2006). Bu patolojik aktivite, yiiksek
esikli A ve C liflerinin yani sira diisiik esikli AP liflerinde de meydana gelir. Dolayisiyla agri
olusumunda hem Ad ve C lifleri hemde AP lifleri rol oynar (Schaible, 2006). Periferik sinir
hasar1 ile gelisen siirecte Ad ve C liflerin salgiladigi P maddesi, norotransmitterlerin
ekspresyonlarinda down-regiilasyonlar olusturur (Vranken, 2013). Ayni anda A lifleri de bu
noropeptidleri eksprese etmeye baglar. Buna ‘fenotipik degisim’ denir (Serpell, 2008). Bu
stiregten sonra diisiik esikli AP liflerin aktivasyonu da bu norotransmitterlerin saliverilmesine

ve santral hipereksitabiliteye yol acabilir (Vranken, 2013).
2.2.3.2. Noropatik agrimin santral mekanizmalari

Noropatik agri olusumunda santral sinyalleri ileten ndronlarda olugan anormal cevaba
santral sensitizasyon denir (Merskey vd., 2002). Santral sensitizasyon normalde uyarinin
bitmesiyle kisa siirede kaybolur ve adaptif bir olaydir, cok fazla anormal somatoduyusal
uyarilarin uzun siire devam etmesi ve santral sinir sistemindeki eksitator sinaptik transmisyonun
devamli ¢ogalmasi ile ndroplastik degisimlere yol acabildigi i¢in bir sinaptik plastisite formu
olarak da kabul edilmekte ve kronik agr1 ile sonuglanabilmektedir (Kwon vd., 2014; Sandkiihler

vd., 2000). Santral sensitizasyona aracilik eden ¢esitli mekanizmalar bildirilmistir.

Reorganizasyon birgok deneyle kanitlanmig 6nemli bir ndropatik agri mekanizmasidir
(Wrigley vd., 2009). Sinir zedelenmeleri ve kroniklesmis agrilarda, kronik nosiseptif girdiye
verilen santral bir maladaptif yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sandkiihler vd., 2000). Normal
de lamina III ve I'V’te sonlanan A liflerin lamina II de olusmasi ile, agrisiz olan diisiik esikli
AP mekanoreseptorlerinden gelen iletilerin nosiseptif olarak algilanmasidir (Finnerup vd.,
2007).

Mekanizmalardan bir digeri inhibitr nitelikli olanlardir. Inhibitér fonksiyonun

zayiflamasi, yalnizca inhibisyonun azalmasi ve dengeyi eksitasyon lehine dondiirmesiyle

ndropatik agr1 patofizyolojisinde 6nemli bir yer tutmaktadir (Janssen vd., 2011). Dikkat ¢ekici



nokta ise disinhibisyon mekanizmasinin kronik nosiseptif agrida degil de, kronik néropatik
agrida gorilmesidir (Schwenkreis vd., 2010). y-amino bitirik asit (GABA) ve opioid
reseptorleri gibi inhibitor reseptorlerin down-regilasyonu, inhibitér post-sinaptik akimda
onemli bir azalmaya sebep olarak mekanik ve termal hiperaljeziye neden olabilir (Mindruta vd.,
2012). Bununla birlikte noradrenalin, serotonin ve dopamin gibi monoaminlere bagli inici

yolaklardan inhibisyonun kaybi da duyarliligin artmasina neden olabilir (Finnerup vd., 2007).

Wind-up fenomeni ise periferik bir sinirin C-liflerini aktive edecek diizeyde daimi devam
eden bir impulsun etkisi ile dorsal boynuz hiicrelerinde gelisen tepkini progresif yiikselmesidir
(Mendell ve Wall, 1965). Ancak santral sensitizasyondan, wind-up fenomeninin farki ayni
uyarinin her zaman ayni yanitt vermeyecegini agik¢a gostermesidir. Bu sebeple omurilikte

duyusal siireclerin aydinlatilmasinda bir doniim noktasidir (Woolf, 1996).

Ayrica “uzun donem potansiyasyon” ve “uzun donem depresyon” olaylarinin agri
algisindaki etkileri kesfedilmeye baslanmistir ve hafiza ve bellekle baglantili olarak ortaya
ciktigr goriilmistir (Klein vd., 2004). Dorsal boynuzda uzun donem potansiyasyon ve
depresyonun olugmasinda glutamat ve bazi diger norotransmitterlerin reseptorlerini igeren
mekanizmalar ve hiicre igi sinyal kaskadlar1 yer almaktadir (Campbell ve Meyer, 2006;
Collingridge vd., 2010). Bu iki olay santral sensitizasyona yol acan ve uzun dénemde gortlen

iki fenomen olarak kabul gormektedir.

2.2.4. Sinaptik kontrol

Agr1 olusumunda bir ¢ok ndrotransmitter veya néromodiilator gorev alir ve antinosiseptif
veya pronosiseptif cevaplar olusturur (Argoff, 2011). Nosiseptif ileti, st kortikal merkezlere
ulastiginda agriyr azaltma amaciyla inhibitér ndronlar1 harekete gecirerek agri kontroli
saglayacak bir ¢ok sinaptik olay1 beraberinde harekete gecirmektedir (Cohen ve Mao, 2014).
Agr1 olusum ve kontroliinde glutamat, GABA, glisin, endoopioidler, asetilkolin, dopamin,
serotonin, noradrenalin ve endokannabinoidler gibi bir¢ok norokimyasali ve bu
norokimyasallarin farkli reseptdr tiplerinin aktivasyonu veya inhibisyonu gorev alirken bu
sistemlerden yalnizca tez konusu kapsaminda degerlendirilen noradrenerik ve opioiderjik

sistemle iligkili bilgiler detaylandirtlmistir.

Noropatik agriya neden olan mekanik allodini ve termal hiperaljezi gelisiminin, medulla
spinalisde agr1 iletimini baski altinda tutan inhibitér mekanizmalarda zayiflama ile iliskili
oldugu bildirilmektedir. Bu agriy1 baskilayan mekanizmalar endojen opioidleri serotonin ve

noradrenalin gibi monoaminleri icermektedir (Basbaum ve Fields, 1978; Nickel vd., 2012).



Omurilikte ¢ikict yolaklar ile beyin sapina iletilen agr1 uyarilart opioiderjik, serotonerjik ve
noradrenerjik yolaklar1 kullanarak dorsal boynuza ulasan inici inhibitér mesajlarin olusumuna

sebep olur (Pertovaara, 2006).
2.2.4.1. Opioiderjik sistemin roli

Opioid peptidlerin endojen agri modiilasyonununda etki ettigi ¢ok iyi bilinmektedir
(Biiytikokuroglu, 2005). Opioidler, omurilik dorsal boynuzdan ¢ikici nosiseptif iletimi direkt
olarak inhibe ederek ve orta beyinden inen agr1 kontrol yolaklarini aktive ederek analjezik etki
gostermektedir (McNally ve Akil, 2002). Opioidler, enkefalinler, endorfinler, endomorfinler,
dinorfinler ve nosiseptin/orfanin grubu peptidler gibi sentezlendikleri dncul peptidin tirine
gore ayrilirlar (Kayaalp ve Uzbay, 2012). Yapilan ¢alismalarda bu endojen opioid peptidlerin
spinal veya supraspinal seviyelerde analjezik etki gosterdikleri tespit edilmistir (Chen vd.,
2016). Hem endojen hem ekzojen opioid peptidleri, analjezik etkilerini 6zellesmis reseptorler
ile etkileserek gosterir (Cabioglu, 2001). Bu reseptorler santral sinir sistemi, omurilik ve dorsal
kok gangliyonunun ndronlarin yani sira bazal ganglion, limbik yapilar, talamik niikleus, ventral
tegmental bolge, rafe niikleusu gibi subkortikal yapilarda ve kortekste, santral sinir sistemi
disinda ise viseral ve vaskiiler diiz kaslarda, kas-iskelet sistemi yapilarinda, sempatik ve duyusal
periferik sinirlerin terminallerinde bulunur (Holdridge, 2009). Opioid reseptorler farmakolojik
etkilerine gore simiflandirilir (Tao ve Auerbach, 2002). p reseptorti morfine yiksek affinite
gosterir. d reseptorler ise enkefalinlere yliksek affinite gdstermektedir. p reseptdr i¢in endojen
ligandlar endomorfinler ve daha diistik affiniteli B-endorfinler, enkefalinler ve dinorfinlerdir. &
reseptorler, kappa reseptorlerle birlikte spinal diizeydeki analjezik etkinlikte gorev alir (Koneru
vd., 2009). Opioid reseptorler, omurilik dorsal boynuzdaki primer afferent néronlarda
presinaptik olarak lokalizedir. Aktive olduklari zaman voltaj-kapili Ca*™ kanallarini inhibe edip
glutamat saliverilmesini azaltarak Ao ve C liflerden gelen nosiseptif uyarinin iletimini inhibe
eder (Bennett, 2010). Opioid reseptorlerin post-sinaptik aktivasyonu ile igeri dogrultucu K*
kanallarinin agilmasi tetiklenerek post-sinaptik membranda hiperpolarizasyon olusur. Asil
inhibitér norotransmitter olan GABA’nin, periakuaduktal gri alandan omurilige inen
antinosiseptif akisi diislirdligii veya engelleyebildigi, aktive olmus opioid reseptorlerin de
periakuaduktal gri alanda GABA salinmasiyla olusan etkinligi azalttigi bdylece opioid
reseptorlerin GABA’y1 engelleyerek inici inhibitdr kontrolii arttirdigi bilinmektedir (Bennett,
2010). Neticede, opioidlerin santral ve periferik seviyede sahip oldugu p, 6, k reseptorleri
araciligiyla agrili uyaranlarin iletilmesini baskiladigi hatta belirli supraspinal bolgelerde agrinin

