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OZET
SIRINGIK ASIT’IN ANTINOSISEPTIF VE ANTIINFLAMATUVAR
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Seyda YON
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022
Danisman: Prof. Dr. Umide DEMIR OZKAY

Bu tez calismasinda, siringik asit’in antinosiseptif ve antiinflamatuvar etkilerinin
arastirilmasi planlanmistir. Siringik asit’in antinosiseptif etkisi kuyruk sikistirma, kuyruk
daldirma, sicak plaka, asetik asit ile indiiklenen kivranma ve formalin testleri ile
arastirllmistir. Bu fenolik bilesigin antiinflamatuvar etkinligi ise karragenin ile
indiikklenen inflamasyon testi ile incelenmistir. Farelerin lokomotor aktiviteleri de
aktivitemetre testi ile degerlendirilmistir. Aktivitemetre testinde 50 ve 100 mgkg™
dozlarda uygulanan siringik asit farelerin ambulatuvar aktivitelerini, yatay ve dikey
hareket sayilarini ve yiiriime mesafelerini degistirmemistir. Siringik asit kuyruk
sikistirma, kuyruk daldirma ve sicak plaka testlerinde farelerin reaksiyon siirelerinde, %
maksimum olasi etki (%MPE) ve egri altinda kalan alan (AUC) degerlerinde herhangi bir
degisiklige neden olmamistir. Diger yandan, asetik asit ile indiiklenen kivranma testinde
kivranma davranislarinin sayilarini azaltmis ve formalin testinin sadece ikinci fazinda
farelerin penge yalama siirelerini kisaltmistir. Bu bulgular siringik asit’in periferal
antinosiseptif etki gosterdigini ortaya koymustur. Siringik asit karragenin ile indiiklenen
inflamasyon testinde ise si¢anlarin penge 6demini istatiksel olarak anlamli bigimde
azaltarak antiinflamatuvar etki gostermistir. Yapilan in silico ¢alismalar ile siringik asit’in
analjezi ve inflamasyon siirecleri ile yakindan iliskili olan siklooksijenaz (COX) ve
lipoksijenaz (LOX) enzimleri ile etkilesimleri incelenmistir. Molekiiler docking ve
molekiiler dinamik simiilasyon ¢alismalar1 sonucunda siringik asit’in COX-2 ve 5-LOX
enzimleri ile basarili bir sekilde kenetlendigi ve bu enzimlerle yiliksek afiniteli ve

stireklilik gosteren etkilesimler gosterdigi saptanmustir.

Anahtar Sozciikler: Siringik asit, Antinosiseptif, Antiinflamatuvar, Siklooksijenaz,

Lipoksijenaz.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTINOCICEPTIVE AND ANTIINFLAMMATORY
EFFECTS OF SYRINGIC ACID

Seyda YON
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022
Supervisor: Prof. Dr. Umide DEMIR OZKAY

In this thesis study, it was planned to investigate the antinociceptive and antiinflammatory
effects of syringic acid. The antinociceptive effect of syringic acid was investigated by
tail clip, tail immersion, hot plate, acetic acid-induced writhing and formalin tests. The
antiinflammatory activity of this phenolic compound was examined by carrageenan-
induced inflammation test. The locomotor activities of the mice were also evaluated by
the activitymeter test. In the activitymeter test, syringic acid administered at doses of 50
and 100 mg.kg? did not change the ambulatory activities, horizontal and vertical
movement numbers and walking distance of the mice. Syringic acid administrated at
doses of 50 and 100 mg.kg? did not cause any change in reaction times, maximum
possible effect % (MPE%) and area under the curve (AUC) values of mice in tail clip, tail
immersion and hot plate tests. On the other hand, it reduced the number of writhing
behaviors in the acetic acid-induced writhing test and shortened the paw licking times of
the mice only in the second phase of the formalin test. These findings revealed that
syringic acid possess a peripheral antinociceptive effect. Syringic acid showed anti-
inflammatory effect by significantly reducing paw edema of rats in the carrageenan-
induced inflammation test. In silico studies were performed to investigate interactions of
syringic acid with cyclooxygenase (COX) and lipoxygenase (LOX) enzymes, which are
closely related to analgesia and inflammation processes. The molecular docking and
molecular dynamic simulation studies indicated that syringic acid successfully docked
with COX-2 and 5-LOX enzymes and showed high affinity and continuous interactions

with them.

Keywords: Syringic acid, Antinociceptive, Antiinflammatory, Cyclooxygenase,
Lipoxygenase.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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Sekil 5.8. Kuyruk daldirma testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™ morfin, 50
mg.kg? siringik asit ve 100 mg.kg™ siringik asit uygulamalarinin
farelerin reaksiyon siireleri tizerine etkisi...............cooeiiiiiiiiennn.
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%MPE degerleri tizering etkisi.............ccoeiiiieniiiiiieiie e
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50 mg.kg? siringik asit ve 100 mg.kg?! siringik asit
uygulamalarinin AUC degerleri lizering etkisi .........cccovvveriveereennne.

Sekil 5.11. Sicak plaka testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™® morfin, 50
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farelerin reaksiyon siireleri tizerine etkisi..................cooiiiiinne

Sekil 5.12. Sicak plaka testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™® morfin, 50
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%MPE degerleri lizerine etkisi...........coovviiiiiiiiiie,
Sekil 5.13. Sicak plaka testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™ morfin, 50
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AUC degerleri Uzerine etkiSl........ccoocverviiirieiiiiieseesee e
Sekil 5.14. Asetik asit ile indiiklenen kivranma testinde kontrol soliisyonu, 20
mg.kg? diklofenak, 50 mg.kg? siringik asit ve 100 mg.kg*
siringik asit uygulamalarinin farelerin kivranma davraniglarinin
SAY1S1 UZETINE LKISI. . c.eiiiriiiiiiiiieiiie e
Sekil 5.15. Formalin testinin birinci fazinda kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™
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uygulamalarinin farelerin penge yalama siireleri tizerine etkisi......
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Sekil 5.17. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu,

20 mg.kg? diklofenak, 50 mg.kg™? siringik asit ve 100 mg.kg™*
siringik asit uygulamalarmin karragenin enjeksiyonundan 1 saat

sonra sicanlarin % penge sisme degerleri lizerine etkisi.................
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Sekil 5.18. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu,
20 mg.kg? diklofenak, 50 mg.kg™? siringik asit ve 100 mg.kg™
siringik asit uygulamalarin karragenin enjeksiyonundan 2 saat
sonra si¢anlarin % penge sisme degerleri iizerine etkisi.................

Sekil 5.19. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu,
20 mg.kg™ diklofenak, 50 mg.kg™ siringik asit ve 100 mg.kg*
siringik asit uygulamalariin karragenin enjeksiyonundan 3 saat
sonra sicanlarin % penge sisme degerleri lizerine etkisi.................

Sekil 5.20. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu,
20 mg.kg? diklofenak, 50 mg.kg* siringik asit ve 100 mg.kg™
siringik asit uygulamalarinin karragenin enjeksiyonundan 4 saat
sonra siganlarin % pencge sisme degerleri lizerine etkisi..................

Sekil 5.21. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu,
20 mg.kg™ diklofenak, 50 mg.kg* siringik asit ve 100 mg.kg™
siringik asit uygulamalariin karragenin enjeksiyonundan 24 saat
sonra si¢anlarin % pence sisme degerleri iizerine etkisi..................

Sekil 5.22. Siringik asit’in COX-1 enzimiyle 2D ve 3D olarak iliskisi.............

Sekil 5.23. Siringik asit’in COX-2 enziminin aktif cebindeki 2D ve 3D pozlari

Sekil 5.24. Siringik asit’in 5-LOX enziminin aktif cebindeki 2D ve 3D pozlari

Sekil 5.25. Siringik asit-COX-2 (Al, B1, C1) ve siringik asit-5-LOX (A2, B2,
C2) enzim komplekslerinin stabilite diyagramlar .....................

Sekil 5.26. Siringik asit-COX-2 enzim kompleksinin etkilesim diyagramlart...

Sekil 5.27. Siringik asit-5-LOX enzim kompleksinin etkilesim diyagramlari...
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1. GIRIS VE AMAC

Polifenoller, meyve ve sebzelerde bulunan ve antioksidan etkileri bilinen
bilesiklerdir. Polifenoller (flavonoidler, stilbenler, fenolik asitler ve lignanlar) arasinda

fenolik asitler, benzer yapisal Ozellikleri ve fonksiyonel gruplari olan bilesenlerdir

(Srinivasulu vd., 2018).

Siringik asit (4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit); zeytin, hurma, kabak, tiziim,
acai palmiyesi gibi bazi bitkilerde, bazi baharatlarda, balda ve kirmizi sarapta bulunan
fenolik bir bilesiktir (Srinivasulu vd., 2018). Giiniimiize kadar siringik asit’in antioksidan
(Srinivasulu vd., 2018; Vo vd., 2020), antimikrobiyal (Shi vd., 2016), antikanser
(Periyannan ve Veerasamy, 2018), antihiperglisemik (Muthukumaran vd., 2013;
Srinivasan vd., 2014), antihipertansif (Kumar, Prahalathan ve Raja, 2012), antiendotoksik
(Yunhai vd., 2003), kardiyoprotektif (Shahzad vd., 2019), hepatoprotektif (Itoh vd., 2010;
Sabahi vd., 2020), renoprotektif (Rashedinia vd., 2021) ve anti-steatotik (Ham vd., 2016)

etkileri oldugu bildirilmistir.

Literatiirde siringik asit’in santral sinir sistemi (SSS) iizerine etkilerine iliskin
cesitli arastirmalara da rastlamak miimkiindiir. Dalmagro ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan caligmalar siringik asit’in antioksidan, noroprotektif ve antidepresan-benzeri
etkinlikler gosterdigine isaret etmistir (Dalmagro, Camargo ve Zeni, 2017). Daha sonra
yapilan c¢alismada ise s0z konusu antidepresan-benzeri ve noroprotektif etkide
PI3K/Akt/GSK-3p sinyal yolagimin rol oynadigi rapor edilmistir (Dalmagro vd., 2019).
Siringik asit tedavisinin oksidatif stresi ve ndronal dejenerasyonu azalttigi ve serebral
iskemi (Giiven vd., 2015; Cao vd., 2016) ve spinal kord iskemi/reperfiizyon (Tokmak vd.,
2015; Tokmak vd., 2017) hasarlarinda néroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir. Siringik
asit’in farmakolojik etkilerinin 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin ve probenesid
(MPTP/p) ile indiiklenen deneysel Parkinson hastaligi modeli iizerinde arastirildig1 bir
calismada, bu fenolik bilesigin hayvanlarin davranissal ve norokimyasal parametrelerini
anlamli Ol¢iide 1yilestirdigi gosterilmistir. Siringik asit’in Parkinson’lu hayvanlarda
azalmis olan tirozin hidroksilaz enzimi, dopamin transportorii ve vezikiiler monoamin
transportorii-2 ekspresyonlarini artirdigi; ayrica oksidatif stresi ve inflamatuvar
sitokinlerin ekspresyonlarini azaltarak noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Rekha,
Selvakumar ve Sivakamasundari, 2014). Nitekim, siringik asit’in noéroprotektif,

antioksidan ve antiinflamatuvar etkileriyle Parkinson hastaligi’nin ilerlemesini

1



yavagslattigi 6-hidroksidopamin ile indiiklenen deneysel Parkinson hastaligi modeli

tizerinde de gosterilmistir (Glizelad vd., 2021).

Siringik asit’in, subkronik deltametrine maruz birakilan siganlarda bozulan bilissel
ve lokomotor fonksiyonlar iyilestirdigi, antioksidan, antiapoptotik ve hipokampal doku
hasarlar1 lizerine koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Ogut vd., 2019). Ayn1 ¢alisma
grubu tarafindan yapilan bir diger calismada, siringik asit’in hipokampal dopamin
seviyelerini artirdig1 ve bdylece tanima bellegini ve kisa siireli bellegi destekleyebilecegi
ileri siiriilmistiir (Ogut vd., 2020). Streptozotosin ile diyabet modeli olusturulmus
sicanlara uygulanan siringik asit’in hayvanlarin motor performanslarini, 6grenme ve
bellek parametrelerini iyilestirdigi bildirilmistir (Rashedinia vd., 2020). Bu fenolik
bilesigin aluminyum klorid ile Alzheimer hastaliginin indiiklendigi siganlarda bozulan
biligsel ve lokomotor fonksiyonlar1 iyilestirdigi, noroinflamasyonu azalttigi ve
noroprotektif etki gosterdigi rapor edilmistir (Zhao vd., 2020). Siringik asit’in ayrica
iyoasetamit ile indiiklenen hepatik ensefalopati modelinde hayvanlarda olusan
davranigsal bozukluklar1 diizelttigi; antioksidan, antiinflamatuvar ve noroprotektif

etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Okkay vd., 2022).

Bu tez calismasinda, siringik asit’in SSS {iizerine olan etki potansiyelinden
hareketle, antinosiseptif etkinliginin incelenmesi planlanmistir. Ayrica siringik asit’in
inflamasyona karsi etkinlik potansiyelinden hareketle, bu fenolik bilesigin karragenin ile
indiiklenen inflamasyona karsi olasi antiinflamatuvar etkinli§inin de arastirilmasi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Agn

2.1.1. Agrimin tanimi

Agn kelimesi; Latince’de ‘poena’ (pain) olarak adlandirilmis olup anlam olarak

ceza, intikam, iskence kavramlarini igermektedir.

Gilintimiize kadar agriya yonelik bir¢ok tanim yapilmaistir:

Diinya Saglik Orgiiti (DSO) agriy1; duyusal, fizyolojik, bilissel, duygusal,
davranigsal ve ruhsal bilesenleri olan ¢ok boyutlu bir olgu olarak tanimlar.
Duygular (duygusal bilesen), agriya verilen davramigsal tepkiler (davranissal
bilesen), inanglar, tutumlar, agr1 ve agr1 kontrolii ile ilgili ruhsal ve kiiltiirel
tutumlar (biligsel bilesen) agrinin tecriibe seklini degistirerek (duyusal bilesen)
hos olmayan bir bileskeyle beyni uyarir (fizyolojik bilesen) (WHO, 2011).

Agr1, bireylerin acil bakima ihtiya¢c duymasinin en 6ncelikli sebebidir (Wheeler
vd., 2010).

Agr1, kisinin tiim hayatini etkilerken bagkalari tarafindan algilanamayan, 6znel ve
hos olmayan bir durumdur. Agr1 evrensel bir 6zellikte olup ¢ogu kisi tarafindan
deneyimlenmektedir. Bununla birlikte, agr1 ¢ogu zaman tam olarak
anlasilamamakta ve etkili bir sekilde tedavi edilememektedir (Berman, Snyder,

Frandsen ve 2016; Eti-Aslan, 2014; Taylor vd., 2011).

Agr duyusu temelde patolojik siirecler veya doku zedelenmesi sonucunda
olusmakla birlikte bunlarin haricinde de agri duyusu hissedilebilir. Patolojik
stiregler veya doku zedelenmesi haricinde agri duyumu, agrinin emosyonel temelli
olusabilecegini ispatlar (Raj, 2000). Hasta bir hissi agr1 olarak belirtiyorsa, doktor
da bu hissi agr1 olarak kabul etmelidir. Bu hissi doku zedelenmesi ile birlikte

olusan agr1 hissinden ayirt etmek imkansizdir (Raj, 2002).

Agr her zaman subjektif bir duygu olup, ¢ok yonlii bir tecriibedir. Psikolojik,
ruhsal, dinsel, norofizyolojik, kiiltiirel, biyokimyasal, bilissel ve ¢evresel
faktorlerden etkilenir. Agrinin algilanmasi; motivasyonel farklilagmalar ve hosnut

olmama duyusu; agriya bagl korku, anksiyete ve farkindalik olusumu bu etkenler



sonucunda olur (Loeser ve Melzack, 1999). Bu yiizden agrinin; tanimlanmasi,
siiflandirilmasi ve tedavisi bir hayli zordur (Erdine, 2002).

Insanlar agr1 tecriibesini, hayatlar1 boyunca maruz kaldiklart agrili uyaranlarla
edinir (Clark vd., 2005; Cousins ve Akut, 2006). Agrinin degerlendirilmesinde kisiler
arasinda farkli yanitlar alinabildigi gibi aym bireyde farkli zamanlarda da degiskenlik
olabilmektedir. Agr1 siddetinin sayisal degerlere doniistiiriilmesi de karsimiza farkli bir
zorluk olarak ¢ikar. Bu nedenle 6ncelikle hastanin belirttigi agri tarifini ve siddetini esas

almak gerekir (Tiiziiner, Asik ve Yilmaz, 2010).

Agr ile iligkili terimler Cizelge 2.1°de siralanmistir.