biligsel siirecine de katki sagladigi iyi bilinmektedir (Fields, 2004; Pinto vd., 2008). Ayrica



ozellikle inici inhibitor yolaklarda noradrenalin ve serotoninin, a-adrenoseptorler ve 5-HT
reseptorlerin aktivasyonunu iceren agriy1 inhibe etme 6zellikleri de iyi bilinmekle birlikte agri
kontroliinde opioiderjik mekanizmalarla birlikte temel mekanizmalar1 olusturmaktadir (Millan,

2002).
2.2.4.2. Noradrenerjik sistemin roli

Noradrenaline spesifik olan adrenoseptorlerden ai- ve - reseptorler daha ¢ok fasilitator
etkinlik gosterirken, a2-adrenoseptorler ise inhibitor nitelikte etkinlik géstermektedir (Seibt ve
Schlichter, 2015). a2- adrenoseptorler; Giaracili veya Na*/H* antiport, Ca™ veya K* kanallar1
gibi iyon kanallarinin aktivitesini direkt olarak modifiye ederek intraseliiler adenilsiklaz etkisini
diistiriir (Pertovaara, 2006). Noradrenalin spinal o2-adrenoseptorler sayesinde canlilarda
kuvvetli antinosiseptif etki gosterir (Ossipov, vd. 2010). Inhibitdr interndronlar a2-adrenoseptor
sayesinde aktif olarak post-sinaptik inhibisyon ile agriy1 baskilar (Nakamura, 2014). o2-
adrenoseptOr agonistleri, kemirgen ve insanlarda, sinir hasari ile olusan agrida da ¢ok giiglii bir
analjezik etkiye sahiptir (Shu vd., 2010). Ayrica az-adrenerjik agonistlerin ve opioid agonistler
ile sinerjistik etki gosterdigi rapor edilmektedir (Stone, 1997). Yapilan deneylerde, o2-
adrenoseptor agonisti olan klonidinin sadece iyi analjezi gostermedigi, ayn1 anda opioidlerin
analjezik etkisini potansiyelize ettigi gorilmistir (Goyagi, 1999). az-adrenoseptoriin
noradrenalin tarafindan uyarimi enkefalin salinmina ve dolayli olarak pi1  reseptor
aktivasyonuna yol acarak periferal analjezi saglamaktadir (Millan, 2002). Noradrenerjk
reseptor aktivasyonunda c¢alismalar yogunluklu olarak a2-adrenoseptérlerde agonistik etkiye
yonelse de ai- ve B-adrenoseptdr agonizmasinin da agr1 kontroliine katildigini gosteren bir¢ok
calisma vardir (Millan, 2002; Chia vd., 2004). Yapilan bir ¢alismada, noradrenalinin omurilik
dorsal boynuzda GABAerjik ve glisinerjik inhibitor sinaptik iletimi fasilite ettigini, eksitator
glutamaterjik iletimi fasilite etmedigini géstermistir. Bunu da a2- ve - reseptorlerinin yani sira
ai-adrenoseptorleri araciligiyla, depolarizasyonu tetikleyerek ve ardindan sinaptik terminalleri
uyarip GABA ve glisin saliverilmesine neden olacak aksiyon potansiyelleri tetikleyerek yaptigi
gosterilmistir  (Seibt ve Schlichter, 2015). Ayrica, pz-adrenoseptorlerin uyarilmasi,
antidepresanlarin néropatik agriya karsi antiallodinik etkisini géstermesi i¢in gerekli ve esastir

(alcin vd., 2009).
2.2.5. Noropatik agrinin deneysel modelleri

Deneysel noropatiyi hayvanlarda modellemek i¢in siklikla kemirgenlerin kullanildigi

gorulmektedir. S6z konusu modeller santral uygulamalar ile olusturulan modeller, sistemik



uygulamalar ile olusturulan modeller, total denervasyon modelleri, parsiyel denervasyon

modelleri seklinde dort ana baslik halinde siniflandirilabilir (Ulugoél, 2009).

Parsiyel denervasyon modellerinin en ¢ok tercih edilen deneysel néropati modeli oldugu
sOylenebilir. Siklikla kullanilan modeller arasinda tez calismasinda kullanilan KKH, spinal sinir
ligasyonu, parsiyel siki ligasyon, sistemik streptozosin maddesi uygulamasi ile indiiklenen

diyabetik noropatiye bagli noropatik agri modeli yer almaktadir (Kim, 1992).
2.2.5.1. Kronik konstriksiyon zedelenmesi (Bennett modeli)

Parsiyel siyatik sinirde hasar olusturulan bu model olusturulan ilk modeldir (Bennett ve
Xie, 1988). Siyatik sinire 4/0 - 5/0 katgit ile proksimal ve unilateral olarak hemen hemen 1
mm. araliklarla dort tane ayr1 ayr1 gevsek diiglimlerin atildigi model ndropatik agri olusumuna

neden olur.

Sekil 2.3. Stk kullanilan bazi siyatik sinir néropati modelleri A. Aksotomi, B. Kronik Konstriksiyon Zedelenmesi,
C. Parsiyel siki ligasyon, D. Spinal sinir ligasyonu, E. Dorsal rizotomi, F. Ventral rizotomi, G.

Yedeklenmis periferik dal zedelenmesi

Model olusturulan hayvanlarda atilan diigimlerin sikilig1 epindral vaskiilarizasyonu
engelleyecek sekilde siki olmamalidir. Atillan gevsek diiglimler sinirde irritasyona ve
inflamasyon olusumuna yol agar hatta bu nedenle model inflamatuvar agri modeli olarak da
kullanilabilir. Yapilan ligasyon islemi hayvanin ipsilateral pencesinde islemden 2-5 gin
gectikten sonra allodini ve hiperaljezi gelisimine bagl agriya yol agar. Olusan agrinin ve 2-4

aya kadar siirdiigli belirlenmistir (Attal vd., 1990).

2.2.6. Noropatik agrimin tedavisi



Noropatik agrinin tedavisinde giiniimiizde etkili olan ilaglar Ca™ kanal ligandlar1 ve
antikonvilsan olan gabapentin ve pregabalin, serotonin ve noradrenalin geri-alim inhibitori
antidepresanlar (duloksetin, venlafaksin) ve trisiklik antidepresanlar (amitriptilin, nortriptilin,
imipramin, desipramin) ile topikal lidokain’dir (Vranken, 2012; Scholz vd., 2019). Bu ilaglar
opioid analjezikler, tapentadol ve tramadol, diger antidepresanlar ve antikonviilzanlar, topikal
kapsaisin, meksiletin ve N-metil-D-aspartat reseptor antagonistleri takip etmektedir (Gilron vd.,
2006; O’Connor ve Dworkin, 2009).

Noropatik agr ile bas etmede antikonviilsanlarin yani sira trisiklik antidepresanlar da
kullanilmaktadir. Bu ilaglar, 6zellikle serotonin ve/veya noradrenalin geri alimini inhibe
ederler. Ayrica sodyum kanal inhibisyonu aracilifiyla agrinin giderilmesini saglarlar. Gerek
spontan agr1 ve gerekse hiperaljezi trisiklik antidepresanlara ¢ok iyi cevap verirler. Ozellikle
diyabetik noropati ve baska olarak portherpetik nevraljide giinde 75-150 mg dozda etkilidirler.
Fakat sedasyon, ortostatik hipotansiyon, idrar retansiyonu ve kardiyak iletide bozukluk gibi yan
etkiler kullanimlarim1  kisitlanmaktadir (Sindrup, 1999). Selektif serotonin geri alim
inhibitorlerinin noropatik agridaki etkinlikleri ise trisiklik antidepresanlardan daha azdir.
Serotonin ve noradrenalin geri-alim inhibitorii olan antidepresanlarinda yine daha az yan etki
profili ile kanser veya diyabete bapl gelisen noropatik agrida etkili olduklart bildirilmektedir
(Sindrup, 1990). S6z konusu antidepresanlar Ozetle, santral sinir sisteminden koken alip
omurilige inen inici inhibitér yolaklarda yer alan monoamin 6zellikli nérotransmitterlerin geri
alimimini inhibe ederek etki gdsterirler. Monoamin geri-alim blokaji ile monoaminlerin agri
iletimindeki inhibisyon nitelikli etkinlikleri artmig olur. Bu mekanizmalarin yan1 sira voltaja
bagli sodyum kanallarin1 ve a-adrenerjik reseptorler inhibisyonu yapmalar1 da etkinliklerine

aracilik eder (Tan, 2006).

Antikonvulsan ilaglarda néropatik agri1 tedavisinde etkin bir rol oynamakta ve noropatik
agr1 tedavisinde son 60 yildir kullanilmaktadir. Karbamazepin gibi ¢esitli antikonviilzanlar
trigeminal veya postherpetik nevralji, diyabetik noropati gibi agrili rahatsizliklarda etkindir.
Antikonviilsanlar voltaja duyarli sodyum kanallarini bloke ederek membranda depolarizasyon
stabilizasyonu yapar ve boylelikle anormal noronal asir1 duyarlilig1 baskilayarak tedavi saglar.
Karbamazepin etkinligine ragmen yan etkisi fazla oldugu i¢in artik diger agrili néropatilerde
tercih edilmemektedir. Oksarbazepin ise daha iyi tolere edilen bir antikonviilsandir ve gogu
ndropatde yetersiz olamkala birlikte etkinligi gosterilmistir. Yalnizca trigeminal nevraljideki
etkisi karbamezapinle esdeger bulunmustur. Benzer sekilde gabapentin ve pregabalin,

noropatik agrida oldukca etkin olan ve etkinligi ispatlanmis iki antikonviilzan ilactir. Kalsiyum



kanallarinin o2-s alt {initesine baglanmasiyla iliskili olarak etki gosterdikleri diistiniilmektedir.
P maddesi ve glutamat transmisyonunun olasi1 baskilanmasi daha az Onem tasiyan
mekanizmalardir. Gabapentinin GABA-erjik norotransmisyon iizerine bir etkisi olmadigi
aciktir. Birgok klinik calisma ile cogu noropatik agr tipine karsi etkili oldugu gosterilen bu
ilaclarin agniyla iligkili uyku bozukluklar1 ve fonksiyonlar gibi diger énemli parametreler
tizerinde de etkili oldugunu gostermistir. Gabapentin ayrica polifarmasi ig¢in uygun bir ilag
olmakla birlikte yan tesirleri de diger ilaglara gore azdir. Fakat tiim bu olumlu etkinliklerine
ragmen hastalarda cesitli tolerabilite ve yan etki problemleri yeni ilag arayislarina neden

olmaktadir (Tan, 2006).

2.3. Rosmarinik Asit
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Sekil 2.4. Rosmarinik asitin kimyasal yapisi.
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Rosmarinik asid kafeik asid ve 3,4-dihidroksifenil laktik asidin esteri olan dogal bir
fenolik bilesiktir. Antioksidan 6zelligi olan rosmarinik asit daha ¢ok Nepetoideae tirlerinde
bulunmakla birlikte birgok familyaya ait bitkilerde bulunmaktadir. ilk olarak Rosmarinus
officinalis bitkisinden 1958’de saf olarak sentezlenmis ve ismini bu bitkiden almustir.
Rosmarinik asit, tibbi amaclh kullanilan bitkilerde de bol miktarda bulunmasi nedeniyle bu
bitkilerin etkiden sorumlu olan bilesen oldugu diisiiniilmektedir. Bu etkinliginin yan1 sira toksik
etkisinin az oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. LDso degerinin intravendz rosmarinik
asit uygulamasi sonucu farelerde 561 mg/kg oldugu gdsterilmistir. Saf rosmarinik asitin yapilan
calismalarda bircok biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir. Bu etkilerden
antioksidan aktivite, anti-inflamatuvar aktivite ve kardiyoprotektif aktivite dikkat cekici
etkilerdendir. Bu etkilerinden hareketle de birgok hastalikta kullanilma potansiyeli tasidigi
diisiiniilmektedir (Petersen ve Simmonds, 2003; Nadeem vd., 2019). Ayrica bu aktivitelerin
Ozellikle de antioksidan ve anti-inflamatuvar aktivitenin varlig1 rosmarinik asitin agr1 kesici

0zelligi olacagini da isaret etmektedir (Ballou ve ark., 2000). Rosmarinik asitin anti-nosiseptif



etkinligi de rapor edilen bilgiler arasinda yer almaktadir (Guginski vd., 2009). Ayrica major
bilesenin rosmarinik asit oldugu gosterilen Melissa officinalis (Lamiaceae familyasi) yaprak
ekstresinin oral uygulamasinin de inflamatuvar agri ve akut agrida anti-nosiseptif etki
gosterdigi farelerde gosterilmistir. Hatta rosmarinik asitin tek basina oral uygulamasi ile
glutamatin indiikledigi nosisepsiyonda ektreden cok daha etkin oldugu bulunmustur. Ayni
calismada ekstrenin aktivitesine aracilik eden mekanizmalara bakildiginda ise kolinerjik
sistemin ve nitrik oksitin etkiye aracilik ettigi fakat opioid sistemin anti-nosiseptif etkiye eslik
etmedigi rapor edilmistir (Guginski vd., 2009).

Benzer olarak ayni bitki ailesinde yer alan R. officinalis L. ekstresinin ve rosmarinik
asitin, Thunbergia Laurifolia Lindl. yaprak ekstresinden izole edilen rosmarinik asitin anti-
inflamatuvar ve antinosiseptif etkileri farkli farkli calismalarda  gdOsterilmistir
(Boonyarikpunchai vd., 2014; Lucarini vd., 2013). Bu ¢aligmalarda ise farkli olarak santral
analjezik etki gosterip bu etkinlige opioid reseptorlerin katilimi oldugu belirlenmistir. Ayrica
rosmarinik asit igeren ¢ayin 16 hafta icilmesini iceren randomize cift-kor bir ¢alismada
mevcuttur ve bu calisma osteoartrite bagli gelisen agrilarin rosmarinik asitli cay ile

hafiflemesine sagladigini ortaya koymustur (Connelly vd., 2014).