Cizelge 2.1. Agri ile iligkili terimler (Kutsal vd., 2005)

Allodini Normalde agn olusturmayacak bir uyaramn agnyi ortaya gikarmast

Analjezi Normalde agn olusturacak bir uyaramn agnyi ortaya ¢tkarmamast

Anestezi Agn dahil tiim duyulann hissedilememesi hali

Anestezi dolorosa (Duyu kaybi olan bolgede agn hissi

Dizestezi Uyan ile ya da uyansiz olarak ortaya gikan nahos bir duyum

Hiperaljezi Zaral uyaranlara kars1 verilen abartih reaksiyon

Hiperestezi Uyarana karst artmis reaksiyon

Hiaiat Tekrarlayan b1.r uyarana kars1 giderek artan tepki verme seklinde ortaya gikan bir
duyarlilik hali

Hipoaljezi Agnl uyaranlara kars1 azalmi§ reaksiyon

Hipoestezi Ozellikle bast ve 1s1ya karst azalmus cilt duyarkilig:

Kozalji Perferik sinir hasarlannda gorilen devaml tarzda yamict agn

Noralji B1r spmal veya kranial_ sinirin dag“,du-n alamnda goriilen: tekrarlayict, siddetli ve genellikle
ilgili cildin uyanlmasi ile baslayan bir agn

Parestezi Belirhi bir bolgede herhangi bir uyan olmadan, spontan olarak ignelenme, kanncalanma
veya uyusma hissedilmesi

Radikiilopati Bir veya birden fazla sinir kokiintin anormal fonksiyvonu

2.1.2. Agrinn tarihgesi

Insanligin tarihi kadar eski olan agrryi, Democritus (MO 460-362) “Keskin
partikiillerin/atomlarin normal atomlara carpmasi ile ortaya c¢ikan rahatsizlik” olarak
tanimlayarak ilk agr1 teorisini olusturmustur. Agr1 bilimi olarak ifade edilen algoloji
sozciigiiniin kelime kokeni olan algos (agr1) Hipokrat tarafindan kullanilmustir. ibn-i Sina
(MS 980-1037) “Kanun” adli eserinde agr1 ile ilgili konulara genisce yer vermis ve agriy1
“Bedene zararli olan1 hissetmektir” olarak tanimlamistir. Erken modern ¢agda 6zellikle

16. ylizyilin sonlar1 ve 17. ylizyilin baslarinda yasayan Descartes, agrinin ¢ok ince lifler



araciligiyla beyne ulastigini iddia etmistir. Bell (1811) ve Magendie (1822) spinal kord
arka koklerinin fonksiyonlarini agiklamiglardir. 1848’de agrinin dokunma ve diger
duyulardan farkli liflerle iletildigini varsayan ‘“Spesifite Teorisi” Sciff tarafindan
sekillendirilmistir.

Tarihte agr ile ilgili baz1 6nemli gelismeler sdyle siralanabilir;

e Agn ile ilgili bilinen ilk kayitlar1 Misir ve Pers dokiimanlarinda, Babillerin
tabletlerinde, Mayalarin kitabelerinde bulmak miimkiindiir (Loeser, 2001). M.O.
2000’11 yillarda Papaver somniferum’un agr kesici etkisi Asurlar ve Babiller
tarafindan bilinmekteydi. Ondokuzuncu yiizy1l ve daha Oncesinde kullanilan
analjeziklerin baginda Papaver somniferum (afyon) gelmektedir.

e Hipokrat (M.O. 460-360), agr1 kesici olarak afyon, mandragora, kknar agaci gibi
bitkileri kullanmistir.

e Agn Latince’de “algos” kelimesinden tiiremistir. Algoloji terimindeki “algos” ilk
kez Hipokrat’in yasadig1 yer olan Kos’taki tip okulunda kullanilmistir (Celiker,
2005).

e bn-i Sina (980-1037) ‘Kanun’ adli eserinde, agrinin fizyolojisinden ve tedavi
yontemlerinden uzunca bahsetmistir (Hatemi, 1997).

e Sertiirner, 1806 yilinda morfin’i opium alkaloidlerinden izole etmistir.

e Horace Wells isimli dis hekimi, 1844 yilinda azot protoksit koklayarak disini agri
hissi olmadan ¢ektirmistir.

e Lokal anestezi uygulamalarinimn ilki 1884 yilinda Caris Koller tarafindan goze
kokain damlatilarak gercgeklestirilmistir.

e 1897 yilinda bir kimyaci olan Felix Hoffman, asetilsalisilik asit’i (aspirin)
tretmistir (Erdine, 2007).

e 1965 yilinda Melzack ve Wail tarafindan, agri mekanizmasini tanimlayan kapi-
kontrol teorisi yayimnlanmistir.

e Behar ve arkadaglari, epidural morfin uygulamasini 1979 yilinda baslatmislardir

(Paksoy, 2007; Mentes, 2000).

2.1.3. Agri teorileri

Agn hakkinda simdiye kadar norofizyolojik, psikolojik ve sosyal arastirmalarin
katkilariyla ¢esitli teoriler one siiriilmistiir. Giiniimiizde en fazla bilinen ve kabul géren

teoriler; “kap1 kontrol teorisi” ve “endorfin teorisi”’dir (Yava, 2004; Summers, 2000).
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2.1.3.1. Patern teorisi

Aristo, agriya yonelik ilk teoriyi olusturmustur (Dikmen, 2016). Bu teoriye gore,

agr1 hissinin olugmasi i¢in impuls omurilige girdikten sonra uyar1 birikmelidir.

2.1.3.2. Spesifite teorisi

Frey, modern spesifite teorisini ileri siirmiistiir. Duyularin kendilerine 6zel

reseptorlerinin oldugunu ifade etmistir (Dikmen, 2016).

2.1.3.3. Pattern (kalip, model) teorisi

Uyaranin siiresi ve stimiilasyonlarin toplaminin agri duyusunun son ve onemli

belirleyicisi oldugu Goldscheider tarafindan ileri siiriilmiistiir (Dikmen, 2016).

2.1.3.4. Endorfin teorisi

Endorfinler, beyin ve omurilikteki opioid reseptorlere morfin gibi baglanarak agri
uyaranlarinin gegisini Ve bu uyaranlarin algilanma esigine ulagsmasini engellerler (Yava,
2004; Demir, 2008). Bu teori, agrinin algilanmasi ve analjezi ihtiyacinin, kisiler arasinda
farklilik gdstermesinin nedeninin anlasilmasini saglamistir (Yava, 2004; Savas, 2011;

Demir, 2008; Kozier vd. 2008).

Non-farmakolojik agri tedavileri (masaj, miizik vb.) bu teori lizerine kuruludur.
Derinin uyarilmasi viicudun endorfin salinimini arttirir. Kubsch ve arkadaglarinin yaptigi
caligmada, derisi uyarilan hastalarin agrilarinin ciddi miktarda azaldigi, kalp hizlarinda
ve kan basinglarinda diisme oldugu gozlemlenmistir (Kozier vd., 2008; Kubsch, Neveau
ve Vandertie, 2001).

2.1.3.5. Kap1 kontrol teorisi

Melzack ve Wall tarafindan 1965 senesinde One siiriilen bu teori ile birlikte agr1
siirecinde SSS’nin rolii 6nem kazanmistir (Yava, 2004; Aydin, 2002; Demir, 2008;
Oztiirk, 2006; Doherty, 2007). Bu teoriye gére agrmin varligi ve kuvveti sinirsel
uyarilarin iletimiyle baglantilidir (Erden, 2019 ve Eti-Aslan, 2014).

Kap1 kontrol teorisinde; duyusal bilginin iiretimi, spinal korda (omurilik) ulagima,
omurilikten SSS’deki daha iist merkezlere iletimi ve list merkezlerden ulasan uyarilarin
omurilikte islenen duyusal bilgiyi nasil etkiledigi aciklanir. Teoriye gore periferik sinir
sistemi, uyarinin ¢esidine gore degisik tip ve fiziksel yapiya sahip duyusal reseptorleri

gerektigi gibi aktive eder.



Agr1 yollarinin birincil néronunun uzantilart spinal kord arka boynuz hiicreleri ile
sinaps yapmaktadir. Bu lifler Rexed tarafindan 10 laminaya ayrilan gri cevher i¢ine farkl
seviyelerden girerek laminalar arasinda ilerlemektedir. Bu laminalarin en énemlileri I1.,
III. ve V. laminalardir. II. ve III. laminalardaki kii¢iik hiicreler substantia gelatinosa’y1
(SG) olusturmaktadir. Burada ciltten gelen afferent liflerin biiyik c¢ogunlugu
sonlanmaktadir. Bu hiicreler sensoryal bilgiyi beyne iletmekten sorumlu V. laminadaki
transmisyon hiicrelerini frenleyerek V. laminaya iletilecek uyaranlar diizenlemektedir.
SG hiicreleri uyarildigr zaman frenleyici etki artarken, bu hiicreler inhibe edildiginde

frenleyici etki azalmaktadir (Giizeldemir, 2000).

Sekil 2.1°de kap1 kontrol teorisine gore agrili uyaranlarin iletimi bulunmaktadir.
Kapy, kalin ile ince liflerin aktivitelerine gore kontrol edilir. Kalin lifler (B) SG hiicrelerini
uyararak iletimi inhibe ederken (kap1 kapanir), ince lifler (A ve C) SG hiicrelerini inhibe

ederek iletimi kolaylastirlar.

_______ Yiiksek merkezler

Kalin lifl '/’ %
—= al ; er / o Clkﬂll agri
: E—‘: ‘,’ R TN & bilgisi
T b= !
| o—0O—~<
B .
tE > 84 e O Lokal agn

Ince lifler \ refleksleri

.. Spinal kord ic organlar
. Kaslar

Sekil 2.1. Kap: kontrol teorisine gére agrili uyaranlarin iletimi

Agn iletimindeki en Onemli gorev transmisyon hiicrelerinindir. Kalin lifler
(dokunma ve 1s1 duyularini tagir), transmisyon hiicrelerini de SG’yi de uyarir. Uyarilmis
olan SG hiicreleri, transmisyon hiicrelerini inhibe eder. Bu ylizden transmisyon
hiicrelerinin dogrudan uyarilmasi uzun siirmez. Ince lifler (agrili uyarilar tastyan) SG
hiicrelerini inhibe edip transmisyon hiicrelerini uyarir ve bu uyaranlar daha siddetli ve

uzun siireli olur. Agrinin periferik sinir stimiilasyonu ve akapunktur ile kontrol yontemi,



bu teorinin dogrudan sonucu olup, ama¢ agrinin yukari iletilmesini onleyici etkisi olan
kalin lifler boyunca uyarilar artirmaktir. Kalin liflerle iletilen uyaranlarin bir boliimii
dorsal kolonda ilerleyerek, neospinotalamik yolla talamusa ulasir. Bu yolla agrinin
niteligi, yeri, uyarinin biiyiikligi ile ilgili net bilgiler olusur (Giizeldemir, 2000).

2.1.4. Agrimin siiflandirilmasi

Agrn farkli sekillerde siiflandirilabilir. Agr1 siniflandirmasi genel olarak Cizelge
2.2’deki gibi yapilir (Erdine, 1993):

Cizelge 2.2. Agrimin siniflandwriimast (Erdine, 1993)

Fizyolojik-Klinigine Gére Smmflandirma Fizyolojik agn, Klinik agn

Siiresine Gire Smiflandirma Akut agn. Kronik agn

Kaynaklandig: Bolgeye Gore Stmflandirma |Somatik agn. Visseral agn. Sempatik agn

Nosiseptif agn. Noropatik agn. Deafferentasyon agnsi, Reaktif

Mekanizmalarina Gore Simflandirma < g LI
agn, Psikosomatik agn

2.1.4.1. Fizyolojik-klinige gore agri siniflandirmast

Fizyolojik agr1 doku hasarina sebep olabilecek biiyiikliige yakin fakat belli bir
inflamasyon veya sinir harabiyetine neden olmaksizin ortaya ¢ikan; basi, yanma, sicak,
soguk seklinde olan ve hissedildikleri seviyenin tistiinde agr1 olusturan etmenlerin sebep
oldugu bir duyu seklidir (Kayhan, 2004). Viicudu zarari olabilecek etkenlerden korumay1

saglayan bir uyari sistemidir.

Klinik agrida ¢ok sayida fizyopatolojik siire¢ rol oynar. Duyarlilik artar ve diisiik

siddetli uyar ile agr1 olusur.

2.1.4.2. Siiresine gore agri siniflandirmasi

2.1.4.2.1. Akut agri: Olumsuz kimyasal, termal veya mekanik bir uyartya, travma veya
akut hastaligin da eslik edebildigi normal, tahmin edilen fizyolojik tepki olarak
tanimlanabilir (Carr ve Goudas, 1999). Siddetli ve ani baslangi¢h, 3 aydan kisa siiren,
nosiseptif 6zellikte, doku hasari ile baslayip, iyilesme sirasinda azalarak yok olan agri
cesididir (Erdine, 1993). Akut agr1 hastalik veya sendrom degil semptomdur. En fazla

goriilen akut agri cesitleri; posttravmatik, postoperatif ve obstetrik agrilardir (Cousins,



1994). Akut agr1, diinyada en sik goriilen agri ¢cesididir. Akut agr1 ayn1 zamanda acil servis

ziyaretlerinin {igte ikisinden daha fazla bir kismini olusturur (Cordell vd., 2002).

2.1.4.2.2. Kronik agri: Akut hastalik ya da yaralanma sonucunda olusur ve 3-6 ay
arasinda siirekli tekrar eder (Treatments, 2011). Yaralanma ya da doku zedelenmesi
haricinde kendiliginden de meydana gelebilir. Stres, duyusal ve ¢evresel etmenler agrinin
siddetini ve siiresini artirabilir. Kronik agr1 tedavi bittikten sonra da devam edebilir. Akut
agrilar da kronik agriya doniisebilir (Ferrante ve Vadebonconer, 1993). Cogunlukla
noropatik ozellik gosteren komplike bir tablodur. Depresyon, kilo ve libido azalmasi
benzeri belirtiler ile seyreder (Erdine, 2000 ve Kayhan 2003). Kas-iskelet sistemi
hastaliklari, kronik viseral bozukluklar, periferik sinir lezyonlari, sinir kokleri ya da
dorsal sinir ganglionundaki lezyonlar (diyabetik noropati, kozalji, fantom ekstremite
agrisi ve postherpetik nevralji), SSS lezyonlari (inme, spinal kord yaralanmasi1 ve multipl
skleroz) ve kanser agrisi en ¢ok karsilasilan kronik agrilardir (Butterworth, Mackey ve
Washick, 2015).

Akut agr1 semptom, kronik agri1 ise sendrom olarak degerlendirilir (Erdine, 2000; Erdine,
2003; Aydin, 2002).

2.1.4.3. Kaynaklandigi bélgeye gore agri siniflandirmasi

2.1.4.3.1. Somatik agri: Ani baslangich, kolay lokalize olabilen, keskin, batma ve
zonklama seklinde olan ve duyusal liflerle tasinan agrilardir. Somatik agri, yiizeysel ve

derin olmak tizere iki gesittir.

2.1.43.2. Visseral agr: I¢ organlarm ya da kiliflarin  hastaligi/fonksiyon
bozuklugundan kaynaklidir (Aydin, 2002; McCaffery ve Pasero, 1999). Visseral agrili
uyarilar, otonom sinir sistemine ait afferent yollarla taginirlar (Aydin, 2002). Cogunlukla
kiinttiir, yavasca artar, kolay lokalize edilemez ve agrinin yansima alanlar1 bulunur
(miyokard kaynakli agrinin sol kola yayilmasi gibi). Ayni sekilde her organa 6zgii deri
bolgelerinde hipersensitivite bulunur (Schaible ve Richter, 2004). Kimyasal uyarilar,
organlarin ani gerilmesi, kan akiminin azalmasi gibi faktorler viseral agr1 sebebidir
(Aydin, 2002). Visseral agri; gercek lokalize, lokalize parietal, yansiyan viseral ve

yansiyan parietal olarak dort gruba ayrilir.

2.1.4.3.3. Sempatik agri: Sempatik sinir sisteminin i¢inde oldugu/tutuldugu agrilardir.

Esas hastalik gectikten uzun siire sonra baslar ve siddeti siirekli yiikselir. Deri hassas ve
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soguktur. Soguk ortamda ve geceleri agrinin siddeti daha da fazla yiikselir. Yanma
(kozalji) tarzindadir. Kompleks rejyonel agri sendromu ile damar kdkenli agrilar, bu tip

agriya ornektir (Raja, Meyer ve Campbell, 1988).

2.1.4.4. Mekanizmalarina gore agr: siniflamasi

2.1.4.4.1. Nosiseptif agri: Doku zedelenmesi ile agrinin algilanmasi arasinda gergeklesen
karmasik elektrokimyasal olaylar biitiinline nosisepsiyon denir. Agri, nosisepsiyon iginde
bir algilama olayidir (Raj, 2000).

2.1.4.4.2. Noropatik (non-nosiseptif) agri: Sinir sistemi lezyonunun/fonksiyon
bozuklugunun neden oldugu agridir. Travma ya da metabolik bir hastalik neticesinde
periferik sinirlerde olusan agridir. Santral kdkenli olan néropatik agr1 dnceleri psikojenik
olarak degerlendirilmistir (Aydin, 2002). Disk hernisinde oldugu gibi mekanik bir travma
veya diyabetik noropatilerdeki gibi salinan birbirinden farkli metabolitlerin sinir
dokusunu etkilemesi ndropatik agriya sebep olabilir. Karincalanma, yanma ve elektrik
carpmasi tarzi hisler olusturur. Siirekli bir uyar1 yoktur. Tekrarli uyarilar agrinin daha da
artmasina sebep olur. Tedavide bazi antidepresanlardan, antiepileptiklerden ve bazi

opioid ilaglardan yararlanilir (Schaible ve Richter, 2004; Erdine, 2003).

2.1.4.4.3. Deafferentasyon agrisi: Somatosensoryal uyarilarin SSS'ye iletiminin
kesilmesi sebebiyle olusur. Noroleptik agri olarak da isimlendirilen bu agri tipi daha ¢ok
yanici 6zelliktedir (Erdine, 2007). Duysal kaybin oldugu bdlgededir. Ampiitasyon sonrasi
meydana gelen fantom agris1 6rnek olarak gosterilebilir. Ik aylarda tedavi edilmezse
gecmeyen inat¢i agrilara sebep olabilir (Erdine, 2003).

2.1.4.4.4. Reaktif agri: Viicudun motor ve sempatik afferentlerinin refleks aktivasyonu
ile nosiseptorlerin uyarilmasinin ardindan olusur. En cok karsilasilan1 halk arasinda

kulung olarak bilinen myofasial agridir.

2.1.4.4.5. Psikojenik agri: Organik bir sebep olmadan olusan ya da var olan organik
lezyonla siire ve siddet agisindan orantisiz derecede abartilmis agri seklidir (Raja, Meyer
ve Campbell, 1988). Hastaya psikolojik destek saglanir ve gerekirse medikal tedavi
uygulanir (Schaible ve Richter, 2004).
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2.1.5. Agrinin komponentleri

Agr1 duyusunun olusmasi, algilanmasi ve bu duyuya karsi verilen tepkiler agrinin
komponentleridir. Agri, viicudu koruyucu gorevini, istemli ya da istem dist motor
cevaplar araciligiyla gerceklestirir (Ulgen, 2019).

Agriyan yeri korumak, belli bir durus sergilemek, sizlanma ve benzeri tepkiler ve
davraniglar istemli yanita 6rnektir. Agrinin istemsiz (otonom) tepkileri; kaslar, damarlar,

i¢ organlar ve hormonlar ile olusur (Kayhan, 2004).

2.1.6. Agrinin néroanatomisi ve norofizyolojisi

“Nosisepsiyon”; Latince’de zarar/yaralanma anlamina gelen nosi’den tiiremistir ve
travmatik ya da noksiyus uyarilara noral yanitlari tanimlar. Dokularda hasara neden olan
uyarilara ‘’noksiy6z uyarilar’’ denir. Doku zedelenmesi ile ilgili veri saglayan 6zellesmis
duyu reseptorlerinin (nosiseptor) aktivasyonu neticesiyle meydana gelen uyarilarin
periferden kortekse iletimi siirecindeki elektrokimyasal olaylar biitiiniine “nosisepsiyon”
ad1 verilmektedir. Agr1 nosisepsiyon ile olusan algi bigimi olup; tiim nosiseptif uyarilar
agr1 olustururken, her agr1 nosisepsiyondan meydana gelmeyebilir (Ertekin, 1993; Woolf
ve Chong, 1993; Sinatra vd., 1992). Hastalar noksiyus uyari olmaksizin da agriy1
hissedebilir (Raj, 1993; Woolf ve Chong, 1993; Morgan, 2004).

2.1.6.1. Agri reseptirleri

Nosiseptorler; agrili uyaranlara kars1 duyarli, ¢iplak ve serbest sinir uglaridir
(Esener, 1997). C lifleri ve A liflerinin sonlandig1 reseptorlerdir. Yogun olarak ciltte
bulunmakla ile birlikte eklem kapsiilii, periost, periton, plevra, tendonlar, organ ve

kaslarda da yer alirlar.

Nosiseptorler mekanik, termal ve/veya kimyasal uyarilarla aktive olurlar. Temel
fonksiyonlart gelen uyarilar1 depolarizasyona doniistiiriip aksiyon potansiyellerini
olusturmaktir. Aksiyon potansiyelleri periferik bolgeden SSS’ye iletilir (Miller 2010;
McCleskey ve Gold, 1999).

Nosiseptorler, agrinin algilanmasinin  yan1 sira diizenleyici islevleri de

gerceklestirirler (Kruger, 1988; McMahon ve Koltzenburg, 1990).

Nosiseptor gesitleri Cizelge 2.3’de sunulmustur (Rosenquist, 2015):
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Cizelge 2.3. Nosiseptor cesitleri (Rosenquist, 2015)

1) Kimyasal ve mekanik hasari algilamalarina gore:
a) Mekanik nosiseptorler ve mekano-termal nosiseptorler: Ad liflerinden olusur.
b) Polimodal nosiseptorler: Ap ve C liflerinden olusurlar. En ¢ok goriilen agr reseptorleridir.
c) Sessiz nosiseptorler: Yalnizca inflamasyona cevap verirler.

II) Yerlesim yerlerine gore:
a) Somatik nosiseptorler: Membranlar ve subkutandz dokularda yer alir ve iyi lokalize olurlar.
Keskin, oyulma, batma veya yanma tarzinda agriya neden olabilmektedirler.

b) Visseral nosiseptorler: I¢ organlarda bulunan, genellikle inflamasyon ve iskemiye yanit veren
sessiz, polimodal nosiseptorlerden olusur.

¢) Kiitanoz nosiseptorler

2.1.6.2. Agrimin kimyasal mediyatorleri

Dorsal boynuz hiicrelerinde agr1 sinyallerinin iletilmesinde temelde glutamat ve
noropeptitler rol oynarlar. Glutamat, A liflerinin terminal kisimlarindan saliverilir ve
dorsal boynuzda bulunan projeksiyon hiicrelerinde depolarizasyon olusturur.
Noropeptitler ise C liflerinin eksitasyonu sonucu, projeksiyon hiicrelerinde ¢ok yavas ve
uzun siireli depolarizasyon olusturan noéromediyatorlerdir (Preble, 1992; Erdine, 1993,;
Erdine, 2000). Baslica noropeptidler P maddesi, kolesistokinin ve kolesistogenin geni ile
iliskili peptit ve norokinin A’dir (Ertekin, 1993).

2.1.6.3. Agr1 olusum mekanizmalart

Periferdeki bir uyaranin agri olarak kabul edilebilmesi i¢in 4 c¢esit fizyolojik
asamay1 tamamlamasi gerekmektedir. Bunlar transdiiksiyon, transmisyon, modiilasyon

ve persepsiyondur (Sekil 2.2).

2.1.6.3.1. Transdiiksiyon (doniigiim): Nosiseptorler uyarildigi zaman voltaj bagimli Na*
kanallar1 aktiflesir, hiicre igine Na® girer ve bdylece depolarizasyon ve aksiyon
potansiyeli olusur. Enerjinin doniistimidiir. Agrili uyarinin periferik sinir uglarinda

elektriksel aktiviteye doniistiiriildiigli asamadir (Sekil 2.3).

2.1.6.3.2. Transmisyon (iletim): Nosiseptorler tarafindan alinan agri bilgisinin periferden
santrale iletilmesidir (Aldemir, 2000). Nosiseptif uyarilar {ist merkeze Ad ve C lifleriyle
transfer edilir. Ad ve C lifleri sadece cilt ve cilt alt1 bilesenlerin degil viseral organlarin
uyarilarini da tasgimaktadir (Kandel, 2000). Her bir primer afferent néronun bir aksonu

innerve ettigi periferik dokuda, 6teki ise omuriligin dorsal boynuzundadir.

2.1.6.3.3. Modiilasyon: Genellikle spinal kord diizeyinde gergeklesir. Kapi kontrol

teorisinden dnce omurilik yalnizca ara durak olarak degerlendirilmistir. Bu teori ile agri
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uyarisinin spinal kord’da ciddi bir engel ile karsilastigi goriilmiistiir. Engel asilabilirse
agrili uyaran daha dstteki merkezlere iletilmektedir (Erdine, 2007). Agri uyarisi

omurilikte degiserek iist merkezlere iletilir (Erdine, 2000).

PERSEPSIYON

Limbik Kortels

Cikan Yollar

inen Yollar
T
R
A !
A N MODULASYON
S
g ! P
Noksiyus y 2 TRANSMISYON
Uyaran P S
: Periferik Sinir
o ! Spinal Kord
Y
o}
N
Sekil 2.2. Agrili uyaranlarin iist merkezlere iletimi
ENDOJEN-EKSOJEN
DOKU HASARI
NOSISEPTOR l l l
“4—— | PROSTAGLANDIN
BRADIKININ
Aff. (A3.0) SEROTONIN ENDOJEN
4—— | HISTAMIN ANALJEZIK
K+ . MADDELER
NORADRENALIN
G P MADDESI

Sekil 2.3. Transdiiksiyon (Erdine, 2002)

2.1.6.3.4. Persepsiyon (algilama): Cikan spinal yolaklar vasitasiyla omuriligin arka

boynuzundan talamik ¢ekirdeklere ve duyusal kortekse iletilen uyaranlar bu asamada agri
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olarak algilanir (Erdine, 2002). Bu yollar spinotalamik, spinoretikiiler ve

spinomezensefalik yolaklardir (Aldemir, 2000).

Agr1 uyarist hipotalamusa iletildiginde kabaca, parietal kortekse vardiginda ise tam

olarak algilanir (Yiicel, 2004).
2.1.6.4. Agri yolaklar

Agrili uyaranlar periferden serebral kortekse ii¢ sira afferent sensoryal néron grubu
aracilig1 ile tasinmaktadir (Morgan ve Mikhail 2015).

2.1.6.4.1. Birinci sira noronlar

Vertebral foramenlerde bulunan dorsal kok ganglionlarinda birinci sira néronlarin
hiicre govdeleri bulunur. Primer afferent néronlarin bir ucu periferik dokularda innerve
ettigi kisimlara uzanarak periferik nosiseptorleri olusturur. Periferik afferent néronlarin
diger ucu ise ikinci sira noronlar ile sinaps yapmak icin spinal korddaki dorsal boynuza

uzanir (Morgan, 2004; Onal, 2004; Felten ve Jozefowicz, 2003).

Periferik nosiseptorler araciligryla agrili uyaranin algilanmasi sonucunda uyari, Ad
ve C lifleriyle spinal kordun dorsal boynuzuna taginir, SG’deki ikinci sira agr1 ndronu
aksonlar1 omurilik diizeyinde kontralateral tarafa gecerek omurilik beyaz cevherinin
anterolateral funikulusunda seyreden iki ¢ikici yolak olusturur. Bazi uyaranlar ise anterior
ile anterolateral boynuzdan girerek segmental spinal refleks yaniti baslatirlar (iskelet
kaslarinda tonus artisi, frenik sinir fonksiyonunun baskilanmasi, gastrointestinal sistem
motilitesinin azalmasi). Suprasegmental ve kortikal yanitlar sonucunda ise agri
algilanmasi gerceklesir (Inan, 2014; Miller, 2010; Kayaalp, 2012; Schofield ve Drago,
2005).

C lifleri: Bu liflerde miyelin kilif yoktur. Uzunluklari 0.23-1.5 um’dir. Kimyasal, termal
ve mekanik uyaranlara yanit verirler. Cok farkli sekilde uyarilmalar1 sebebiyle polimodal
lifler olarak taninmaktadirlar. Iletim yavastir (Schofield ve Drago, 2005). Periferik
reseptorlerden agr1 biiyiik oranda miyelinsiz C lifleri ile tasinmaktadir. C lifleri genellikle
s1z1 seklinde nitelendirilen uzun siireli agriya aracilik eder (Miller, 2010; Apfelbaum vd.,
2003). Bu liflerin olas1 néromediyatorleri; P maddesi, glutamat, kalsitonin genine bagl
noropeptit (CGRP), beyin kokenli sinir biiylime faktorii (NGF), norokinin | ve
somatostatin gibi noropeptitlerdir (Wittels vd., 1997).
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AJ lifleri: Uzunluklar1 1.5-2 pm’dir. Miyelinli olmalar1 sebebiyle iletim ¢ok hizlidir.
Giglii, keskin, batici ve lokalize agrilara aracilik ederler. Yalnizca mekanik ve termal
uyaranlara yanit verirler. Agri duyusu oncelikle Ad lifleriyle meydana gelir sonrasinda
ise C lifleri araciligiyla iletilir. Ciltte Ao ve C lifleri, i¢ organlar ve kaslarda ise C lifleri
daha yogun bulunurlar (Wittels vd., 1997).

Primer afferent noronlarla omurilige ulasan uyaran, ayni segmentteki anterolateral
boynuz sempatik sinirleri uyararak sempatik reflekse, 6n boynuzdaki motor ndéronlari
uyararak motor reflekse sebep olur ve nosiseptif uyarinin segmental refleks yaniti olusur.
Ikinci sira néronlar ile de gogunlukla internéronlar araciligiyla iletisim kurarlar (Stucky,

Gold ve Zhang, 2001).
2.1.6.4.2. ikinci sira néronlar

Katmanli yapidaki dorsal boynuz kokleri lamina VI’ya kadar uzanir (Schofield ve
Drago 2005). C lifleri lamina II’de, Ad lifleri lamina I’de, mekanoreseptorler lamina II1
ve IV’de son bulur. Dorsal boynuzda bilgi aktarimi genis dinamik alan noronlar1 (WDR)
ve nosiseptif spesifik ndronlar ile ikinci sira néronlar arasinda gergeklesir (Hudspith vd.,
2006).

Nosiseptif spesifik noronlar: Lamina I’de yogun olarak yer alirlar. A ve C lifleri ile
uyarilan néronlardir. Zarar verici ve yiiksek esikli uyarilara selektif yanit verirler (Aydin,
2002; Hudspith vd., 2006; Yagc1 ve Saygin, 2019).

Geniyg dinamik alan noronlar: (wide dynamic range) (WDR): Cogunlukla lamina V ve
etrafinda, bir miktar da lamina I’de yer alirlar. Nosiseptorlerden ve disiik esikli
mekanoreseptorlerden lif uyarimi alan néronlardir. Diisiik seviyedeki dokunsal uyarida
agri sinyali olusmaz (Hudspith vd., 2006; Yagc1 ve Saygin, 2019).

Nosiseptif spesifik noronlar yalnizca noksiy6z uyaranlari, WDR ndronlariysa
noksiy6z ve non-noksiyoz afferent uyaranlar1 algilarlar (Cousins, 1994; Wall ve Melzac
1994). Gelen uyarilar SSS’ye ¢ikict agr1 yolaklar: araciligr ile tasinir;

Spinotalamik yolak: Klasik agri yolagi olarak kabul edilir. Medulla spinalis’in beyaz
cevherinde anterolateral olarak yer alir. Lateral ve medial olmak iizere 2’ye ayrilir.
Lateral spinotalamik (neospinotalamik) yolak agrinin yerlesim, siddet ve siire benzeri
diskriminatif 6zelliklerini iletir (Morgan & Mikhail, 2015). Paleospinotalamik yolak ince

liflerden olusmakta ve medial talamusa projeksiyon vermektedir. Agrinin hosa gitmeyen
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otonomik ve emosyonel ozelliklerini iletirken davranigsal durumdan da etkilenir
(Morgan, 2004; Onal, 2004).

Spinoretikiiler yolak: Nosiseptif termal ve dokunsal uyarilar1 talamusa indirekt olarak
iletir (Willis, 1989).

Diger ¢ikic1 yolaklar ise spinomezensefalik yolak (agrinin emosyonel bilesiminde
onemli rol alir), spinotektal yolak, spinohipotalamik yolak, spinolimbik yolak,
spinoservikotalamik yolak ve postsinaptik dorsal kolon yolagidir (Hudspith vd., 2006;
Patestas ve Gartner, 2016).

2.1.6.4.3. Uciincii sira néronlar

Talamusta bulunan tiglincii sira ndronlar sirayla parietal korteksin postsantral girusu
ile silvian fissiiriin siiperior duvarindaki somatik duyusal bolgelere (I ve II’ye) lifler
iletirler. Bu alanlar agrinin persepsiyonunda ve tam yerinin ayirt edilmesinde rol oynarlar
(Ozyalgin, 2005; Kayhan, 2004; Morgan ve Mikhail, 2015). Primer ve sekonder duyusal
alanlar, frontal lobun 9. ve 12. alanlar1 ve posterior parietal bolgeler, beynin bu
bolimlerini birbirine baglayan assosiasyon lifleri, serebral kortekste agriyla alakali
alanlardir. Birinci duyusal alan veya postsantral girus agrinin diskriminatif boyutu ile
ilgiliyken; posterior parietal ve frontal bolgeler ise agrinin sembolizasyonuyla ilgilidir.
Agriya verilen tepkilerde, kisilik yapisi, kisinin psikolojisi, tecriibeleri ve sosyokiiltiirel
degerler de etkilidir (Ozyalgin, 2005; Kayhan, 2004; Morgan ve Mikhail, 2015).

Agryt baskilayan inici (desendan) yolaklar

Inen lifler beyindeki retikiiler formasyondaki periakuaduktal gri maddeden (PAG)
temel alan liflerdir. SG’de bulunan ara noéronlarla sinaps yaparlar. Periferal sinirlerden
ulasan iletileri diizenlerler. Nosiseptorlerden spinal kord araciligiyla yukari tasinan

iletileri filtrelerler ve parsiyel inhibitor rol oynarlar.

Impuls spinal korddaki dorsolateral alanin alt kismina gegerek spinal kordun SG
liflerindeki interndronlar ve tastyici ndronlarla beraber baglant: kurar. inen yolaklarda
serotonin, noradrenalin, endorfin, enkefalin ile dinorfin benzeri endojen opioidler,
inhibitor aminoasitler (GABA, glisin), purinler (adenosin) ve inhibitér noropeptitler
(galanin, néropeptit Y) o6nemli rol oynarlar (Schofield ve Drago, 2005; Matthews ve
Dickenson 2004).

Agriin inhibisyonu asagidaki mekanizmalarla gerceklesir:

16



= Spinal inhibisyon: GABA, opioid peptitler ve glisin presinaptik olarak omuriligin
dorsal boynuzunda birinci sira néronun santral ucundan eksitator norotransmitterlerin
sinaptik bosluga saliverilmesini dnlerler (Beaulieu ve Rice, 2008).