Rosmarinik asitin néropatik agrida gosterdigi analjezik etkisi ise nispeten son yillarda
dikkat ¢ekmeye baglamigtir. Diyabetik noropati modeli ile olusturulan bir ¢alismada kronik
rosmarinik asit uygulamasinin analjezik etki sagladigi bildirilmistir (Hasanein ve Mohammad
Zaheri, 2014). Benzer olarak, KKH modeli ile indtklenen néropatik hayvanlarda 40 mg/kg i.p.
rosmarinik asitin dozda agrida rol oynayan inflamatuvar mediyator seviyelerini diistirdiigi
(Rahbardar vd., 2017), 10, 20, 40 mg/kg i.p. (El Gabbas vd., 2019; Rahbardar vd., 2018)
dozlarda KKH modelinde ve 10-30 mg/kg, p.o. (Hasanein ve Mohammad Zaheri, 2014), 5,10,
20 mg/kg, i.p., (Raafat vd., 2016) dozlarda diyabetik néropati modelinde anti-allodinik ve
antihiperaljezik etki gosterdigi bildirilmistir. Calismalar heniiz yetersiz sayida olmakla birlikte
gorulmektedir ki yapilan ¢aligmalarda rosmarinik asitin ndropatik agr1 lizerine olan etkisiyle
iligskilendirilmis mekanizma sadece inflamatuvar mediyator seviyelerinin degismesidir. Etkin
bir ilacin etki mekanizmasinin aydinlatilmasi farmakolojik ve toksk etki profilinin

belirlenebilmesi agisindan son derece gereklidir.

Bu bilgilerden hareketle bu ¢alismada 10, 20, 40 mg/kg, i.p., dozlarda rosmarinik asitin
KKH ile olusturulmus noropatik agr1 modelinde, dinamik plantar test ile gdstermesi olast olan

antiallodinik etkinliginin 30 mg/kg pregabalin uygulmas: ile karsilagtirmali olarak



degerlendirilmesi ve antiallodinik etkinlikte adrenerjik ve opioiderjik mekanizmalarin olasi

rollerinin arastirilmasi amaglanmustir.

3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullamilan Kimyasallar

Rosmarinik asit (Sigma-Aldrich, St. Louis, A.B.D.), pregabalin (Lyrica, Pfizer), ketamin
(Richter Pharma, Wels, Avusturya), ksilazin (Bioveta, Ankara, Tirkiye).

3.2. Kullanilan Cihazlar

Elektronik von Frey Cihazi (Ugo Basile, No: 38450=004, Varese, halya), ultrasonik su
banyosu (Heto, Allerod, Danimarka), Hassas Terazi (Ohaus, E12140, Isvicre), aktivite kafesi
(Ugo Basile 47420, Varese, italya).

3.3. Deney Hayvanlari

Calismada 128 adet, yetiskin Sprague dawley cinsi disi sigan (ortalama 250 g)
kullanilmigtir. Deney hayvanlar1 12 saat karanlik 12 saat aydinlik dongiisiinde yasatilmais,
bulunduklart odanin 24+1°C sicaklikta olmasi ve iyi havalandirilmasi saglanmistir. Hayvanlar
standart hayvan yemi ile beslenildi. Deneyler siiresince su ya da yem kisitlamasi
uygulanmayarak, her hayvanin taze yiyecege ve temiz suya rekabete gerek duymaksizin
ulasabilmesi saglanmistir. Anadolu Universitesi (Karar No:2020-06, 12.02.2020) tarafindan
Etik Kurul Onay1 alinmigtir.

3.4. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Kronik konstriksiyon zedelenmesi Bennett ve ark. tarafindan 1988 yilinda gelistirilen ve
siklikla kullanilan bir modeldir. 90 mg/kg ketamin (i.p.) ve 10 mg/kg ksilazin (i.p.) anestezisi
altinda (Duque vd., 2016); sag siyatik sinir ¢cevre dokularindan disekte edilerek aciga ¢ikarildi.
4/0 katgiit ile yaklasik 1 mm araliklarla siyatik sinire epindral vaskiilarizasyon engellenecek
sekilde dort ayr1 gevsek diiglim atildi (Shi vd., 2011). Siganlar operasyondan sonra tekli
kafeslerde barindirildi. Saglikli kontrol grubu olarak kullanilacak gruba da ligasyon

yapilmaksizin ayni islemler uygulandi.

Ayr1 ayri olusturulan gruplara;



1. Saglikli kontrol grubu: esit hacim ¢oziicli uygulamasi

2. Noropatik agrili kontrol grubu: esit hacim ¢oziicli uygulamasi

3. Noropatik agrili test grubu 1: 10 mg/kg rosmarinik asit uygulamasi,
4. Noropatik agrili test grubu 2: 20 mg/kg rosmarinik asit uygulamasi,
5. Noropatik agrili test grubu 3: 40 mg/kg rosmarinik asit uygulamasi,

6. Noropatik agrili etki mekanizmasi grubu 1: etkili dozda rosmarinik asit
uygulamasindan 30 dakika once opioid reseptor antagonisti olan 1 mg/kg nalokson on-

uygulamast,

7. Noropatik agrili etki mekanizmasi grubu 2: etkili dozda rosmarinik asit
uygulamasindan 30 dakika once o1 adrenoseptOr antagonisti olan 10 mg/kg prazosin On-

uygulamasi,

8. Noropatik agrili etki mekanizmasi grubu 3: etkili dozda rosmarinik asit
uygulamasindan 30 dakika once a2 adrenoseptor antagonisti olan 1 mg/kg yohimbin 06n-

uygulamasi,

9. Noropatik agrili etki mekanizmasi grubu 4: etkili dozda rosmarinik asit
uygulamasindan 30 dakika dnce [ adrenoseptor antagonisti olan 5 mg/kg propronolol on-

uygulamasi,

10. Noropatik agrili etki mekanizmasi kontrol grubu 1: COzicii asit uygulamasindan 30

dakika dnce opioid reseptor antagonisti olan 1 mg/kg nalokson 6n-uygulamasi,

11. Noropatik agrili etki mekanizmasi kontrol grubu 2: Coziicii uygulamasindan 30

dakika 6nce a1 adrenoseptor antagonisti olan 10 mg/kg prazosin 6n-uygulamas,

12. Noropatik agrili etki mekanizmasi kontrol grubu 3: Coziicii asit uygulamasindan 30

dakika once o2 adrenoseptor antagonisti olan 1 mg/kg yohimbin 6n-uygulamasi,

13. Noropatik agrili etki mekanizmasi kontrol grubu 4: Coziicii asit uygulamasindan 30

dakika 6nce B adrenoseptor antagonisti olan 5 mg/kg propronolol 6n-uygulamasi,

14. Noropatik agrili pozitif kontrol grubu: 30 mg/kg pregabalin uygulanmasi,
yapilmuistir.

Tiim ilag uygulamalari i.p. yolla yapilmistir.



Motor aktivitenin degerlendirilmesi i¢in ise 2 ayri grup olusturuldu (15. ve 16. grup) bir
gruba ¢Oziicli uygulamasi yapilan, diger bir gruba etki mekanizma ¢alismasinda da uygulanan
dozda rosmarinik asit uygulamasi yapilan noropatik agrili hayvanlara aktivite kafesi deneyi
uygulandi. Saglikli kontrol grubu ve diger tiim gruplara néropati modeli gelistirilmeden 6nce
test prosediirleri uygulandi ve sonuglar 0. Giin olarak kaydedi. Sinir hasar1 olusturulduktan 7
giin sonra madde uygulamalar1 yapilmadan Once tekrar test prosediirleri uygulandi ve néropati
gelistiren sicanlar deneylere alindi. Ayrica bu degerler ilag 6ncesi deger olarak kaydedildi.
Kontrol gruplarina ¢oziicii, diger gruplara rosmarinik asit uygulamasindan sonra 15, 30, 60, 90
ve 120. dakikalarda (Takeuchi vd., 2007) dinamik plantar test ile agri esikleri Ol¢iildii.
Kullanilan test maddesi ve antagonist dozlar1 benzer ¢alismalarin sunuldugu literatiirlerden
hareketle secilmistir (Takeuchi vd., 2007; Shu vd., 2010; Zhao vd., 2012; Zurowski vd., 2012;
Khangura vd., 2017; Rahbardar vd., 2018).

3.5. Test Metotlar
3.5.1. Elektronik von Frey -Mekanik Allodini

Mekanik uyarana kars1 esik degerlerin belirlenmesi i¢in elektronik Von Frey (Ugo Basile,
No: 38450, Varese, Italya) cihazi kullanildi. Mekanik uyaran uygulanmadan &nce siganlar
cihazin kafeslerinde 20-30 dk. tutularak kesfetme davranisi sonlana dek ortama aligmalari
saglandi. Cihaza ait filamentin u¢ kismi, sag arka pengede orta plantar bolgeye dik olarak ve
artan bir kuvvet ile uygulandi. Uyaran ile birlikte pence ¢ekme davranisinin gergeklestigi
kuvvet (g/kuvvet) sistem tarafindan otomatik olarak tespit edilip kaydedildi ve agr1 esiginin
belirteci olarak kabul edildi. Pencenin zarar gérmemesi igin 50 g/kuvvet cut-off degeri olarak
belirlendi (Whiteside vd., 2004).

Elektronik von Frey testinden elde edilen esiklerden hareketle maksimum olasi etkinin
yiizdesi (%MPE) asagidaki formiilden hareketle hesaplanmistir (Vrinten vd., 2003):

ilag¢ sonrasi dlgiilen esik—ilag 6ncesi olglilen esik

% MPE = x100  (3.1)
[ |

cut of f degeri—ilag dncesi dlciilen esik

3.5.2. Aktivite Kafesi

Spontan lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in, pleksiglas, kafes seklinde olan aktivite

kafesi isimli cihazi kullanildi. Cihazin karsilikli iki dikey kenarinda bulunan pargalar kizil 6tesi



(Infrared) 1sinlar tiretmekte ve hayvan yatay (horizontal) ve dikey (vertikal) hareketleri bu
isinlart kesintiye ugratmakta ve bu sekilde fotosel yardimiyla kaydedilmektedir. Cihazin
elektronik diizenegi Ol¢iilen veriyi onceden belirlenmis olan araliklarla kaydetmekte ve
yazdirmaktadir (Marazioti vd., 2009). Coziicii ve rosmarinik asit uygulanan néropatik agri
modeli olusturulmus hayvanlar madde uygulamasindan 30 dk. sonra aktivite kafesine alind1 ve

15 dk. siireyle kayit altina alindi.
3.6. Veri Analizi

Istatiksel degerlendirme Graphpad Prism ver. 5.0 paket programu ile ¢ift-yonli Varyans
Analizi (ANOVA) ve ardindan Bonferroni metodu uygulanarak yapildi. Lokomotor aktivitenin
degerlendirildigi deney setinin verileri ise student’s t testi ile analiz edildi. Ortalama + standart
hata (S.H.) olarak verilen analiz sonuc¢larinda P<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik diizeyi

baslangici olarak kabul edildi.

4. BULGULAR VE YORUM



4.1. Deneysel Noropati Gelisimi

Mekanik allodini gelisimi
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Sekil 4.1. Deneysel néropatik agrr gelisimi ™" P<0.001; 0. giine gore anlamli fark. Sonuglar ortalama + standart
hata (S.H.) olarak verildi. Tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi
uygulandr (n=8).

Sekil 4.1°de goriildiigii tizere KKH gelistirilmis tiim gruplarin mekanik uyarana karsi agri
esiklerinde anlamli bir diisiis gdzlenmistir. Sham grubunda ise beklendigi sekilde mekanik agri

esiklerinde herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir.
4.2. Antiallodinik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Sekil 4.2’de 10, 20 ve 40 mg/kg rosmarinik asit (i.p.), 30 mg/kg pregabalin (i.p.)
uygulanan gruplarin mekanik allodini esiklerinden hareketle hesaplanan %MPE degerlerinin
15-120 dk. araliginda degisimi goriilmektedir. 10 mg/kg rosmarinik asit uygulanan grubun
%MPE degerlerinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 15. dakikada P<0.05, 30. dakikada
P<0.01, 45. dakikada P<0.001, 60 ve 90. dakikada P<0.01 diizeyinde anlamli farklilik
gosterdigi belirlendi. 20 mg/kg rosmarinik asit uygulanan grubun %MPE degerlerinin kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 15-90 dk. araliginda P<0.001 seviyesinde anlamli farklilik gosterdigi
belirlendi. 40 mg/kg rosmarinik asit uygulanan grubun %MPE degerlerinin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ise tipki 30 mg/kg pregabalin uygulanan grupta gozlendigi gibi 15-120 dk.
araliginda P<0.001 seviyesinde anlamli farklilik gdsterdigi belirlendi. 15. dakikada rosmarinik
asit uygulanan gruba ait %MPE degerinin pregabalin uygulanan grubun degerine gére P<0.001

seviyesinde anlamli farklilik gosterdigi belirlendi.



c c Cy i EE Kontrol
C " :
c ; o Ec E3 10 mg/kg rosmarinik asit
a4 ¢ ] E 1 B3 20 mg/kg rosmarinik asit
i g : H : i )
H_J g E f H [0 40 mg/kg rosmarinik asit
: H i H i :
= E g ; : 30 mg/kg pregabalin
=S C C : C E o | | i E i
20- c 1 calfll oalll . clE E
afly "AlH aHIBl :HIH il :
{E aHlE QHIE &l sl .l
HHIE1 BHIEH HHIEl BIH S allb
THIE1 HHIE HHIE .EHIH B Al
oLaliHiN] AOHIE AHRIET AHEIIH SAERIITH AORIIE

Sekil 4.2. Rosmarinik asitin mekanik allodini esiklerinden hareketle hesaplanan % MPE degerleri iizerine etkisi.
3P<0.05, P<0.01, °P<0.001; kontrol grubuna giére anlamhlik, "P<0.001; 30 mg/kg pregabalin
grubuna gore anlamlilik. Sonuglar ortalama + standart hata (S.H.) olarak verildi. Cift-yonli ANOVA
ve ardindan Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi uygulandi (n=38).

4.3. Etki Mekanizmasinin Degerlendirilmesi

Sekil 4.3’de 40 mg/kg, (i.p.), rosmarinik asit 6ncesi opioid reseptdr antagonisti 1 mg/kg,
(i.p.), nalokson 6n-uygulamasimin mekanik allodini esiklerden hareketle hesaplanan %MPE
degerleri tlizerine etkisi goriilmektedir. 40 mg/kg rosmarinik asit Oncesi nalokson oOn-
uygulamasinin 15-120 dk. araliginda gozlenen 40 mg/kg rosmarinik asitin yiikseltmis oldugu
% MPE degerlerini P<0.001 seviyesinde anlamli olarak diisiirdiigii gozlendi. 40 mg/kg
rosmarinik asit 6ncesi nalokson 0n-uygulamasi yapilan grubun %MPE degerlerinin kontrol
grubu degerlerine gore 15-90. dakikada P<0.001 ve 120. dakikada P<0.05 seviyesinde anlamli
farklilik gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.3. Nalokson on-uygulamasinin mekanik allodini esiklerinden hareketle hesaplanan % MPE degerleri

*kk

Uzerine etkisi. 7" P<0.001; 40 mg/kg rosmarinik asit uygulamast yapilan gruba gore anlamiiik.

&P<0.05, #P<0.001; kontrol grubuna gére anlamlilik. Sonuglar ortalama + standart hata (S.H.) olarak

verildi. Cift-yonlii ANOVA ve ardindan Bonferroni ¢coklu karsilastirma testi uygulandi (n=8).

Sekil 4.4°de 40 mg/kg, (i.p.), rosmarinik asit oncesi B-adrenerjik reseptor antagonisti 5
mg/kg, (i.p.), propronolol 6n-uygulamasinin mekanik allodini esiklerden hareketle hesaplanan
%MPE degerleri lizerine etkisi goriilmektedir. 40 mg/kg rosmarinik asit dncesi propronolol 6n-
uygulamasinin 40 mg/kg rosmarinik asitin yiikseltmis oldugu %MPE degerlerini 30-120 dk.
araliginda P<0.001 seviyesinde anlamli olarak diisiirdiigii gozlendi. 40 mg/kg rosmarinik asit
oncesi propronolol 6n-uygulamasi yapilan grubun %MPE degerlerinin kontrol grubu
degerlerine gore 15-90 dk. araliginda P<0.001 seviyesinde, 120. dakikada P<0.01 seviyesinde

anlamli olarak farklilik gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.4. Propronolol 6n-uygulamasinin mekanik allodini esiklerinden hareketle hesaplanan % MPE degerleri

Fkk

Uzerine etkisi. " P<0.001; 40 mg/kg rosmarinik asit uygulamasi yapilan gruba gore anlamlilik.

&P<0.05, 4P<0.001; kontrol grubuna gore anlamlilik. Sonuglar ortalama + standart hata (S.H.) olarak

verildi. Cift-yonlii ANOVA ve ardindan Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi uygulandi (n=38).