= Supraspinal inhibisyon: Supraspinal yolaklarin en az {i¢ boliimii vardir. Bunlar
PAG'deki noronlardan baslayan ve medulla oblongata retikiiler formasyon’undaki
nucleus raphe magnus’da sinaps yapan yolak, pons ve medulla oblongata'da retikiiler
formasyonun medyal kismindaki nukleus reticularis gigantocellularis ve nukleus
reticularis paragigantocellularis'den baslayan yolak ve locus coeruleusdan inen
noradrenerjik yolaktir. Son zamanlarda dorsal raphe nucleus'dan medulla spinalis’in
arka boynuzuna inen serotonerjik ve enkefalinerjik bir yolak da gosterilmistir.

Bu yolaklar SG’deki sinaptik etkilerini saliverdikleri serotonin ve noradrenalin
gibi ndromediyatorlerle dogrudan ve oradaki kisa aksonlu enkefalinerjik ara néronlar
aktive ederek dolayli bigimde yapabilirler. Ara noronlardan saliverilen enkefalin
pentapeptidler opioid reseptorler (6 ve p) araciligi ile presinaptik ve postsinaptik
inhibisyon yaparlar. Boylece primer nosiseptif nérondan sekonder nosiseptif norona
impuls asirimini baskilarlar (Kayaalp, 2012).

= Periferik inhibisyon: Immiin sistem ve duyusal néron etkilesimiyle meydana gelir.
Bagisiklik hiicreleri inflamasyonun erken evresinde proinflamatuvar sitokinleri ortaya
cikarirken ge¢ evrede analjezik mediyatorleri tiretirler ve analjeziye katki saglarlar.
Periferik inhibisyonda opioid peptitler, antiinflamatuvar sitokinler ve somatostatin rol
oynar. Antiinflamatuvar sitokinler (interlokin (IL)-4, IL-10, IL-3) proinflamatuvar
sitokinlerin iiretimlerini/salinimlarini inhibe ederek ve siklooksijenaz (COX) enzim
tirlinlerini, sempatik aminleri, I6kotrien B4 (LTB4)’1 azaltarak inflamasyonu onlerler.

Boylece periferik analjezi olustururlar (Machelska ve Stein, 2000).

2.1.7. Patofizyolojik agr siirecleri

Normal sartlarda agri olusumu, impulslarin beyine Ad lifleri ve/veya C lifleri
araciligiyla iletilmesi sonucu meydana gelir. Bu afferent sinir liflerinin duysal sinir uglari
normal fizyolojik kosullar dahilinde yalnizca gii¢lii ve zararli olan uyarilarla aktiflesir ve
bu liflerle ulasan uyar1 beyinde agri duyusu olarak algilanmaktadir (Erdine, 2007). Ancak
uzun siireli, gii¢lii ve tekrarlayan uyaranlar genellikle sistemin duyarli hale gelmesine ve

patofizyolojik agriya neden olur.
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Uc temel patofizyolojik agr1 siireci mevcuttur. Bunlardan biri periferik
sensitizasyondur. Periferik sensitizasyonda, dokuda gergeklesen travma, infeksiyon vb.
stirecler, nosiseptor sinir uglarinin ¢ok fazla hassaslasmasina neden olur. Artan hassasiyet
nedeniyle, zararsiz ve zayif uyarilar dahi nosiseptorleri aktive ederler ve agr1 olusumuna
yol acarlar. Prostaglandin, bradikinin vb. inflamatuvar mediatorler periferik
sensitizasyona bagli hassasiyeti indiiklerler. Bu mediyatorlerin ates, sislik vb.
inflamasyon gostergelerinden ve noksiyus uyart duyarliligindan sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir (Erdine, 2007). Inflamasyon tedavisinde kullanilan nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglar (NSAII) ve steroidler kimyasal mediyatoér sentezini belirli

basamaklarda bloke ederek sensitizasyonun etkilerini azaltirlar.

Bir diger siirecte, asir1 sekilde uyarilabilir duruma gelmis duysal noéronlarin
yolaklari tizerindeki normal bdlgelerden ektopik desarjlar meydana gelmektedir. Ektopik
ateslenmenin gozlemlendigi en dnemli bolgeler sinir hasari olan bdlge ve hasarla ilgili
dorsal kok gangliyonudur (Erdine, 2007). Klinikte en zor tedavi edilebilen agri bu
gruptaki periferik ndropatidir.

Diger bir patofizyolojik siire¢ de amplifikasyon artigidir. Amplifikasyon artist
omurilik ile beyinde yer alan yolaklarda olusur. Periferik nosiseptorlerde inflamasyonun
sebep oldugu periferik duyarlilasmayla uyumlu merkezi duyarlilasma (santral
sensitizasyon) diye isimlendirilir. Agrili uyaran olustugunda omuriligin amplifikasyon
diizeninin bozulmasindan dolay1 hissedilen agrida yiikselme meydana gelir. N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptorlerinin aktivasyonu, merkezi duyarlilagsma ile ilgilidir. Bu
durum NMDA antagonistleri kullanilarak durdurulabilir. Agrili olan inputlarla
olustugundan, merkezi duyarlilasma noropatik ve inflamatuvar agrida basroldedir (Raj,
2007).

2.2. Inflamasyon
2.2.1. inflamasyonun tanim

Mantar, bakteri ve viriis enfeksiyonlarina; kimyasal, fiziksel ve termal ajanlara;
hasarli hiicrelere ve bagka faktorlerin neden oldugu zararlh yikici etkilere karst bagisiklik
sisteminin organizmay1 korumak amaciyla verdigi kuvvetli fizyolojik yanita inflamasyon
(yang1) denir. Temel hedef; organizmayi hiicre zedelenmesinin asil etkeni olan
iritanlardan korumak, hasarlanma sonucu olusan nekrotik hiicre ve doku artiklarini

temizlemek ve saglikli hiicre ve doku olusumuna zemin hazirlamaktir (Kiligturgay, 1993;
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Cotran, 1994). Ozetle, inflamasyon zarar verici etkenlere karsi organizmanin savunma

sistemidir.

Inflamasyon ¢ogu zaman koruyucu olsa da kontrol altina alinmazsa yaslanma,
kanser, Alzheimer hastaligi, kardiyovaskiiler disfonksiyon, ateroskleroz, romatoid artrit,
norodejeneratif hastalik, diabetes mellitus, obezite, sedef hastalig1, inflamatuvar bagirsak
hastaligr ve yasamu tehdit eden ¢esitli hastaliklarin gelismesine neden olabilmektedir
(Patil vd., 2019; Cong, Khaziakhmetova ve Zigashina, 2015).

Organizmanin yanit1 siirecin siddetine gore degismektedir. Hafif siddetli
inflamasyonda, iyilesme yoniinde ilerleme gozlenir. Ancak inflamasyon daha siddetli
oldugunda sistemik inflamasyon gelisebilir. Sepsis, septik sok ve sonucunda miidahale
edilmez ise ¢oklu organ yetmezligi ve hatta mortalite gézlenebilir (Kim ve Deutschman,

2000; Napolitano ve Faist, 1999; Deitch, 1992; Davies ve Hagen, 1997; Park vd., 2012).
2.2.2. inflamasyonun simiflandiriimas:

Inflamasyon akut ve kronik olarak iki sinifa ayrilabilir (White ve Pharoah, 2013).
2.2.2.1. Akut inflamasyon

Inflamasyonun baslangig evresi olan akut inflamasyon, zarar veren ajana karsi
erken gelisen ani bir yanittir (Eser, 2015). Hasarli bolgeye plazmanin ve 16kositlerin hizli

ve koordineli bir sekilde gonderilmesi ile karakterizedir.

Uyaranin hiicre hasarina sebep olmasi veya normal iyilesme sirasindaki bazi
aksakliklar akut inflamasyonun kronik hale ge¢cmesine sebep olabilir (Cimsit, 2009;

Ereminsoy, 2014).
2.2.2.2. Kronik inflamasyon

Inflasmayonun hiicredeki oksidatif dengeyi bozmast ile reaktif oksijen tiirlerinde
artis meydana gelir. Bunun uzun siire devam etmesi sonucunda kronik inflamasyon gelisir
ve patolojik durumlar olusur (Durak, 2018). Akut inflamasyonun devami olabilecegi gibi
kronik baglangi¢li da olabilir. Kronik inflamasyon, haftalar ya da aylarca siirebilen zarar
veren uyaran neticesinde; doku nekrozuna, mononiikleer hiicre infiltrasyonuna ve
fibrozise neden olur (Kumar, Cotran ve Robbins, 2000; Budak, 2018). Agr1, sisme ve
hiicresel proliferasyon hakimdir (Dunne, 1990; Calin, 1984). Histolojik incelemelerde
mononiikleer hiicrelerde (cogunlukla makrofaj, lenfosit ve plazma hiicreleri) belirgin artis

goriiliir (Cimsit, 2009).
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Otoimmiin hastaliklarin bir¢ogunda (romatoid artrit, multipl skleroz), toksik
maddelere uzun siireli maruziyette (silikozis), viral veya inatg1 mikrobiyal

enfeksiyonlarda kronik inflamasyon olusabilir (Kumar, Cotran ve Robbins, 2000).

Makrofajlar ve monositler kronik inflamasyonda ana roldeki hiicrelerdir. Bag
dokusunda diffiiz seklinde dagilan makrofajlar; dalak ve lenf digimi (siniis
histiyositleri), karaciger (kupffer hiicreleri), akciger (alveolar makrofajlar) ve SSS
(mikroglia) gibi yapilarda yogun olarak bulunur ve zararl faktorlere karsi bagisiklik
sisteminin tiyeleri olan T ve B lenfositleri harekete gegirirler. Aktif makrofajlar yiiksek
miktarda biyolojik aktif iiriin salgilarlar. Akut inflamasyonda irritan etkenin temizlendigi
yerde makrofajlar oliirler ya da lenfatiklere gegerler fakat kronik inflamasyonda makrofaj

birikimi kalicidir ve makrofajlar prolifere olabilirler (Kumar, Cotran ve Robbins, 2000)

Akut ve kronik inflamasyonun temel 6zellikleri Sekil 2.4’de sunulmustur.

AKUT INFLAMASYON COZINURLUK
Y ?k-ﬁle’ ée,:!"”km‘la’ - Hasar stimiilasyonu klirensi

% ;\0";: il Mlme - Akut inflamasyon hiicre ve mediyatotlerin klirensi
- oAnir.

- Zarar gommiis hiicrelerin yer degistirmest

- Nomal fonksivon
'3—9-{.!.
JHASAR
s
- Enfarktiis

.~ SN e o
- Bakteriyel Enfeksivon f‘ 3 c\v 3 m  Abse
- Toksin ;
=Aavaa ilerleme ‘ N\ P
\ 3 N S - Iyilesme
| Iyilesme - ‘_“ &
-
S, e
- Viral Enfekstyon Tilegme -
- Kronik Enfeksiyon e
- Stirekli Hasar ) ;
- Otoimmiin Hastak KRONIK INFLAMASYON FIBROZIS
- Kan damarlannin olusumu - Kolaj e birikimi
- Mononiikleer hiicre gogalmast - Fonksiyon kayb

- Fibrozis ve ilent doku hasan

Sekil 2.4. Akut ve kronik inflamasyonun ézellikleri (Cotran, Kumar ve Collins, 2009)
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2.2.3. inflamasyonun énemli mediyatérleri

Akut inflamasyonda kimyasal ve norojenik mekanizmalardan sorumlu
mediyatorler plazma ya da hiicrelerde bulunur. Kimyasal mediyatorler vazoaktif aminler,
sitokinler, noropeptidler, arasidonik asit metabolitleri, plazma proteazlari, 16kosit lirlinleri
ve diger tiirler olarak gruplandirilirlar. Bunlar inflamatuvar siirecin baglatilmasinda ve

yiiriitiilmesinde 6nemli rol oynarlar (Calixto vd., 2004).

Vazoaktif aminler: Histamin ve serotonin vazodilatasyon ile vaskiiler permeabiliteyi
arttirir (Chensue ve Ward,1996; Cotran, 1994).

Noropeptidler: Agr iletimi, damar tonusu ve vaskiiler permeabilitenin ayarlamasinda

gorev alirlar.

Sitokinler: immiin ve inflamatuvar yanit sirasinda basta aktive lenfosit ve makrofajlar
olmak iizere bir¢ok hiicreden sentezlenen polipeptidlerdir. Tiimor nekroz faktorii-o
(TNF-a) ve IL-1 zedeleyici etkenlere primer cevap olarak meydana gelen inflamatuvar
sitokinlerdir. IL-1, IL-6 ve TNF-a inflamatuvar hiicreleri aktive ederler. Bu sitokinler
vaskiiler permeabilitenin artisi ile beraber koagiilasyonu da tetiklerler (Kim ve
Deutschman, 2000; Napolitano ve Faist, 1999; Deitch, 1992; Davies ve Hagen, 1997).

Plazma proteazlari: Kinin sisteminin aktivasyonuyla bradikinin olusur. Vaskiiler

permeabiliteyi arttirir.

Aragsidonik asit metabolitleri: Fosfolipaz A2 ile membrandaki fosfolipidlerden meydana
gelen arasidonik asit COX ya da lipooksijenaz (LOX) yolaklar1 ile metabolize edilir (Urch
vd., 2008).

1-Siklooksijenaz yolu: Bu yolak ile prostaglandinler (PGE2, PGD,, PGF,), prostasiklin
(PGI>) ile tromboksan Az (TXA2) olusur. Prostaglandinler inflamasyonda agri ile atesin

patogenezinde de rol alirlar.

2-Lipooksijenaz yolu: 5-LOX nétrofillerde yogun olarak var olan arasidonik asit
metabolizmas1 enzimidir. 5S-HPETE (5-hidroperoksieikosatetraenoik asit) aragidonik
asitin 5-hidroperoksi iriiniidiir. 5-HETE (hidroksieikosatetraenoik asit)’ye indirgenir ya
datopluca LT’lere doniisiir. 5S-HPETE’den tiireyen ilk 16kotiren LTA4’diir. LTA4, LTB4
ya da LTC4 (glutatyon eklenmesiyle) olusumuna yol agar.

Eikosanoidlerin inflamasyon siireclerinin ortasinda yer almalari nedeniyle
eikosanoid sentezini engelleyen maddelerin tedavide kullanimi1 yogundur. Aspirin ve
bircok NSAII, COX aktivitesini inhibe ederek prostaglandin sentezini engeller. COX-1
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gastrik mukozada bulunur ve COX-1’in iirettigi prostaglandinler aside bagli hasara kars1
koruyucudur. Bu ylizden COX izoenzimlerinin inhibisyonu; inflamasyonu azaltirken,
gastrik iilsere neden olabilir.

2.2.4. inflamasyonun bulgular

Inflamasyonun bulgular1 kizariklik (rubor), sislik (tiimor), agr1 (dolor), yerel 1s1
artis1 (kolor) ve fonksiyon bozuklugudur. Bu belirtiler genellikle akut inflamasyonda
goriiliir.

Kizariklik en dnce gdzlenen inflamasyon bulgusudur. inflamasyonun basinda alani
besleyen arteriollerin dilatasyonu sonucunda meydana gelir.

Akut inflamasyonda en dikkat ¢eken yon lokal sisliktir. Dogrudan endotel hasari
sonucunda ortaya cikan bazi mediatdrlerin etkisiyle, damar endotel hiicrelerinde
permeabilite artar. inflamasyonlu bélgenin lenfatik akiminda ve igeriginde de artis
goriiliir (Cotran, 1994; Price ve Wilson, 1982; Chensue ve Ward, 1996).

Yerel 1s1 artisi kizariklik ile paralel gerceklesir. Histamin gibi bazi etkenlerin
salinimi, doku pH’s1 ve temel iyonlarin yogunlugundaki degisim sinir uglarini uyararak
agriya neden olabilir. Inflamasyonlu alandaki sislik lokalde basincin artmasma neden
olup hiperaljezi de meydana getirebilir (Price ve Wilson, 1982).

2.2.5. inflamasyon asamalar1

Inflamasyonun akut faz, subakut faz ve kronik faz olmak iizere ii¢ asamas1 vardur.

a) Akut faz: Lokal damarlarin genislemesi ve artan kilcal gegirgenlik ile karakterizedir.

Kisa stirer.
b) Subakut faz: Lokositlerin ve fagositlerin infiltrasyonu ile karakterizedir.
¢) Kronik faz: Proliferasyon, doku yikimi ve fibrozis olusur.

Tim bu degisiklikler dakikalar-giinler i¢cinde meydana gelir. Doku normale
dondiigiinde iyilesme gercgeklesir veya yeni gelisen bag dokusu fagositler ve lenfositler
tarafindan saldiriya ugrar ve aylar hatta yillar siirebilen kronik inflamasyona dontisiir
(Hafeez vd., 2013).

2.2.6. inflamasyonun fizyopatolojisi

Zedelenen dokuda monosit, 18kosit ve nétrofil birikimi olur. Inflamasyon’da

vaskiiler yanit ile hiicresel degisiklikler meydana gelir.
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2.2.6.1. Vaskiiler Yanit

Vazodilatasyon sebebiyle permeabilitenin artmasi sonucunda lokositlerin damar
disina ¢ikarak hasarli bolgede toplanmasi ile karakterize olan erken yanittir

(Yavuzyilmaz, 2007; Eser, 2015).

Vaskiiler gecirgenlikteki artis Oncelikle histamin, bradikinin ve inflamasyonun
diger mediyatorleriyle baslatilan endotel hiicre kontraksiyonuyla ve TNF-a ve IL-1 gibi
sitokinlerin endotel hiicrelerinin birlesme yerlerini diizensizlestirmesiyle ortaya ¢ikan bir
durumdur (Yavuzyilmaz, 2007; Kindwall, 2002). Bu yanit kisa siireli olup 15-30 dakika
stirer. Derin doku hasarinda, sivi sizintist hasarli bolgede trombosit adezyonu ve
trombozisle birliktedir. Onarim esnasinda olugan yeni damarlarin endotel hiicreleri

farklilasip interselliiler birlesmeleri tamamlanincaya kadar sizintt devam eder (Cimsit,

2009) (Sekil 2.5).