Sekil 4.5’ de 40 mg/kg, (i.p.), rosmarinik asit dncesi az-adrenerjik reseptor antagonisti 10
mg/kg, (i.p.), prazosin 6n-uygulamasimin mekanik allodini esiklerden hareketle hesaplanan
%MPE degerleri lizerine etkisi goriilmektedir. 40 mg/kg rosmarinik asit dncesi propronolol 6n-
uygulamasinin 40 mg/kg rosmarinik asitin yiikseltmis oldugu % MPE degerlerini 30-120 dk.
araliginda P<0.001 seviyesinde anlamli olarak diisiirdiigii gozlendi. 40 mg/kg rosmarinik asit
oncesi propronolol 6n-uygulamasi yapilan grubun %MPE degerlerinin kontrol grubu
degerlerine gore 15-90 dk. araliginda P<0.001 seviyesinde, 120. dakikada P<0.01 seviyesinde

anlaml olarak farklilik gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.5. Prazosin 0n-uygulamasinmin mekanik allodini esiklerinden hareketle hesaplanan % MPE degerleri

Fkk

Uzerine etkisi. ""P<0.001; 40 mg/kg rosmarinik asit uygulamasi yapilan gruba gore anlamlilik.

&P<0.05, 4P<0.001; kontrol grubuna gore anlamlilk. Sonuclar ortalama + standart hata (S.H.) olarak

verildi. Cift-yonlii ANOVA ve ardindan Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi uygulandi (n=38).

Sekil 4.6’de 40 mg/kg, (i.p.), rosmarinik asit dncesi az-adrenerjik reseptor antagonisti 1
mg/kg, (i.p.), yohimbin 6n-uygulamasinin mekanik allodini esiklerden hareketle hesaplanan %
MPE degerleri iizerine etkisi goriilmektedir. 40 mg/kg rosmarinik asit 6ncesi yohimbin 6n-
uygulamasinin 40 mg/kg rosmarinik asitin yiikseltmis oldugu %MPE degerlerini 15-120 dk.
araliginda P<0.001 seviyesinde anlamli olarak diisiirdiigli gézlendi. 40 mg/kg rosmarinik asit
oncesi yohimbin 0n-uygulamasi yapilan grubun %MPE degerlerinin kontrol grubu degerlerine

gore herhangi bir anlamlilik gostermedigi belirlendi.
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Sekil 4.6. Yohimbin 6n-uygulamasmn mekanik allodini esiklerinden hareketle hesaplanan % MPE degerleri

Fkk

Uzerine etkisi.” " P<0.001;, 40 mg/kg rosmarinik asit uygulamas: yapilan gruba gére anlamhilik.

&P<0.05, ¥P<0.001; kontrol grubuna gore anlamlilik. Sonuclar ortalama + standart hata (S.H.) olarak

verildi. Cift-yonlii ANOVA ve ardindan Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi uygulandi (n=8).

Sekil 4.7°da 40 mg/kg, (i.p.), rosmarinik asit uygulamasinin aktivite kafesinde 6lgiilen ve
lokomotor aktivitenin gdstergesi olan yatay (a) ve dikey (b) hareketlerin sayisi iizerine etkisi
goriilmektedir. Rosmarinik asit uygulamasinin yatay ve dikey hareketlilikte herhangi bir

istatiksel farklilik gostermedigi belirlendi.
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Sekil 4.7. Rosmarinik asitin yatay (A) ve dikey hareketler (B) tzerinden belirlenen lokomotor aktivite Uzerine

etkisi. Sonuglar ortalama + standart hata (S.H.) olarak verildi. Student-¢ testi uygulandr (n=8).
5. TARTISMA

Sinir hasarina bagli olarak gelisen noropatik agri iizerine etkili ilaglarin gelistirilebilmesi
icin bir¢ok deneysel model bulunmaktadir. Bu modeller ile néropatik agrinin tipik gostergesi
olan allodini ve hiperaljezi gelistirilebilmekte ve gelistirilen g¢esitli test yontemleri ile deney
hayvanlarinin mekanik ve termal uyaranlar ile olusturulan agr1 esikleri 6l¢iilebilmektedir. Bu
tez ¢aligmasinda mevcut modellerden giivenilir ve kolay tekrarlanabilir bir model olan siyatik
sinirin tek tarafli gevsek ligasyonu ile periferik néropati olusturmaya yonelik olan KKH modeli
tercih edilmistir. Insanlarda gelisen noropatik agriy1 yakin derecede taklit edebilmesi nedeniyle
ve klinikte etkili olabilecek ilaglarla ilgili giivenilir sonuglar verebilmesi nedeniyle siklikla
tercih edilmektedir (Austin vd., 2012). Bu modelde siyatik sinir Uizerine verilen hasar sonucu A
ve C tipi sinir liflerinde duyarlilik artisina bagl olarak agr1 davranis1 gézlenmektedir (Sommer,

2013). KKH modelinde mekanik allodini gibi davranigsal degisikliklerin operasyondan bir



hafta sonra gelismis olup sonraki bir hafta siiresince de maksimum seviyede siirdiigi
bildirilmektedir (De Vry vd., 2004). Nitekim tez c¢alismasinda sham grubu hari¢ tiim
hayvanlarda 7. giinde mekanik uyarana kars1 esiklerin diistiigii ve noropatik agriy1 isaret eden
mekanik allodini gelistigi Elektronik von Frey filament testi kullanilarak belirlenmistir.
Elektronik von Frey filament testinde, hayvanin ligasyon yapilan sinirin inerve ettigi pengeye
cihaz araciligi ile artan bir kuvvet uygulanarak pence g¢ekme hareketinin ne kadar sirede
gerceklestigi ve kac gram kuvvete karsi gergeklestigi olciilerek mekanik allodini seviyesi
belirlenmektedir (Ferrier vd., 2016). Mekanik allodini, hafif dokunma gibi zararsiz uyaranlarin
uygulanmasi ile hissedilen agrili durumdur (Lolignier vd., 2015). Omurilik hipereksitabilitesine
neden olabilen hafif dokunma ile AP liflerinin mekanoreseptdr girdilerinin agri olarak
algilandig1 belirtilmektedir. Ayrica C liflerinde meydana gelen dejenerasyon kaynakli dorsal
boynuzdaki yeniden yapilanma ile de A lifleri allodiniye yol acabilmektedir (Sommer, 2013).
Noropatik agr1 tizerine etkili ilaglarin belirlenebilmesi i¢in ilaglarmn anti-allodinik ve
antihiperaljezik etkinlikleri degerlendirilmektedir. Tez ¢aligmasinda, mekanik uyarana karsi
esikleri diismiis oldugu belirlenen gruplara, sistemik olarak 10, 20 ve 40 mg/kg dozda
rosmarinik asit uygulanmistir. Uygulanan ti¢ farkli dozda doza-bagl olarak mekanik uyarana
kars1 diisen esikleri yiikseltmis ve dolayisiyla anti-allodinik etki gosterdigi diistiniilmiistiir.
Rosmarinik asitin etkinligi 15-120 dk. aralarinda olacak sekilde zamana bagh
degerlendirilmistir. Etkinligin uygulanan her dozda 15 dakikada basladigi goriilmiistiir. 10 ile
20 mg/kg rosmarinik asitin etkisnini 90 dk. boyunca, 40 mg/kg rosmarinik asitin ise 120 dk.
boyunca siirdiigii belirlenmistir. Dikkat ¢eken nokta 40 mg/kg dozda rosmarinik asit etkisinin
20 mg/kg dozda uygulandiginda gozlenen etkiye gore ciddi bir artis gdsterdigidir. Genellikle
ilaclarin dozunun iki kat arttirilmasi, doz-yanit egrileri hiperbol seklinde oldugu igin, etki
siddetinde iki kat artis seklinde olmamaktadir. Fakat bu ¢calismada rosmarinik asitin 40 mg/kg
dozda gosterdigi etkinin 20 mg/kg’a gore 2 kattan da fazla olarak artis gdstermis oldugu
gOriilmektedir. Bu durumun, rosmarinik asitin dozu 40 mg/kg ¢ikarildiginda néropatik agrinin
giderilmesinde primer diizeyde rol oynayan mekanizmalardan birini etkileyecek sekilde etki
yeri konsantrasyonuna ¢ikmasi sebebiyle olustugu diistiniilmistiir. Nitekim iyi bilinmektedir ki
bir ilacin etkisinin aciga ¢ikabilmesi i¢in etki yoresindeki konsantrasyonun yeterli diizeyde

olmasi esastir.