Hidrostatik Kolloid osmatik
basmge ‘ basing
A.NORMAL » % o0 . *_ Plazma
; ; proteinleri

Artms hidrostatik Siv1 sizintisi
basing venoz si1zint1 l Azalms kolloid osmatik
tikanmasi 6rn: konjesti basinc¢ azalmis protein sentezi
kalp vetmezligi ornegin karaciger hastalhig::

protein kayb: artar.
B. TRANSUDATE

t Y t Siv1 ve protein s1zintisi

.. vazodilatasyon ve
staz

‘ : ‘\ Artmis endotel bosluk

Sekil 2.5. Odem mekanizmasi (Cotran, Kumar ve Collins, 2009)

C.EKSUDA

INFLAMASYON

2.2.6.2. Hiicresel degisiklikler

Lokositlerin ~ vaskiiler liimenden ekstravaskiiler alana ¢ikmalari, “lokosit
ekstravazasyonu” olarak isimlendirilir. Sirasiyla marjinasyon, imigrasyon, kemotaksis,

fagositoz, intraselliiler par¢alama ve 16kosit aktivasyonu goriillmektedir.
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Marjinasyon: Lokosit ve endotellerin yiizeylerinde yer alan endoteliyal 16kosit adezyon
molekiil (ELAM-1) ve intraselliiler adezyon molekiili (ICAM-1) gibi tamamlayici
adezyon molekiilleri arasindaki iliskilerden dolay1 16kositler damar endoteline
yapismaktadir. Ayrica endotoksinler, arasidonik asit metabolizmasi iriinii LTB4,
kompleman bileseni C5a, IL-1 ve TNF-a gibi sitokinler, transferrin, PAF adezyonu
arttiran baslica mediyatérlerdir. inflamasyonlu alanda baslangigtaki vaskiiler dilatasyon
ile permeabilitenin artis1 kan akimini yavaslatir. Béylece 16kositlerin lokal marjinasyonu
kolaylasir (Cotran, 1994; Chensue ve Ward, 1996).

Imigrasyon: Lokositlerin damarm disina gogiidiir. Enerji gerektirir. Nétrofil ve
monositler basta olmak iizere tiim ldkositlerde goriiliir. Dolagimda fazla miktarda
bulunmalar1 ve hareket kabiliyetlerinin yiliksek olmasi nedeniyle ekstravaskiiler dokuda
ilk olarak notrofiller goriiliir. 48. saatten sonra monositler nétrofillerin yerini almaya

baslar.

Kemotaksis: Damar digina ¢ikan 16kositlerin hasarli bolgeye goctidiir. Bu siiregte difflize
olabilen kimyasal ¢ekici ajanlar (kemotaktik maddeler) 6nemli rol oynar (Chensue ve
Ward, 1996).

Fagositoz: Fagositozis partikiiliin 16kositler tarafindan taninmasi, yutulmasi, yutulan
materyelin 6ldiiriilmesi ve parcalanmasi seklinde iic asamada gerceklesir (Cimsit, 2009
ve Sumer, 1996).

Ekstraselliiler lokosit iiriinlerinin serbestlesmesi: Fagositozdan sonra ekstraselliiler
ortama oksijen kaynakli aktif metabolitler, lizozomal enzimler ve arasidonik asit
metabolizmas1 iriinleri serbestlesir. Bunlar inflamasyonun etkisini arttiran kuvvetli

mediyatorlerdir (Cotran, 1994).

2.3. Agrimin ve Inflamasyonun Farmakolojik Tedavisi

Akut ve/veya kronik agri sendromlarinin, semptomatik tedavisinde analjezikler
kullanilir. Tek veya kombine olarak kullanilabilirler. Adjuvan ilaglarin kendilerine 6zgii
bir analjezik etkiye sahip olduklari ve ayrica diger analjeziklerin etkilerini

giiclendirdikleri bilinmektedir.
Agriin tedavisinde 3 basamakli tedavi protokolii 6nerilmektedir:

1. basamak: Non-opioid analjezikler (parasetamol, aspirin, NSAII) + adjuvan ilaclar
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2. basamak: Zayif opioidler (kodein, buprenorfin, tramadol) + mnon-opioidler

(gerektiginde) + adjuvan ilaglar

3. basamak: Giicli opioidler (morfin) + adjuvan ilaglar

2.3.1. Non-steroidal anti-inflamatuvar ilaclar (NSAII)

Analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkileri olan NSAII’ler siklikla kullanilan
ilaglardir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. NSAIT lerin simiflandiriimast

NSAill’lerin Kimyasal Yapilarma Gére Simflandirilmas:

Salisilatlar

Aspirin, Diflunisal. Mg trisalisilat. Sodyum salisilat, Salsalat. Benarilat, Metil salisilat,
Sulfasalasin, Olsalazin

Asetik Asitler

Indometazin. Tolmetin, Asemetazin, Sulindak (prodrug). Diklofenak, Fenklofenak. Alklofenalk,
Etodolak, Nabumeton (prodrug)

PARA-Aminofenol
Tiirevleri

Asetaminofen

Heteroaril Asetik Asit
Tiirevleri

Ketorolak trometamol

Propionik Asitler

ibuptofem Ketoprofen, Naproksen, Flurbiprofen, Tiaprofenik asit, Fenbufen. Fenoprofen,
Oksaprozin

Fenamik Asit Tirevleri

Mefenamik asit, Flufenamik asit, Meklofenamik asit, Niflumik asit. Etofenamat

Piroksikam, Sudoksikam, Oksikam, Tenoksikam, Lomoksikam, Fenilbutazon, Oksifenbutazon,

(t¥2:6 saatin altinda)

Emslil Aaifier Azapropazon, Metamizol propifenazon
Nonasidik Tiirevler Nabumeton, Prokuazon, Tinoridin, Fluprokuazon
NSAli’larm Yarilanma Omriine Gére Smiflandiriimasi
Kisa Yar1 Omiirliiler Aspinin, Diklofenak. Etodolak, ibuprofen, Flurbiprofen, Iindometazin, Ketoprofen, Tolmetin,

Mefenamik asit, Flufenamik asit. Meklofenomat, Fenoprofen, Asetaminofen

Uzun Yar: Omiirliiler
(t%2:10 saatin iistiinde)

Diflinusal. Nabumeton, Naproksen, Piroksikam, Oksaprozin, Tenoksikam, Tenidap.,
Fenilbutazon, Azapropazon, Sulindak

NSAli’larm COX Seciciligine Gére Smiflandiriimasi

1 -9
Spealfic COX-2 Selekoksib, Rofekoksib, Valdekoksib, Etorikoksib
Inhibitorleri
43 ")
i Meloksikam, Etodolak, Nimesulid
Inhibitérleri
Sl Frax indometazin, Piroksikam, Sulindak, Asetilsalisilik asit, Tolmetin
Inhibitorleri
Ic)?l::c::i::ﬂ?ite-}f;-:;\l:;:l Naproksen, Ibuprofen. Flurbiprofen. Diklofenak. Nabumeton

Cogunlukla semptomatik etkili, bazen de tedavi edicidirler (Kayaalp, 2002).

NSAIi’lerin ¢ogunlugunda analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkilerin hepsi
goriiliir. NSAIl’ler diisiik dozda agrmin yiiksek dozlarda inflamasyonun tedavisinde
onemli rol oynar. Glukokortikoidler antiinflamatuvar etki yoniiyle, narkotik (opioid)

analjezikler de analjezik etki yoniiyle NSAIi’den daha giicliidiirler. Fakat NSAII’lerde;
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solunum depresyonu, sedasyon, biling bulanikligi vb. yan etkilerinin olmamasi agrili
hastaliklarda tercih sebebidir (Kayaalp, 2002).

NSAIi’ler COX enzimlerini (COX-1 ve COX-2) inhibe ederler. Mide-barsak,
bobrekler, trombositler {izerindeki olumsuz yan etkileri COX-1 inhibisyonuna,
antiinflamatuvar etkileri COX-2 inhibisyonuna baglidir. Bu sebeple, teorik olarak iyi bir
NSAIi'nin COX-2/COX-1 inhibitor etkinlik oran1 yiiksek olmalidir (Kayaalp, 2002).

NSAIi’ler; prostaglandinlerin sentezini ve histamin, serotonin, bradikinin, P
maddesi ve anjiotensin vb. aljezik maddelerin islevlerini inhibe ederler. inflamatuvar
hiicrelerin fonksiyonlarin1 ve ¢ogalmalarini, kompleman sisteminin aktivasyonunu,
serbest oksijen radikallerini, serotonin salinimini, Kininlerin sentezini/aktivitesini,
notrofil agreasyonu ve aktivasyonu i¢in gerekli olan sinyalleri, graniilosit-monosit
migrasyon ve fagositozunu, hiicre membraninda fosfolipaz-C aktivitesini de inhibe
ederler. Ayrica lizozomal enzim salinimini azaltirlar, iltihap hiicrelerinde lizozom zarini
stabilize ederler ve plazma proteinlerinden antiinflamatuvar etkili peptit olustururlar
(Katzung, 1995; Kayaalp, 2002). Bu ilaglar, bakteriyel toksinlerin iltihap hiicrelerini
uyarmasi neticesinde meydana gelen pirojen sitokinlerin (IL-1, IL-8 gibi)
prostaglandinler araciligi ile termoregiilatér merkezde olusturduklar etkileri de inhibe

ederler (Katzung, 1995; Kayaalp, 2002).

NSAIi’lerin; dispepsi, yanma, hazimsizlik, karm agris1 vb. yan etkileri vardir. Bu
ilaclar gastrointestinal kanalda irritasyona, kanamaya ve iilsere (gastrik ve duodenal
iilserler) neden olabilirler. NSAIi’ler; renal kan akisini, renin salinimini, glomeriiler
filtrasyon hizini, su ve tuz atilimin azaltirlar. Kardiyovaskiiler, hematolojik ve hepatik

yan etkileri de vardr.

2.3.2. Opioid analjezikler

Opiyat terimi, morfin ve kodein gibi opiyum (afyon) bitkisinin 6ziinden elde edilen
ilaclar i¢in kullanilir. Siddetli veya kronik malign agrida genellikle opioidler tercih
edilirler. Opioidler morfin benzeri etkiler olusturan dogal veya sentetik bilesiklerdir. Bu
gruptaki tiim ilaglar etkilerini SSS’ndeki 6zel opioid reseptorlerine baglanarak gosterirler
ve olusturduklar1 etkiler, endojen peptid ndrotransmitterlerin (6rne8in leu- ve met-
enkefalinler) etkilerine benzer. Opioidlerin ¢ok farkli etkileri olmasina ragmen temel
kullanim alanlari, cerrahi operasyonlara ya da kanser-benzeri hastaliklara bagl

anksiyetenin de eslik ettigi agrilarin tedavisidir. Opioidlerin etkilerini ortadan kaldiran
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antagonistler ise asir1 doz opioid maruziyetinin tedavisinde kullanilirlar (Howland, vd.,
2006).

Opioidlerin yan etkileri bulanti, kusma, idrar retansiyonu, venéz doniiste azalma,
oddi sfinkterinde tonus artisi, sedasyon, solunum depresyonu, mide bosalmasinda
gecikme, kognitif disfonksiyon, kasinti, kabizlik ve bradikardi’dir (Eser, 2016).

Opioid analjezikler ve antagonistler Cizelge 2.5’de sunulmustur:

Cizelge 2.5. Opioid analjezikler ve antagonistler

Alfentanil, Fentanil Eroin, Mependin, Metadon, Morfin,

Giiclii Derecede Agonistler Remifentani, Sufentanil

Orta Derecede Giicli Agonistler Kodein, Oksikodon, Propoksifen

Karma Agonist-Antagonistler ve

: : Buprenorfin, Butorfanol, Nalbufin, Pentazosin
Parsiyel Agonistler

Antagonistler Nalokson, Naltrekson

Diger Analjezikler Tramadol

2.3.3. Analjezik adjuvan ilaclar

Temel endikasyonlart agri olmayan, fakat bazi agrili durumlarin tedavisinde
kullanilan 1ilaglardir. Analjezik adjuvanlar arasinda g¢esitli gruplardan ilaglar
bulunmaktadir. Etki mekanizmalar1 farkli olan bu ilaglar, sekonder analjezikler, ko-
analjezikler, yardimci analjezikler ve endikasyon dist ilaglar seklinde de
adlandirilmaktadirlar. Kansere bagli agri sendromlar1 disinda ilk segenek olarak da

kullanilabilirler (Lussier ve Portenoy, 2003).

Ideal nitelikte analjezik ila¢ olmadigindan, analjezik ilacin dozunu diisiirmek ve
yan etkileri azaltmak amaciyla klinisyenler ve arastirmacilar agri kontroliinde adjuvan
ilag kullanimimi 6nemsemektedirler. Ozellikle bazi agr1 sendromlarinda, primer analjezik
olarak adjuvanlarin kullanim1 artmaktadir. Kimyasal, radyoaktif ya da mekanik travmalar
neticesinde meydana gelen noropatik agrilarda, birincil kullanim amaglari i¢in gereken
dozlarindan ¢ok daha az miktarlarda verildiklerinde, kisa siirede hedeflenen analjezik etki
saglanmaktadir. Kanser agrisinda analjezik etkinligi artirmak veya destek tedavisi
amaciyla basamakli tedavi protokolerinde de yer alirlar. Bu ilaglar, hastanin genel ve

psikolojik durumlar1 g6z Oniine alinarak, agrinin tipi ve yerine gore, kullanicinin
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deneyimi ¢ergevesinde kullanilmali ve tedavi siireci izlenmelidir. Daha giiglii analjezik

yanit ve daha az toksisite riski amaciyla tedaviye tek ilagla baglanmasi gerekmektedir.

Antidepresanlar, antikonviilzanlar, noroleptikler, antispazmodikler,
kortikosteroidler, NMDA reseptér antagonistleri, antihistaminikler, bifosfonatlar,

antiaritmikler ve radyofarmasétikler analjezik adjuvan ilag olarak kullanilabilirler.

2.3.4. Glukokortikoidler

NSAIll’lerin yani sira inflamasyon tedavisinde kullanilan diger énemli ilag grubu
ise glukokortikoidler’dir (Mullican ve Francart, 2016). Glukokortikoidler, adrenal
korteksten salgilanan kortizol ve aldosteron gibi steroid yapili hormonlar ve bunlarin

sentetik analoglaridir (Kayaalp, 2009).

Glukokortikoidler, gii¢lii antiinflamatuvar, antialerjik ve immiinsiipresif etkileri
sebebiyle, bircok inflamatuvar, allerjik ve otoimmdiin hastaliin tedavisinde kullanilirlar.

Sentetik glukokortikoidler organ nakli i¢in de kullanilan ilaglardir.

Klinikte en sik kullanilan glukokortikoidler’ler, prednizon, prednizolon,

metilprednizolon ve deksametazon'dur (Lin vd., 2014; Buttgereit, 2020).

Glukokortikoidler suprafizyolojik konsantrasyonlarda akut ve Ozellikle kronik
iltihab1 inhibe ederler. Fakat hastaligin temelindeki iltihap reaksiyonunu tetikleyen
patolojik olay1 etkilemezler (Kayaalp, 2009). Fosfolipaz A2 enziminin inhibisyonu ile
COX ve LOX yolunu bloke ederek biitiin eikozanoidlerin (PG, PGl., tromboksan, LT ve
bunlarin ara triinlerinin) olusumunu azaltirlar (Samanci ve Balci, 2001; Thippeswamy
vd., 2010).

Glukokortikoidler’in uzun siireli sistemik kullanimi, osteoporoz, adrenal
stipresyon, hiperglisemi ve diyabet, dislipidemi, kardiyovaskiiler hastalik, dermatolojik
ve gastrointestinal etkiler, psikiyatrik rahatsizliklar ve immiinostipresyon gibi yan etkilere

sebep olabilir (Samet Bayazit vd., 2020).
2.4. Siringik Asit

Polifenoller bir¢ok bitkide bulunurlar. Lipit peroksidasyonu, hiicresel hasar ve
oksidatif stres ile olusan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ortadan kaldirarak antioksidan
aktivite gosterirler. Ayrica immiinomodiilator ve antiinflamatuvar etkilere de sahiptirler

(Scalbert ve Williamson, 2000). Benzoik asitin polifenolik bir tiirevi olan siringik asit,
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bir¢ok yenilebilir bitkide bulunan ve dogal olarak olusan fenolik bir bilesiktir (Pacheco-
Palencia, Mertens-Talcott ve Talcott, 2008; Itoh vd., 2009) (Sekil 2.6).