Ayrica, noropatik agri lizerine agr1 giderici ilaglarin lokomotor aktiviteden bagimsiz bir
sekilde etki etmeleri tercih edilmektedir (Porsolt vd., 2002) Etkinligin en belirgin oldugu 40

mg/kg dozda rosmarinik asitin lokomosyonu ne sekilde etkilediginin belirlenmesi i¢in aktivite



kafesi deneylerinden faydalanilmistir. Aktivite kafesi deneyi hayvanlarin yatay ve dikey
hareketliligini 6lgmektedir ve bu sayilardaki artis psikostimiilan aktiviteyi, azalma ise
sedasyonu igaret etmektedir (Dunne vd., 2007). Yiiksek analjezik etkiye sahip oldugu belirlenen
40 mg/kg dozda rosmarinik asitin aktivite kafesinden elde edilen verileri degerlendirildiginde
lokomotor aktivite {lizerinde herhangi bir degisiklik yapmadig1 belirlenmistir. Bu sonugtan
hareketle; rosmarinik asitin tespit edilen anti-allodinik etkisinin lokomotor aktivite ile iligkili
olmadig1 ve ayrica etkin olan dozda yan etki olarak da lokomotor aktiviteyi degistirmedigi
sonucuna varilabilir. Mevcut durum da rosmarinik asitin anti-allodinik etkinliginde bir avantaj

saglamaktadir.

Rosmarinik asitin gbzlenen anti-allodinik etkinligi noropatik agr1 igin siklikla kullanilan
pregabalinin anti-allodinik etkinligi ile karsilastirilmistir. 40 mg/kg dozda rosmarinik asitin 30
mg/kg pregabalin ile benzer seviyelerde etki gosterdigi belirlenmekle birlikte rosmarinik asit
etkisnin pregabaline gore etkisininin daha erken yiikseldigi ve pregabalin kadar stiregeldigi
gozlenmistir. Fakat 10 ve 20 mg/kg rosmarinik asit etkinligi 90 dakikada sonlamistir. Bu
verilerden hareketle 6zellikle 40 mg/kg dozda rosmarinik asitin pregabalin benzeri etki seviyesi
ve siiresi gosterdigi soylenebilir. Pregabalin voltaj bagimli is an Ca™ kanal antagonisti olan
antiepileptik bir ilagtir. Ayrica ndropatik agrinin cesitli tiplerinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Kullanildig1 diisiik dozlarda bas donmesi, bulanik gérme, uyku hali, bag
agrisi, agiz kurulugu, periferik 6dem, kilo alimi, bulanik gérme ve ataksi dibi yan etkiler
gostermekle birlikte doz yiikseldikce bu yan etkiler siklasmakta ve siddetlenmektedir.
Dolayisiyla doz takibinin dikkatli yapilmasi gerekmektedir (Verma vd., 2014). Pregabalin gibi
ilaglarin etkinliginin yiiksek olmasina ragmen bahsedilen olumsuzluklar nedeni ile rosmarinik
asit gibi dogal etken maddeler tedavide bir alternatif olusturmaktadir. Bu nedenle ¢alismalar,
giivenli yan etki profiline sahip ve endikasyona spesifik ilaglar kesfetmeye yonelmistir. Bu

baglamda da rosmarinik asitin umut vaad ettigi sdylenebilir.

Rosmarinik asitin etki mekanizmasinin analizinde; pregabalin seviyesinde etki
gostermesi nedeniyle, rosmarinik asitin 40 mg/kg dozda gostermis oldugu etkiye aracilik eden
mekanizmalarin  arastirilmasi  gergeklestirilmistir. Bir ilacin  etki mekanizmasinin
aydinlatilmasi, ilacin farmakolojik etkinliginin ispat1 ve etki profilinin belirlenmesi agisindan
onem arz etmektedir. Daha dnce bahsedildigi gibi allodini gelisimi bozulmus AP lif duyarlilig
ile iligkilidir. Rosmarinik asitin anti-allodinik etki gdstermesi bozulmus olan A lif duyarliligini
diizelttigini diisiindiirmektedir. AP lifi iletimini diizenleyerek agr1 ve kontrol siirecinde yer alan

birgok noérokimyasal ve bu ndrokimyasallarla etkilesen onlara Ozellesmis reseptor tipleri



mevcuttur (Baron vd., 2013). Agriya neden olan mekanik allodini gelisiminin, medulla
spinalisde agr1 iletimini baski altinda tutan inhibitér mekanizmalarda zayiflama ile iliskili
oldugu ve agriy1 baskilayan bu mekanizmalarin arasinda yogunlukla endojen opioidlerin,
serotonin ve noradrenalin gibi monoaminlerin ve reseptdrlerinin yer aldigi rapor edilmektedir
(Ossipov vd., 2014; Lv vd., 2019). Opioidlerin santral ve periferik seviyede sahip oldugu p, d,
K reseptorleri araciligryla agrili uyaranlarin iletilmesini baskiladigi hatta belirli supraspinal
bolgelerde agrinin bilissel siirecine de katki sagladigi iyi bilinmektedir (Pathan ve Williams,
2012; Azzam vd., 2019). Ayrica 6zellikle inici inhibitdr yolaklarda noradrenalin ve serotoninin,
a-adrenoseptorler ve 5-HT reseptdrlerin aktivasyonunu igeren agriy1 inhibe etme 6zellikleri de
iyi bilinmekle birlikte agr1 kontroliinde opioid mekanizmalarla birlikte temel mekanizmalari
olusturdugu gortilmektedir (Kwon vd., 2014; Boadas-Vaello vd., 2016). Noradrenerjik reseptor
aktivasyonunda ¢alismalar yogunluklu olarak az-adrenoseptorlerde agonistik etkiye yonelse de
a1- ve B-adrenoseptdr agonizmasimin da agri kontroliine katildigini gosteren bircok calisma
vardir (Lv vd., 2019). Santral seviyelerde etkinligi kanitlanan bu sistemlerin periferal analjezide
de etkin bir sekilde yer aldig1 goriilmektedir (Bravo vd., 2019). Ornegin az-adrenoseptoriin
noradrenalin tarafindan uyariminin enkefalin salinnmma ve dolayli olarak pi reseptor
aktivasyonuna yol acarak periferal analjezi sagladigi gosterilmistir (Millan, 2002). Bunun
yaninda P2 adrenoseptdrlerin uyarilmasinin, antidepresanlarin ndropatik agriya karst
antiallodinik etkisini gostermesi igin gerekli ve esas oldugu bildirilmistir (Bohren vd., 2013).
Rosmarinik asitin akut agrida etkili oldugu gosterilen c¢alismalarda etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasi adina yalnizca bir ¢alismaya rastlanmaktadir (Aydin vd., 2017). S6z konusu
calismada, akut agrida serotonin SHT2a/2c reseptor stimiilasyonunun 6zellikle periferde ve az-
adrenerjik reseptor sitmulasyonunun ise hem periferde hem de spinal seviyede rosmarinik asitin
antinosiseptif etkisine aracilik ettigi savunulmustur. Fakat daha Once noropatik agrida ki
etkisinin gosterilmedigi gibi agr1 yitimine neden olan mekanizmalarla iligkisi de
gosterilmemistir. Bu nedenlerle tez calismasinda rosmarinik asitin etkinligine opioid, o1
adrenerjik, a2 adrenerjik ve [ adrenerjik reseptor stimiilasyonu iizerinden opioid ve
noradrenerjik sistem ile iliskisinin olup olmadig1 arastirilmistir. Opioid reseptor
stimiilasyonunun roliiniin arastirilmasi1 amaciyla opioid reseptdr antagonisti nalokson,
rosmarinik asit dncesi sistemik olarak uygulanmistir. Goriilmektedir ki; nalokson uygulamast
40 mg/kg rosmarinik asit uygulamasi ile olusan anti-allodinik etkiyi 15. dakikadan itibaren geri
cevirmistir. Dolayisiyla opioid reseptor stimiilasyonun 40 mg/kg dozda goriilen rosmarinik asit
etkisine katki sagladig1 diistiniilmektedir. Fakat etkinin belirgin sekilde geri ¢evrilmis olmasina