Siringik asit’in ana kaynaklari; pazi, zeytin, ceviz, hurma, baharat, balkabagi ve
Raphanus sativus, Hemidesmus indicus gibi bitkilerdir (Beevi, Narasu ve Gowda, 2010;
Jayaram ve Dharmesh, 2011). Misir, yulaf, arpa, piring, ¢avdar, bugday ve siipiirge darisi
gibi tahillarda da bol miktarda bulunur (Kim vd., 2006). Acai izimiiniin meyvelerinde
(Euterpe oleracea) ve Paspalum scrobiculatum L.nin (Kodo dar1) fitokimyasal
igeriginde siringik asit saptanmistir (Jain vd., 2010; Tanaka vd., 2017). Siringik asit ayrica
kirmiz1 sarapta, sirkede, baz1 damitilmis alkollii igeceklerde ve farmakolojik 6nemi olan
birka¢g mantar tiirtinde bulunur (Kuriyama vd., 2013). Elafomyces granulatus’un (yer
mantart benzeri bir mantar) etanol Oziitii, siringaldehit ve siringik asit’den olusur
(Stanikunaite vd., 2009). Siringik asit’in ¢igek ballarinda da bulundugu ve balin
antioksidan etkisinden sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Paramas vd., 2006;
Sakaguchi, Inoue ve Ogihara, 1998). Baldaki fenolik bilesiklerin toplam yiizdesinin
%1.5-4.2 oldugu ve bunlarm siringik asit, gallik asit, p-kumarik asit, sinnamik asit,
vanilik asit ve kafeik asit oldugu bildirilmistir (Afroz vd., 2016).

Siringik asit’in dogal kaynaklar1 Sekil 2.6’da sunulmustur.

Quercus '"f“"""“ Ardista crenata Panicum nuhaceum 4mwna squamosa Vitis vinifera Euterpe oleracea Olea europaea

07" e e’“ (Ates kiraz1) (Proso dar1) (Seker elma) (Uziim) (Acai liziimii) (Zeytin)
COOH

Hemidesmus Phoenix dactylifera

mdzcu OCHs (Hurma agaci)

HCO

SYIINZIC acic

Cucurbxta pepo

T agctes em'ta

Tamarix Juglans regia  Raphanus sativus Beta yulgaris Kirmizi Baharatlar
aucheriana (Ceviz) (Turp) (Paz1) sarap

Sekil 2.6. Siringik asit’in dogal kaynaklar: (Srinivasulu vd., 2018)
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Bitkilerde siringik asit ile birlikte siringik asit’in dogal tiirevleri de (asetosiringon,
siringaldehit, siringol, siringin, sinapinik asit, sinapil alkol, sinapaldehit, sinapin, kanolol
ve stageobester A) bulunur. Ornegin siringaldehit’in iiziimlerde ve ahsap ficilarda
yillandirilmis kirmizi saraplarda da bulundugu bildirilmistir (Matéji¢ek vd., 2003; Setzer,
2011). Siringik asit ve diger ikincil metabolitler, begonvilin gévde ve yapraklarinin

ekstraktlarinda da tanimlanmistir (Figueroa vd., 2014).
2.4.1. Kimyasal ve fiziksel ozellikleri

Molekiiler formiili CoH100s olan siringik asit’in IUPAC adi 4-hidroksi-3,5-
dimetoksibenzoik asit’tir (Sekil 2.7). 206-209 °C araliginda eriyen bir molekiil olan

siringik asit, gallik asit’in 3,5-dimetil eter tiirevi olan bir dimetoksibenzendir.

0" |
/O O\ ‘ O‘O)
0-g bo
O O%
7 o

Sekil 2.7. Siringik asitin kimyasal yapist ve 3 boyutlu goriiniimii (http-1)

2.4.2. Biyosentez

Siringik asit, bitkilerde sikimik asit yoluyla bir dizi enzimatik reaksiyonla
sentezlenir (Tohge ve Fernie, 2017). Sikimik asit yolunun ara fenolik bilesikleri

protokatesik asit, gallik asit, Kinik asit vb.'dir.
2.4.3. Biyoyararlamim

Siringik asit’in karacigerdeki ve bagirsaktaki enzimatik reaksiyonlara katilabilen
bir kimyasal yapiya sahip olmasinin ve reaktif gruplar icermesinin biyoyararlanim orani

igin belirleyici oldugu ileri siiriilmiistiir. Tavsanlardan alinan kan 6rneklerinde siringik
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asit konsantrasyonunun HPLC yontemi kullanilarak tayin edildigi bir ¢alismada, bu

fenolik bilesigin mutlak biyoyararlaniminin %86.27 oldugu saptanmustir (Liu vd., 2003).
2.4.4. Siringik asit’in farmakolojik etkileri

Polifenoller, tiimor patojenitesine, noérodejeneratif bozukluklara ve kalp
hastaliklarina kars1 koruyucu ajanlardir (Levites vd., 2001; Aviram vd., 2002; Aggarwal,
Kumar ve Bharti, 2003). Bir polifenol olan siringik asit’in farmakolojik etkilerine iliskin

onceki ¢aligmalarin sonuglar1 asagida 6zetlenmistir.
2.4.4.1. Antioksidan aktivite

Reaktif oksijen tiirleri hiicre metabolizmasi sirasinda iiretilen ve hiicrenin fizyolojik
ve patolojik stireclerinde rol oynayan serbest radikallerdir (Islam, 2017). Oksidatif stres,
mitokondriyal solunum zinciri elemanlar1 tarafindan asir1 serbest radikal iiretilmesi ve
antioksidan sistemin liretilen serbest radikalleri ortamdan temizlemede yetersiz kalmasi
sonucu olusur (Jenner, 2003). Serbest radikaller, dogrudan hiicresel bilesenlerle
reaksiyona girmelerinin yani sira, hiicre zarlarinin lipit peroksidasyonunu indiikler ve
bunun sonucunda proteinler lizerinde serbest amino gruplar1 ve tiol kalintilar1 ile hizla
reaksiyona giren reaktif karbonil bilesiklerinin olugsmasina neden olarak karbonil stres
yaratir (Esterbauer, Schaur ve Zollner, 1991; Uchida, 2000).

Siringik asit’in ve sentetik analoglarinin serbest radikalleri temizleyerek oksidatif
ve karbonil stresi 6nledigi bildirilmistir (Belkheiri vd., 2010; Srivastava vd., 2014; Ogut
vd., 2019). Nitekim yapilan ¢aligsmalar, siringik hidrazonlarin (siringik asit’in sentetik
analoglar1), hem radikal hem de karbonil siipliriicii aktiviteye sahip olduguna ve
aterosklerozun patofizyolojisinde rol oynayan oksidatif ve karbonil stresi onledigine
isaret etmistir (Belkheiri vd., 2010). Nitekim siringik asit ve sentetik analoglarinin hiicre
aracili diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu ve hiicresel NADPH oksidazi
inhibe ettigi gosterilmistir (Mabile vd., 1997). Siringik asit’in ateroskleroz gelisimini
yavaslatici etkisi serbest radikallerin temizlenmesine katkida bulunmasi, malondialdehit
tiretimini azaltmast ve LDL oksidasyonunu giiglii bir sekilde inhibe etmesi ile
iliskilendirilmistir (Morton vd., 2000).

Bu fenolik maddenin, ayrica, siganlarda L-arginin kaynakli akut pankreatitte

antioksidan kapasiteyi artirip, oksidatif stres belirtilerini azaltarak yararli etkiler
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gosterdigi bildirilmistir (Cikman vd., 2015). Siringik asit’in oksidatif stresi azalttig
siganlarda iskemi/reperfiizyon modelinde yapilan ¢alismalar ile de gosterilmistir (Giiven

vd., 2015; Tokmak vd., 2015).

Capparis spinose ile yapilan diger bir ¢alismada ise siringik asit igeren bitki
ekstratlarinin 6grenme ve bellek bozukluklarii iyilsetirici etkisi antioksidan etkinlik

potansiyeli ve oksidatif stres azaltici etkisi ile iligkilendirilmistir (Turgut vd., 2015).
2.4.4.2. Antibakteriyel aktivite

Siringik asit’in gesitli Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel
aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Ornegin siringik asit’in, yara akintilarindan izole
edilen bir Gram pozitif bakteri olan metisiline direngli Staphylococcus aureus'un
(MRSA) biiytimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Kong vd., 2008). Siringik asit ve sentetik
analoglari’nin, Staphylococcus aureus’un yani sira Salmonella typhi’ye karsi da

antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir (Cheemanapalli vd., 2016).

Deneysel bulgular, siringik asit’in gida iriinlerinde firsatgr bir patojen olan
Cronobacter sakazakii'nin biiyimesini kontrol edebildigini ve inhibitor etkisinin timol
(0.2 mg/mL) ve 6jenol (1.0 mg/mL)’den daha fazla oldugunu ortaya koymustur
(Fraikova vd., 2014; Shi vd., 2016).

Siringik asit’in tavsanlarda anti-endotoksik etki gosterdigi bildirilmistir. Siringik
asit tedavisinin, endotoksini yok ederek atesi ve lipopolisakkarit ile indiiklenen 6lim

oranini azaltabildigi gosterilmistir (Liu vd., 2002; Yunhai vd., 2003).
2.4.4.3. Antikanser aktivite

Hiicrelerde ROS'un yiikselmesinin, ¢ift sarmalli DNA'da neoplazmaya yol agan
degisiklikler olusturabildigi bilinmektedir. Fitokimyasallarin antikanser aktivitesi,
serbest radikalleri ortadan kaldirma yeteneklerine ve antioksidan enzimleri aktive etme
kapasitelerine dayanmaktadir (Hosoda vd., 2002). Bitkisel polifenollerin, kanser
hiicrelerinde ¢esitli transkripsiyonel faktorlerin ve apoptozu aktive eden bazi proteinlerin
modiilasyonunda rol oynayabildikleri bilinmektedir (Vermeulen, Van Bockstaele ve
Berneman, 2003).
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Siringik asit’in kolorektal kanser hiicre hatlarinda proapoptotik genlerin
ekspresyonunu artirirken, anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir
(Ng, 2011; Abaza vd., 2013). Diger yandan, Tamarix aucheriana‘dan elde edilen siringik
asit’in, apoptozu diizenleme, hiicre donglisiinii durdurma, hiicre gogii, NF-kB-DNA
baglanmas1 ve proteazom aktiviteleri mekanizmalarina miidahale yoluyla insan
kolorektal kanser hiicrelerinde antimitojenik ve kemosensitize edici aktivite sergiledigi

gosterilmistir (Abaza vd., 2013; Srinivasulu vd., 2018).

Siringik asit’in, insan meme kanseri ve karaciger kanseri hiicrelerine kars1 da
antiproliferatif bir aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Kampa vd., 2004; Orabi vd.,
2013; Zhang, Liu ve Niu, 2014). Yakin zamanda siringik asit ve sentetik analoglarinin
insan K562 16semi hiicrelerine kars1 antiproliferatif aktivite gdsterdigi rapor edilmistir

(Cheemanapalli vd., 2016).

Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) aracili sinyal yolu, Zebra baligindan
insana evrimsel olarak korunmakta ve wvaskiiler ve hematopoietik sistemlerin
sinyallesmesinde rol oynamaktadir. Insan kanserlerinin ¢ogunda, VEGF mRNA
seviyelerinin dikkate deger olgiide arttig1 bilinmektedir (Ferrara ve Davis-Smyth, 1997).
Siringik asit’in zebra baligi embriyolarinda, VEGF mRNA ekspresyonunu ve protein
sentezini inhibe ederek doza bagli bir sekilde antianjiyogenik aktivite gosterebildigi rapor

edilmistir (Karthik vd., 2014).

Siringik asit’in hiicresel topoizomeraz-I1 aktivitesini inhibe edici aktiviteye sahip
oldugu ve insan kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskilayici etki gosterdigi

bildirilmistir (Kuriyama vd., 2013).
2.4.4.4. Anti-diyabetik aktivite

Siringik asit’in pankreas -hiicrelerinden insiilin salinimi ya da glukozun periferik
dokular tarafindan kullamimini arttirarak anti-diyabetik etkinlik gosterebilecegi ileri
stiriilmiistiir. Nitekim bu fenolik bilesigin alloksan ile diyabet indiiklenen siganlara oral
yoldan uygulanmasi, plazma glukoz seviyelerinde ve glikoprotein diizeylerinde azalmalar
ile sonuglanmig; plazma insiilin ve C-peptid seviyelerinde artis goézlemlenmistir
(Muthukumaran vd., 2013). In vitro ¢alismalar serum albiiminine baglanan siringik asit’in
glikasyon mekanizmalarini inhibe ettigini ve proteinlerin yapisal degisimini 6nledigini
diistindiirmektedir (Bhattacherjee ve Datta, 2015).
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Siringik asit’in 50 mg.kg™ dozda oral uygulamas, alloksan ile diyabet indiiklenen
sicanlarda B-hiicre rejenerasyonunu uyarmis ve alloksan kaynakli pankreas hasarini
azaltmistir. Siringik asit tedavisinin diyabetik si¢anlarin gesitli metabolik enzimlerinde
ve bazi hepatik ve renal belirteglerinde diyabete bagli olarak ortaya ¢ikan degisiklikleri

normalize ettigi belirlenmistir (Srinivasan vd., 2014).

Siringik asit’in diyabetik katarakt gelisimini inhibe edebildigi hem in vitro hem de
in vivo ¢aligmalar ile gosterilmistir (Diao vd., 2012; Wei vd., 2012).

2.4.4.5. Kardiyoprotektif aktivite

Siringik asit dahil gesitli fenolik bilesiklerin siganlarda kan basincini diigiirdiigii ve

hipertansiyona bagli organ hasarlarini 6nledigi gosterilmistir (Jalili vd., 2006).

Yapilan bir ¢alismada siringik asit uygulamasimin N-nitro-L-arginin metil ester (L-
NAME) ile hipertansiyon indiiklenen si¢anlarda artmis olan kan basinci seviyelerini, lipid
peroksidasyon iiriinlerini, karaciger ve bobrek fonksiyon belirteclerini azalttigi; azalmig
olan nitrik oksit metaboliti ve antioksidan seviyelerini ise artirdigi gosterilmistir.
Optimum korumanmn 50 mg.kg™'lik doz ile saglandig1 bildirilmistir. Siringik asit'in
kardiyoprotektif etkilerini, oksidatif stresi azaltarak ve kardiyovaskiiler sistemde NO'nun
biyoyararlanimini koruyarak gergeklestirdigi ileri siiriilmiistiir (Kumar, Prahalathan ve
Raja, 2012).

Diger yandan siganlara uygulanan siringik asit tedavisinin antihiperlipidemik
etkinlige sahip oldugu, toplam kolesterol, trigliserit, serbest yag asidi (FFA), LDL ve ¢ok
diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) diizeylerini distiriip, plazma yiiksek dansiteli
lipoprotein (HDL) diizeylerini yiikselttigi rapor edilmistir (Vinayagam, 2010).

2.4.4.6. Hepatoprotektif aktivite

Karaciger viicutta iiretilen toksik ajanlari ortadan kaldiran ve islevleri sirasinda
siklikla, hepatoseliiler hasara yol agabilen oksidatif strese maruz kalan bir organdir
(Ahsan vd., 2009; Madrigal-Santillan vd., 2014). Bu baglamda siringik asit’in antioksidan
etkisinin bu polifenole hepatoprotektif bir potansiyel saglamasi miimkiindiir. Nitekim,
siringik asit’in farelerde CCls ve concanavalin-A ile indiiklenen kronik karaciger hasari
modelinde hepatoprotektif aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Itoh vd., 2010; Itoh vd.,

2009). Diger yandan bu polifenol siganlarda asetaminofen ile indiiklenen karaciger hasari
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modelinde de degisen renal ve hepatik enzimatik belirtegleri normal seviyelere
dondiirmiistiir (Ramachandran ve Raja, 2010). Siringik asit’in asetaminofen
hepatotoksisitesi indiiklenen siganlarda, standart hepatoprotektif ilag¢ olan silimarin ile

kiyaslanabilir 6l¢iide, gii¢lii hepatoprotektif etki sergiledigi bildirilmistir.
2.4.4.7. Noroprotektif aktivite

Literatiirde siringik asit’in ndroprotektif etkisinin arastirildigi g¢esitli caligmalara

rastlamak mumkiindir.

Siringik asit’in (10 mg.kg?, i.p.) siganlarin aortik okliizyon modelinde serebral
iskeminin neden oldugu ndronal hasari azaltarak koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir.

Polifenoliin bu etkileri antioksidan aktivitesi ile iligkilendirilmistir (Giiven vd., 2015).

Sicanlarda siringik asit’in omurilik iskemisi/reperfiizyon hasar1 {iizerine de
noroprotektif etkili oldugu, sigan siyatik sinirinde iskemi/reperfiizyon hasarinda akson

koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (Tokmak vd., 2015; 2017).

Siringik asit’in kafeik asit ile kombinasyonunun iskemik CAl'de glia
aktivasyonunu; sitokin ve 5-LOX ekspresyonlarini belirgin sekilde inhibe ederek giiclii
noroprotektif etki gosterdigi bulunmustur (Kim vd., 2013). Bu ¢aligsmalar, siringik asit’in
diisiik doz kafeik asit ile birlikte kullanilmasinin néronlar1 iskemik hasarlardan korumak

i¢in yararli olabilecegini diisiindlirmiistir.

Yapilan ¢alismalar siringik asit’in farelerde 1-metil-4-fenil 1,2,3,6-tetrahidropiridin
ve probenesid (MPTP/p) ile indiiklenen Parkinson hastaligit modelinde, inflamatuvar
proteinlerin gen ekspresyonlarini azaltabildigini; diger yandan tirozin hidroksilaz,
dopamin tasiyicist ve vezikiiler monoamin tastyici-2 gibi endojenlerin ekspresyonlarini

artirabildigini ortaya koymustur (Rekha, Selvakumar ve Sivakamasundari, 2014).
2.4.4.8. Antiinflamatuvar aktivite

Yapilan ¢alismalar siringik asit’in antioksidan ve radikal siipiiriicii aktivitelerinin
yani sira antiinflamatuvar etkinlige de sahip oldugunu ortaya koymustur (Itoh vd., 2010;
Simoncini vd., 2011; Nakajima, Sato ve Konishi, 2007; Yan vd., 2016).