ragmen 15-120 dk. araliginda anti-allodinik etkide istatistiksel anlamliliginin devam ettigi



goriilmektedir. Bu noktada akillara opioid reseptorleri antagonize etmek ic¢in kullanilan
nalokson dozunun yetersiz kaldig1 akla gelebilir. Nalokson deneysel calismalarda siklikla
kullanilan bir opioid reseptér antagonistidir. Fakat ¢ok degismemekle birlikte calismalarda
farkl1 uygulama yolu ve dozlarla karsilagilabilmektedir. Ornegin 0.5-10 mg/kg doz araliginda
agriyla iligkili etki mekanizmasi ¢alismalarinda kullanildig1 goriilmektedir (McGaraughty vd.,
2005; Berrocoso vd., 2007; Janes vd., 2014; Hong vd., 2020; Stevenson vd., 2020). Bu tez
caligmasinda tercih edilen doz ise 1 mg/kg olmustur. Diger taraftan, opioid reseptor
stimlilasyonu harici farkli mekanizmalarin da etkide rol aliyor olmast nalokson
antagonizmasina ragmen devam etkiyi agiklayabilir. SOyle ki; opioid reseptorlerin primer
gorevi analjezi saglamak olmakla birlikte bu gorevi farkli mekanizmalarla etkilesimli olarak
gerceklestirmektedir. Noradrenerjik sistem bu sistemlerden bir tanesidir (Pertovaara, 2013;
Kwon vd., 2014). Noradrenalinin agr1 iizerine etkinligini tek tip reseptdr lizerinden degil
yolaklar {lizerinde ya da beyindeki agri ile iligkili bolgelerde yer alan farkli tip reseptorleri
tizerinden degisen seviyelerde gergeklestirmektedir. Noradrenalin dncelikle dorsal boynuzdaki
presinaptik o2 adrenerjik reseptorler araciligiyla ozellikle de o2a adrenerjik reseptorler
araciligiyla primer aferent sinir sonlarindan glutamat salinimini inhibe ederek ve postsinaptik
konumda olanlarin da agri ileten noéronlar1 direkt inhibe etmesi ile nosiseptif iletiyi
baskilamaktadir. Ayrica bu reseptdr aktivasyonu ile birlikte dorsal boynuzda opiodler ve
adenozin gibi ndrotransmitterlerde agrinin baskilanmasina katilmaktadir. Postsinaptik ol
adrenerjik reseptor aktivasyonu lokal inhibitor néronlarca GABA veya glisin salinimini
arttirarak antinosisepsiyona katilmaktadir (Benarroch, 2008; Kwon vd., 2014). Noéropatik
agrida, a2 reseptor aktivasyonu spinal ve supraspinal analjezide rol aldigi gibi periferal
analjezide de Onemli yer almaktadir. Ayrica primer aferent nosiseptorlerin gévde ve
sonlanmalarinda P2 adrenerjik reseptorler bulunmakta ve anti-nosiseptif etkinlige
katilabilmektedir. Antidepresanlarla gézlenen antiallodinik etkiye ise stimiilasyonunun katkis1
yapilan bir¢ok calisma ile gosterilmistir (Yalcin vd., 2010; Bravo vd., 2019; Lv vd., 2019). Bu
bilgilerden yola ¢ikarak noradrenerjik sistem katiliminin rosmarinik asit etkisine katilimin
arastirtlmasi igin ¢alismada B adrenerjik reseptor antagonisti propronolol, a1 adrenerjik reseptor
antagonisti prazosin ve a2 adrenerjik reseptdr antagonisti yohimbin 0On-uygulamalari
yapilmistir. Propronolol 6n uygulamasinin 30 dakikadan itibaren rosmarinik asit etkisini
anlamli olarak geri ¢evirdigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda 6n-uygulama yapilan grubun anti-
allodinik etkisinin yine 15-120 dk. araliginda devam ettigi goriilmektedir. Bu noktada nalokson
On-uygulamas1 yapilan deney setindeki sonuglara benzer sonuclara rastlandigi sdylenebilir.

Soyle ki; B-adrenerjik reseptor stimiilasyon katilimin rosmarinik asit etkisine eslik ettigi agiktir.



Fakat etkiyi tam olarak geri ¢evirememesi yine akla farkli etki yolaklarinin da etkiye aracilik
ettigini diisiindiirmekle birlikte B adrenerjik stimiilasyonun analjeziye ¢ift yonlii katilimi da bu
sekilde bir sonug¢ alinmasina sebep olmus olabilir. o1 adrenerjik reseptor stimilasyonun
katilimin incelendigi c¢alismalarda prazosin On-uygulamasi yapilmistir. Prazosin 06n-
uygulamasinin rosmarinik asit etkisini anlamli sekilde antagonize ettigi fakat yine farmakolojik
etkinligin devam ettigi belirlenmistir. Yani diger antagonist on-uygulamasi ¢alismalarindan
alinan sonuglar burada da benzerlik gostermistir. Son olarak a2 adrenerjik reseptér antogonisti
yohimbin kullanim1 ile allodinik etkiye noradrenerjik sistem katilimi arastirilmistir. Diger
antagonist uygulamalarindan farkli olarak burada yohimbin uygulamasi ile tama yakin geri
doniis gozlenmistir. Dolayistyla rosmarinik asitin arastirilan bu dort reseptor stimiilasyonu
arasindan primer etkinligin o2 adrenerjik reseptorler iizerinden olustugu diisiiniilebilir. Daha
once bahsedildigi gibi noradrenalin analjezisine opioid sistem katilimi1 yapilan ¢esitli
caligmalarca gosterilmistir. o2 adrenerjik reseptdr stimiilasyonu dogrudan analjezik etki
saglayabildigi gibi enkefalin salinimin1 da arttirarak ve enkefalinler de opioid reseptdrleri
araciligiyla analjezi saglamaktadir. Tiim veriler bir arada degerlendirildiginde rosmarinik asitin
noradrenerjik ve opioidergik sistemin karsilikli etkilesimi aracihigiyla anti-allodinik etki

gosterdigi sdylenebilir.



6. SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢alismasi rosmarinik asit uygulamasi ile nopatik agri  kontroliiniin
saglanabilecegini gostermesi acisindan bir ilktir. Gozlenen antiallodinik etkinin lokomotor
aktiviteden bagimsiz olarak gozlenmesi ve gozlenen etkinin klinikte siklikla ndropatik agri i¢in
recetelenen pregabalin ile benzer seviyelerde ve silirede gerceklestiriyor olmasi bir avantaj
olarak degerlendirilmistir. Rosmarinik asitin anti-allodinik etkinli§ine opioid sistemin ve
noradrenerjik sisteminin katilim sagladigi acgik¢a gorlilmektedir. Arastirilan reseptor
stimiilasyon katilimlarinda o2 adrenerjik reseptdr stimiilasyonun antiallodinik etkiye katki
saglayan primer olay oldugu belirlenmistir. Fakat tartisma boliimiinde belirtildigi Uzere etki
mekanizmas1 arastirmalarinda kullanilan antagonist dozlarmin degistirilerek ve kombine
antagonist uygulamalar ile yapilandirilan yeni deney setlerinde ¢alismanin detaylandirilmasi
ile s0z konusu sistem katilim dereceleri netlestirilebilir. Ayrica agrinin yalnizca bu sistemlerle
kontrol edilmedigi hatta bu sistemlerin analjezik etkiyi tek baslarina olusturmadiklari
diisiiniiliirse anti-allodinik etkinin diger sistemlerle olan etkilesiminin de detayli arastirilmasi
gerekmektedir. Tm bu verilerden hareketle rosmarinik asitin, néropatik agr1 yonetiminde tek
basina kullanilabilecek veya mevcut ilaglarin tek baslarina gosterdikleri toksisite ve yan
etkilerinden sakinmaya veya ¢ok hedefli mekanizma ile daha etkin tedaviye olanak saglayacak
sekilde yardimci ila¢ olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu sdylenebilir. Bu tez
caligmasindan elde edilen yeni veriler ile yeni tedavi yaklasimlarina katkida bulunacak

preklinik veriler sunulmustur.
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