Iceriginde siringik asit bulunan Eugenia aurata ve Eugenia punicifolia bitkilerinin

etanolik ekstrelerinin antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Costa vd.,
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2016). Yine fitokimyasal igeriginde siringik asit iceren Hygrophila spinosa'nin yaprak
ekstresinin, sicanlarda kKkarragenin ile indiiklenen penge O6demi modelinde
antiinflamatuvar aktivite gosterdigi bildirilmistir (Patra vd., 2009). Benzer sekilde
Dioscorea alata L.nin yer alt1 yenilebilir yumrularinda da bazi inflamatuvar genlerin
ekspresyonlarini azaltan ve murin lenfositlerinde antiinflamatuvar etkiden sorumlu

oldugu diisiiniilen siringik asit’in bulundugu gosterilmistir (Dey vd., 2016).

Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar fitokimyasal i¢eriginde siringik asit ve gallik
asit tasiyyan Taraxacum coreanum kloroform fraksiyonunun da antiinflamatuvar
aktiviteye sahip olduguna igaret etmistir. Ayn1 ekstresinin siringik asitten olusan fenolik
fraksiyonunun, lipopolisakkarit (LPS) + interferon-y (INF-y) ile uyarilan makrofajlarda
INOS ve COX-2 ekspresyonunu baskiladigi; IkB-a, TNF-a, IL-1f ve IL-6"y1 inhibe ettigi;
mitojenle aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) ve sinyal diizenleyici ve transkripsiyon
aktivatorii 1 (STATI) aktivasyonunu azalttigi gosterilmistir (Lee vd., 2013). Bu bulgular
siringik asit’in antiinflamatuvar etkisine inflamasyonda yer alan farkli genlerin

diizenlenmesinin aracilik ettigine iliskin diisiinceleri desteklemektedir (Ham vd., 2016).

In vitro ve in silico galismalar, siringik asit’in, inflamatuvar yolaklarda yer alan
onemli bir enzim olan fosfolipaz A2'nin aktivitesini inhibe ettigini ortaya koymustur

(Dileep vd., 2015).
2.4.4.9. Diger farmakolojik aktiviteler

Siringik asit’in lokal anestezik aktiviteye sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Dar ve

Ikram, 1979).

Siringik asit’in lipid metabolizmas1 ve inflamasyonda yer alan ¢esitli genleri
modiile ederek anti-obezite ve anti-steatotik etkiler gosterdigi bildirilmistir (Ham vd.,
2016).

Siringik asit’in ovalbiimin ile uyarilan astimli fare modelinde antioksidan
belirtecleri artirdigi, ROS'u baskiladigi, hava yolu hiperreaktivitesini kontrol ettigi ve
inflamatuvar hiicrelerin ve diger inflamatuvar belirteglerin birikimini azalttig1
gosterilmistir. Bu bulgular siringik asit’in astim tedavisi i¢in kullanim potansiyeline sahip

olabilecegini diisiindiirmiistiir (Li vd., 2019).
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3. GERECLER

3.1. Deney Hayvanlari

Bu tez ¢alismasi, ayn1 yasta erkek Balb/c fareler (30-35 g) ve Sprague Dawley
(250-300 @) sicanlar ile yapilmistir. Deney hayvanlart Anadolu Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Birimi’nden temin edilmistir. Deney hayvanlari (fare
ve sicanlar); 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisiinde, iyi havalandirilan, sabit nem
ve sicakliktaki (24+1°C) odalarda bulundurulmuslardir. Standart hayvan yemi ile

beslenen deney hayvanlar1 deneylerden en az 48 saat Once deneylerin yapilacagi

laboratuvarlara getirilmis ve ortama aligmalar1 saglanmustir.

Tez ¢aligmasinin deneysel protokolii Anadolu Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’na sunulmus ve deneysel protokol Kurul tarafindan onaylanmastir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Madde ve ilaclar

Siringik asit
Diklofenak sodyum
Morfin siilfat
A-karragenin

Asetik asit
Formalin soliisyonu
Tween 80

Serum fizyolojik

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)

(Osel Tlag San. ve Tic. A.S., Tiirkiye)
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3.3. Kullamilan Cihazlar

Aktivitemetre cihazi
Soguk/Sicak Plaka Test cihazi
Pletismometre

Sicak su banyosu

Hassas terazi

Kronometre

Hayvan tutucu

Klamp

Cesitli cerrahi malzemeler

Cesitli cam malzemeler

(Commat, MayAMSO02, Ankara, Tiirkiye)
(Ugo-basile, 35100, Verase, Italya)
(Ugo-basile, 37140, Verase, Italya)
(Bandelin, RK 255 H, Berlin, Almanya)
(Ohaus, E 12140, Greifensee, Isvigre)
(Geonaute, Cin)

(Biopac Systems, Inc., CA, ABD)
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4. YONTEMLER
4.1. In Vivo Cahismalar
4.1.1. ilac uygulamalar

Siringik asit deney hayvanlarina, Tween 80 (%1, v/v) i¢inde ¢oziilerek, 50 ve 100
mg.kg? dozlarda oral yolla uygulanmistir (Dalmagro, Camargo ve Zeni, 2017).

Hayvanlar deneylere uygulamalardan 60’ar dakika sonra alinmislardir.

Kuyruk sikistirma, kuyruk daldirma, sicak plaka ve formalin testlerinde
hayvanlara referans ilag olarak 10 mg kg™ dozda morfin siilfat uygulanmistir (Kaplancikli
vd., 2009). Asetik asit ile indiiklenen kivranma ve karragenin ile indiiklenmis penge 6dem
testlerinde de referans ilag olarak diklofenak sodyum (20 mg.kg?, i.p.) kullamlmistir
(Niazi vd., 2009).

4.1.2. Motor aktivite testi
4.1.2.1. Aktivite kafesi deneyleri

Deney hayvanlarinin  lokomotor aktiviteleri aktivitemetre cihazi1 ile
degerlendirilmistir. Cihazin merkezine yerlestirilen her bir hayvanin ambulatuar
aktivitesi, yatay ve dikey yonlerdeki hareket sayisi ve yiiriime mesafesi bes dakikalik siire
boyunca kaydedilmistir (Giizelad vd., 2021). Cihaz her hayvandan sonra etanol

kullanilarak temizlenmistir.
4.1.3. Nosiseptif testler
4.1.3.1. Kuyruk stkistirma testi

Kuyruk sikistirma testinde hayvanlara mekanik nosiseptif uyaran uygulanmaktadir.
Bu testte hayvanlarin kuyruguna klamp takilmakta ve hayvanlarin doéniip klampi
1sirdiklart siire kronometre ile Ol¢iilmektedir. Hayvanlarin yanit siirelerinin artmasi

antinosiseptif etki i¢in parametre olarak kabul edilmektedir.

Nosiseptif testlerden once duyarlilik degerlendirme caligmalart yapilmis ve
deneylerde kullanilmak tizere yalnizca mekanik agrili uyarana 10 saniye i¢inde yanit
veren hayvanlar secilmistir. Hayvanlarin kuyruklarinin zarar gérmemesi i¢in nosiseptif

uyaran maksimum 10 saniye uygulanmistir (D'Amour ve Smith, 1941; Demir Ozkay ve
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Can, 2013; Kasap ve Can, 2016).

4.1.3.2. Kuyruk daldirma testi

Kuyruk daldirma testinde hayvanlara termal nosiseptif uyaran uygulanmaktadir. Bu
testte hayvanlarin kuyrugunun 1-2 cm’lik kismi 52+1 °C’deki suya daldirilmakta ve
kuyruk ¢ekme davranisinin siiresi kronometre ile Olgiilmektedir. Hayvanlarin yanit

stirelerinin artmasi antinosiseptif etki i¢in parametre olarak kabul edilmektedir.

Nosiseptif testlerden once duyarlilik degerlendirme calismalart yapilmis ve
deneylerde kullanilmak iizere yalnizca termal agrili uyarana 4 saniye i¢inde yanit veren
hayvanlar secilmistir. Hayvanlarin kuyruklarinin zarar gérmemesi i¢in nosiseptif uyaran

maksimum 20 saniye uygulanmistir (Islam vd., 2019; Turan Yiicel vd., 2021).

4.1.3.3. Sicak plaka testi

Sicak plaka testi hayvanlara termal nosiseptif uyaran uygulamaya yarayan sicak/
soguk plaka test cihazi ile yapilmistir. Bu testte hayvanlar 55+£1.0 °C sicakliga kadar
1sitilmig plaka iistiine birakilmakta ve ayaklarini yalama/ziplama siireleri kronometre ile
Ol¢iilmektedir. Hayvanlarin yanit siirelerinin artmasi antinosiseptif etki i¢in parametre
olarak kabul edilmektedir. Nosiseptif testlerden ©nce duyarlilhik degerlendirme
caligmalar1 yapilmis ve deneyler i¢in yalnizca termal agrili uyarana 15 saniye i¢inde yanit
veren hayvanlar se¢ilmistir. Hayvanlarin pengelerinin zarar gérmemesi i¢in nosiseptif
uyaran maksimum 30 saniye uygulanmistir (Woolfe, 1944; Demir Ozkay ve Can, 2013;
Kasap ve Can, 2016).

Kuyruk sikistirma, kuyruk daldirma ve sicak plaka testlerinde hayvanlarin
reaksiyon siireleri uygulamalardan 6nce ve uygulamalardan 30, 60, 90, 120 ve 180 dakika

sonra Ol¢lilmiistiir.

Elde edilen reaksiyon siirelerinden % maksimum olasi etki (% MPE) degerleri de

hesaplanmistir. Bu hesap i¢in kullanilan formiil su sekildedir:

Uygulama sonrasi siire — Uygulama dncesi siire
% MPE = . — " —— x 100
Maksimum uygulama siiresi — Uygulama 6ncesi siire

(4.1)

% MPE degerlerinin zamana (0-180 dakika) kars1 grafigi ¢izilmistir ve %MPE-

zaman egrilerinin altinda kalan alanlar (AUC) hesaplanmigtir (Turan Yiicel vd., 2021).
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4.1.3.4. Asetik asit kivranma testi

Asetik asit ile indiiklenen kivranma testi, hayvanlara kimyasal nosiseptif uyaranin
uygulandig1 bir testtir. Bu testte farelere i1.p. yolla %0.6’lik asetik asit (10 g viicut agirlig
icin 0.1 ml) soliisyonu uygulanarak abdominal agr1 ve kivranma yanit1 olusturulmaktadir.
Hayvanin ayaklarin1 uzatarak gerilmesi ve karnini yere siirtmesiyle karakterize olan
kivranma davraniglarinin sayisi, asetik asit enjeksiyonundan 5 dakika sonra, 10 dakikalik
siire boyunca sayilmistir. Hayvanlarin kivranma davraniglarinin sayisinin azalmasi
antinosiseptif etki icin parametre olarak kabul edilmektedir (Koster, 1959; Demir Ozkay
ve Can, 2013; Kasap ve Can, 2016).

4.1.3.5. Formalin testi

Formalin testi de asetik asit ile indiiklenen kivranma testi gibi, hayvanlara
kimyasal uyaranin uygulandigi nosiseptif bir testtir. Bu testte farelerin sag arka
pengelerine 20 uL %2.5’lik formalin soliisyonu subkiitan (s.c.) Yyolla enjekte
edilmektedir. Formalin enjeksiyonunu takip eden ilk 5 dakika (erken faz) ve 15.-30.
dakikalar araliginda (ge¢ faz) hayvanlarin penge yalama stireleri, bir kronometre yardimi
ile Olciilmiistiir. Penge yalama siirelerinin azalmasi antinosiseptif etki icin parametre

olarak kabul edilmektedir (Ridtitid vd., 2008; Dogruer Akan ve Demir Ozkay, 2019).

Asetik asit ile indiiklenen kivranma testleri i¢cin % analjezik aktivite degerleri de

hesaplanmistir. Bu hesap i¢in kullanilan formiil su sekildedir:

% Analjezik aktivite

Kontrol grubunun ortalamasi — Test grubunun ortalamasi 100
= X
Kontrol grubunun ortalamasi

(4.2)

4.1.4. Inflamasyon testi
4.1.4.1. Karragenin ile indiiklenmis pence ddem testi

Siringik asit’in antiinflamatuvar etkinligini degerlendirmek icin karragenin ile
indiiklenen pence 6dem testi yapilmistir. Bu testte sicanlarin sag arka pengelerine
subplantar yolla %1 (a.h) 0.1 ml A-karragenin enjekte edilmis ve pence boyutlari
karragenin uygulamalarindan once ve uygulamalardan 1, 2, 3, 4 ve 24 saat sonra

pletismometre cihazi kullanarak dl¢iilmiistiir (Avci vd., 2020).
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Karragenin ile indiiklenen penge 6ddem testinden elde edilen verilerden % sisme

orani degerleri hesaplanmistir. Bu hesap i¢in kullanilan formiil su sekildedir:

% Sisme orant

Uygulama sonrasi pence hacmi — Uygulama 6ncesi pence hacmi 100
= X

Uygulama oncesi pence hacmi
(4.3)

4.1.5. istatistiksel analiz

Deneylerden elde edilen verilerin istatistiksel analizi Graphpad Prism ver. 8.2.1
paket programu ile gerceklestirilmistir. Grafiklerin ¢izimleri ve %MPE-zaman egrilerinin
altinda kalan alan hesaplamalar1 da ayn1 program kullanilarak yapilmistir. Aktivitemetre,
asetik asit ile indiiklenen kivranma, formalin ile indiiklenen penge yalama ve karragenin
ile indiiklenen penge 6dem testlerinden elde edilen veriler ve AUC degerleri tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testleri
uygulanarak degerlendirilmistir. Zaman aralikli dl¢ilimlerin alindig1 nosiseptif testlerden
elde edilen verilerin analizi i¢in de ¢ift yonlii-tekrarlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD

¢oklu karsilagtirma testleri kullanilmistir.
4.2. In Silico Calismalar
4.2.1. Molekiiler docking ¢calismalar:

COX ve 5-LOX enzimlerinin aktif ceplerinde siringik asit’in baglanma seklini
tanimlamak i¢in in silico prosediir kullanilarak molekiiler docking ¢alismalar1 yapilmistir.
Enzimlerin X-1s11 kristal yapilar1 (PDB ID: 6COX ve 6N2W), Protein Data Bank

sunucusundan (www.pdb.org, erisilen 03 Nisan 2022) indirilmistir.

Proteinlerin yapilar1 Schrodinger Maestro (Maestro, 2020) ara yiizii kullanilarak
olusturulmus ve daha sonra Schrodinger Suite 2020'nin Protein Hazirlama Sihirbazi
protokoliine sunulmustur. Siringik asit, pH 7.4+1.0’da atom tiplerini ve protonasyon
durumlarin1 dogru sekilde atamak iizere LigPrep modiilii (LigPrep, 2020) araciligiyla
hazirlanmistir. Aktif bolge haritalandirilmasi, Glide modiili (Glide, 2020) kullanilarak

olusturulmus ve docking islemleri standart hassas docking modunda yapilmustir.
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4.2.2. Molekiiler dinamik simiilasyon ¢alismalari

Molekiiler dinamik simiilasyon (MDS) c¢alismalar1 ligand-protein kompleksinin
aktif bolgesindeki ligandin zamana bagl stabilitesini degerlendirmek i¢in gelistirilen
onemli bir hesaplama aracidir (Osmaniye vd., 2022). Bu c¢alismada, docking
sonuglarindan elde edilen siringik asit-enzim iliskilerinin kararliligini gézlemlemek i¢in

100 ns boyunca MDS caligmalar1 gerceklestirilmistir.

Etkilesim analizi i¢in MDS, Desmond uygulamasi kullanilmistir (Desmond, 2020).
Tiim sistemler Maestro'da “System Builder” kullanilarak kurulmustur. Onceki bir
calismada uygulanan prosediir, “System Builder” ve “Molecular Dynamic” ara
yuzlerinde uygulanmiustir (Evren vd., 2022). Kompleksin Na* ve CI™ iyonlar1 kullanilarak
noétrlesmesi saglandiktan sonra sistem kurulumu yapilmis ve ardindan elde edilen sistem

kompleksi kullanilarak MDS caligsmalari gerceklestirilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, siringik asit’in antinosiseptif ve antiinflamatuvar etki

potansiyeli ¢esitli in vivo yontemler kullanilarak arastirilmistir.

Deney hayvanlarinin motor performanslarini azaltan ajanlarin agri1 deneylerinde
yalanci pozitif sonuglara neden olabilecegi bilindiginden (Can vd., 2012; Demir Ozkay
ve Can, 2013; Turan-Zitouni vd., 2015; Lei ve Yan, 2022), deneysel ¢alismalara siringik
asit’in farkli dozlarinin hayvanlarin motor aktiviteleri lizerine etkisinin degerlendirilmesi

ile baglanmistir.
5.1. Aktivitemetre Testi Bulgular

Akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg?) uygulamalarinin aktivitemetre testinde

farelerin ambulatuar aktivite sayilar1 tizerine etkisi Sekil 5.1°de gosterilmistir

[F(2,21)=1.01, p>0.05].

Coklu karsilagtirma analizleri, siringik asit’in uygulanan dozlarda farelerin
ambulatuar aktivite sayilarinda istatiksel olarak anlaml bir degisiklige sebep olmadiginm

ortaya koymustur.
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Sekil 5.1. Aktivitemetre testinde kontrol soliisyonu, 50 mg.kg™* siringik asit ve 100 mg.kgsiringik asit
uygulamalarinin farelerin ambulatuar aktivite sayilart iizerine etkisi. Tek yonlii ANOVA,
takiben Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi, n=8.
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Akut siringik asit uygulamasinm (50 ve 100 mg.kg™) aktivitemetre testinde
farelerin yatay aktivite sayilar1 lizerine etkisi Sekil 5.2°de gosterilmistir [F(2,21)=0.49,
p>0.05].

Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in farelerin yatay aktivite sayilarinda

herhangi bir degisiklige neden olmadigini ortaya koymustur.
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Sekil 5.2. Aktivitemetre testinde kontro!/ soliisyonu, 50 mg.kg™* siringik asit ve 100 mg.kgsiringik asit
uygulamalarimin farelerin yatay aktivite sayilari iizerine etkisi. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD
coklu karsilastirma testi, n=8.

Siringik asit (50 ve 100 mg.kg™) uygulamalarmin aktivitemetre testinde farelerin

dikey aktivite sayilar1 lizerine etkisi Sekil 5.3’de gosterilmistir [F(2,21)=0.71 p>0.05].

Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in uygulanan dozlarda farelerin dikey
aktivite sayilarinda istatiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadigini ortaya

koymustur.

Sekil 5.4’de akut uygulanan siringik asit’in (50 ve 100 mgkg?) aktivitemetre

testinde farelerin yliriime mesafeleri {izerine etkisi gosterilmistir [F(2,21)=0.38 p>0.05].

Coklu karsilagtirma analizleri, siringik asit’in farelerin yiirime mesafelerinde

herhangi bir degisiklige neden olmadigini ortaya koymustur.
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Sekil 5.3. Aktivitemetre festinde kontrol soliisyonu, 50 mg.kg™* siringik asit ve 100 mg.kgsiringik asit
uygulamalarinin farelerin dikey hareket sayilari iizerine etkisi. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD
coklu karsilastirma testi, n=8.
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Sekil 5.4. Aktivitemetre testinde kontrol soliisyonu, 50 mg.kg* siringik asit ve 100 mg.kgsiringik asit
uygulamalarimin farelerin yiiriime mesafeleri iizerine etkisi. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu
karstlastirma testi, n=38.

Aktivitemetre testinden elde edilen veriler, siringik asit’in uygulanan dozlarda
farelerin ambulatuar aktivitelerinde, dikey ve yatay aktivite sayilarinda ve yiiriime
mesafelerinde istatiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigin1 ortaya
koymaktadir. Bu bulgular, siringik asit’in bu tez caligmasinda ortaya koyulan

farmakolojik aktivitelerinin spesifik olduguna isaret etmektedir.
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Literatiirde siringik asit’in deney hayvanlarinin motor performanslari iizerine olan
etkilerine iliskin bazi raporlar vardir. Siganlara 30 giin boyunca oral yolla 20 mg.kg™
dozda uygulanan siringik asit’in aktivitemetre testinde deney hayvanlarinin ambulatuar,
total, yatay ve dikey aktivite sayilarinda ve yiiriime mesafelerinde; Rota-rod testinde ise
donen milden diisme siirelerinde istatiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadigi
bildirilmistir (Giizelad vd., 2021). Siringik asit’in oral yolla, 6 hafta boyunca, 100 mg.kg
! dozda uygulanmasinin, Rota-rod testinde hayvanlarin dénen milden diisme siirelerini
anlamli 6lgiide degistirmedigi rapor edilmistir (Rashedinia vd., 2020). Dalmagro ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmis olan baska bir calismadaysa 0.1 mg.kg™, 1 mg.kg?, 10
mg.kg? ve 100 mg.kg? (p.0.) dozlarda uygulanan siringik asit’in acik alan testinde
farelerin yatay ve dikey yonlerdeki hareketlerinin sayilarinda herhangi bir degisiklige
neden olmadig1 bildirilmistir (Dalmagro vd., 2017; 2019). S6z konusu calismalar, bu tez

calismasinda aktivitemetre testinden elde edilen bulgular1 destekler niteliktedir.

5.2. Kuyruk Sikistirma Testi Bulgular:

Akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg™?) ve morfin (10 mg.kg™) uygulamalarinin
kuyruk sikistirma testinde farelerin reaksiyon siireleri lizerine etkisi Sekil 5.5°de
gosterilmistir. Cift yonlii tekrarli ANOVA sonucunda farelerin reaksiyon siireleri
tizerinde tedavi [F(3,28)=24.60, p<0.001] ve zaman [F(3.537,99.04)=36.99, p<0.001]
faktorlerinin etkili oldugu; bu iki faktér arasinda da anlamli bir etkilesim

[F(15,140)=25.49, p<0.001] bulundugu belirlenmistir.

Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in uygulanan dozlarda farelerin yanit
stirelerinde istatiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadigini ortaya koymustur.
Referans ila¢ morfin ise kuyruk sikistirma testinde 30. ve 120. dakikalar arasinda farelerin

reaksiyon siirelerini istatiksel olarak anlamli bir bigimde artirmistir.

Sekil 5.6°da akut uygulanan siringik asit’in (50 ve 100 mg.kg™) ve morfin’in (10
mg.kg?) kuyruk sikistirma testinde hesaplanan %MPE degerleri iizerine etkisi
gosterilmistir. Cift yonlii tekrarlit ANOVA sonucunda %MPE degerleri iizerinde tedavi
[F(3,28)=85.93, p<0.001] ve zaman [F(3.050,85.40)=19.33, p<0.001] faktorlerinin etkili
oldugu belirlenmistir. Ayrica bu iki faktor arasinda anlamli bir etkilesim saptanmigtir

[F(12,112)=18.34, p<0.001].
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Sekil 5.5. Kuyruk stkistirma testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™*morfin, 50 mg.kgsiringik asit ve 100
mg.kgt siringik asit uygulamalarinin farelerin reaksiyon siireleri iizerine etkisi. 30. dakikada kontrol
grubuna gore anlamli farkliik: ™" p<0.001, 60. dakikada kontrol grubuna gére anlamli farklilik:
#ip<0.001, 90. dakikada kontrol grubuna gore anlamh farkiilik: **%p<0.001, 120. dakikada kontrol
grubuna gére anlaml farkhilik: °p<0.05. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu

karstlastirma testi, n=38.
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Sekil 5.6. Kuyruk sitkistirma testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™*morfin, 50 mg.kgsiringik asit ve 100
mg.kgt siringik asit uygulamalarinin %MPE degerleri iizerine etkisi. 30. dakikada kontrol grubuna gére
anlaml farklilik: *"p<0.001, 60. dakikada kontrol grubuna gére anlamli farklilik: **<0.001, 90.
dakikada kontrol grubuna gore anlamh farkiihik: **p<0.001, 120. dakikada kontrol grubuna gore
anlamli farklilik: %p<0.01. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in her iki dozda da %MPE degerlerinde

istatiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadigini ortaya koymustur. Referans ilag

48



morfin ise kuyruk sikistirma testinde hesaplanan % MPE degerlerini 30. ve 120. dakikalar

arasinda istatiksel olarak anlamli bir bigimde artirmistir.

Akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg™?) ve morfin (10 mg.kg™') uygulamalarinin
kuyruk sikistirma testinde hesaplanan AUC degerleri iizerine etkisi Sekil 5.7°de
gosterilmistir [F(3,112)=27.30, p<0.001].

Coklu karsilastirma analizleri, referans ilag morfin’in AUC degerlerini istatiksel
olarak anlamli bir bi¢imde artirdigini, ancak siringik asit’in uygulanan dozlarda s6z

konusu degerde anlamli bir degisiklige sebep olmadigini ortaya koymustur.
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Sekil 5.7. Kuyruk sikistirma testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™*morfin, 50 mg.kg ! siringik asit ve 100
mg.kgsiringik asit uygulamalarinin AUC degerleri iizerine etkisi. Kontrol grubuna gére anlaml
farklilik: ™p<0.001. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD coklu karsilastirma testi, n=8.

Kuyruk sikigtirma testi, ajanlarin/ilaglarin santral antinosiseptif etkinligini
degerlendirmek {iizere siklikla tercih edilen in vivo bir yontemdir. Bu testte, hayvanlar
kuyruklarina uygulanan agrili mekanik uyarana spinal mekanizmalar aracilig1 ile yanit
vermektedir (Le Bars, Gozariu ve Cadden, 2001; Kasap ve Can, 2016). Bu tez
calismasinda, siringik asit’in kuyruk sikistirma testlerinde farelerin reaksiyon siirelerinde,
%MPE ve AUC degerlerinde herhangi bir degisiklige neden olmamis olmasi, bu fenolik

bilesigin spinal diizeyde antinosiseptif bir aktiviteye sahip olmadigini ortaya koymustur.

49



5.3. Kuyruk Daldirma Testi Bulgular:

Akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg™?) ve morfin (10 mg.kg?) uygulamalarinin
kuyruk daldirma testinde farelerin reaksiyon siireleri iizerine etkisi Sekil 5.8’de
gosterilmistir. Cift yonlii tekrarli ANOVA sonucunda farelerin reaksiyon siireleri
tizerinde tedavi [F(3,28)=23.70, p<0.001] ve zaman [F(3.967,111.1)=42.12, p<0.001]
faktorlerinin etkili oldugu; bu iki faktor arasinda da anlamli bir etkilesim

[F(15,140)=18.38, p<0.001] bulundugu belirlenmistir.

Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in uygulanan dozlarda farelerin yanit
stirelerinde istatiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigin1 ortaya koymustur.
Referans ilag morfin ise kuyruk daldirma testinde farelerin reaksiyon siirelerini 30. ve

120. dakikalar arasinda istatiksel olarak anlamli bir bigimde artirmistir.
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Sekil 5.8. Kuyruk daldirma testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™*morfin, 50 mg.kg siringik asit ve 100
mg.kg* siringik asit uygulamalarinin farelerin reaksiyon siireleri iizerine etkisi. 30. dakikada kontrol

grubuna gore anlamli farklilik: ™" p<0.001, 60. dakikada kontrol grubuna gére anlamli farklilik:

#ep<0.001, 90. dakikada kontrol grubuna gore anlamh farkiiik: *%p<0.001, 120. dakikada kontrol
grubuna gore anlaml farkhilik: %p<0.01. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Tukey HSD coklu
karstlastirma testi, n=38.

Sekil 5.9°da akut uygulanan siringik asit’in (50 ve 100 mg.kg™) ve morfin’in (10
mg.kg?) kuyruk daldirma testinde hesaplanan %MPE degerleri {izerine etkisi
gosterilmistir. Cift yonlii tekrarli ANOVA sonucunda %MPE degerleri iizerinde tedavi
[F(3,28)=50.14, p<0.001] ve zaman [F(3.545,99.25)=14.88, p<0.001] faktorlerinin etkili
oldugu belirlenmistir. Ayrica bu iki faktor arasinda anlamli bir etkilesim saptanmistir

[F(12,112)=13.53, p<0.001].
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Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in her iki dozda %MPE degerlerinde
istatiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadigini ortaya koymustur. Referans ilag
morfin ise kuyruk daldirma testinde hesaplanan %MPE degerlerini 30. ve 120. dakikalar

arasinda istatiksel olarak anlaml1 bir bigimde artirmistir.

60+ -~ Kontrol
. & Morfin
=&~ Siringik agt-50
Siringik agit-100
40
L
ol
=
x
20+
- }— X x i
= =
C L] L] I

T T
30 60 90 120 180

Sekil 5.9. Kuyruk daldirma testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™*morfin, 50 mg.kg siringik asit ve 100
mg.kg siringik asit uygulamalarinin %MPE degerleri iizerine etkisi. 30. dakikada kontrol grubuna gére

anlaml farklilik: *“p<0.001, 60. dakikada kontrol grubuna gére anlaml farklilik: #<0.001, 90.

dakikada kontrol grubuna gore anlamh farklilik: *p<0.001, 120. dakikada kontrol grubuna gére
anlamli farklihk: %p<0.01. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg™) ve morfin (10 mg.kg™?) uygulamalarinin
kuyruk daldirma testinde hesaplanan AUC degerleri iizerine etkisi Sekil 5.10°da
gosterilmistir [F(3,112)=18.48, p<0.001].

Coklu karsilagtirma analizleri, referans ila¢ morfin’in AUC degerlerini istatiksel
olarak anlamli bir bi¢imde artirdigini, siringik asit’in uygulanan dozlarda s6z konusu

degerde anlamli bir degisiklige neden olmadigini ortaya koymustur.

Bu tez calismasinda siringik asit’in termal nosiseptif uyarana kars1 spinal diizeydeki
antinosiseptif aktivite potansiyelini degerlendirmek iizere, kuyruk daldirma testleri
yapilmistir (Shajib vd., 2018; Islam vd., 2019). Siringik asit’in uygulanan dozlarda
farelerin reaksiyon siirelerinde, %MPE ve AUC degerlerinde herhangi bir degisiklige
neden olmamis olmasi bu fenolik bilesigin termal agrili uyaranlar1 tagiyan spinal

nosiseptif yolaklar1 da etkilemedigini ortaya koymustur.
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Sekil 5.10. Kuyruk daldirma testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™*morfin, 50 mg.kgsiringik asit ve 100
mg.kg ! siringik asit uygulamalarinin AUC degerleri iizerine etkisi. Kontrol grubuna gére anlaml
Sarklilik: ""p<0.001. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD coklu karsilastirma testi, n=8.

5.4.S1cak Plaka Testi Bulgular

Akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg™*) ve morfin (10 mg.kg™) uygulamalarmnin sicak

plaka testinde farelerin reaksiyon siireleri iizerine etkisi Sekil 5.11°de gosterilmistir.
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Sekil 5.11. Sicak plaka testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg*morfin, 50 mg.kg™ siringik asit ve 100
mg.kg ! siringik asit uygulamalarinin farelerin reaksiyon siireleri iizerine etkisi. 30. dakikada kontrol
grubuna gore anlaml farklhilik: *"p<0.001, 60. dakikada kontrol grubuna gére anlamh farklilik:
#0<0.001, 90. dakikada kontrol grubuna gore anlamli farklilik: **2p<0.001, 120. dakikada kontrol
grubuna gére anlaml farkhilik: ®p<0.01. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Tukey HSD coklu

karstlastirma testi, n=38.

52



Cift yonlii tekrarli ANOVA sonucunda farelerin reaksiyon siireleri tizerinde tedavi
[F(3,28)=31.64, p<0.001] ve zaman [F(4.030,112.8)=21.44, p<0.001] faktorlerinin etkili
oldugu; bu iki faktor arasinda da anlamli bir etkilesim [F(15,140)=14.11, p<0.001]

bulundugu belirlenmistir.

Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in uygulanan dozlarda farelerin yanit
stirelerinde istatiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadigini ortaya koymustur.
Referans ilag morfin ise sicak plaka testinde farelerin reaksiyon siirelerini 30. ve 120.

dakikalar arasinda istatiksel olarak anlamli bir bicimde artirmistir.

Sekil 5.12°de akut uygulanan siringik asit’in (50 ve 100 mg.kg™) ve morfin’in (10
mg.kg?) sicak plaka testinde hesaplanan %MPE degerleri iizerine etkisi gdsterilmistir.
Cift yonlii tekrarlit ANOVA sonucunda %MPE degerleri tizerinde tedavi [F(3,28)=59.87,
p<0.001] ve zaman [F(3.539,99.10)=2.96, p<0.05] faktorlerinin etkili oldugu
belirlenmigtir. Ayrica bu iki faktor arasinda anlamli bir etkilesim saptanmistir

[F(12,112)=9.82, p<0.001].
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Sekil 5.12. Sicak plaka testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™*morfin, 50 mg.kg*siringik asit ve 100
mg.kgtsiringik asit uygulamalarinin %MPE degerleri iizerine etkisi. 30. dakikada kontrol grubuna gére
anlaml farklilik: *"p<0.001, 60. dakikada kontrol grubuna gére anlamli farklilik: *#<0.001, 90.
dakikada kontrol grubuna gore anlamli farklhilik: **2p<0.001, 120. dakikada kontrol grubuna gore
anlamli farklilik: °p<0.05. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in her iki dozda %MPE degerlerinde

istatiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadigini ortaya koymustur. Referans ilag
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morfin ise sicak plaka testinde hesaplanan %MPE degerlerini 30. ve 120. dakikalar

arasinda istatiksel olarak anlamli bir bigimde artirmistir.

Akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg™) ve morfin (10 mg.kg?) uygulamalarinin sicak
plaka testinde hesaplanan AUC degerleri iizerine etkisi Sekil 5.13’de gosterilmistir

[F(3,112)=17.31, p<0.001].
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Sekil 5.13. Sicak plaka testinde kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™*morfin, 50 mg.kgsiringik asit ve 100

mg.kg siringik asit uygulamalarinin AUC degerleri iizerine etkisi. Kontrol grubuna gére anlaml
farklilik: ""p<0.001. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD coklu karsilastirma testi, n=8.

Coklu karsilastirma analizleri, referans ilag morfin’in AUC degerlerini istatiksel
olarak anlamli bir bi¢imde artirdigini, siringik asit’in uygulanan dozlarda s6z konusu

degerde anlamli bir degisiklige neden olmadigini ortaya koymustur.

Bu tez calismasi kapsaminda, siringik asit’in termal nosiseptif uyarana karsi
supraspinal diizeydeki antinosiseptif aktivitesini degerlendirmek iizere sicak plaka testleri
yapilmistir (Le Bars, Gozariu ve Cadden, 2001; Kasap ve Can, 2016; Islam vd., 2019).
Elde edilen veriler siringik asit’in uygulanan dozlarda farelerin reaksiyon siirelerinde,
%MPE ve AUC degerlerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigina isaret etmistir.
Bu bulgular, siringik asit’in termal agrili uyaranlari tasiyan spinal nosiseptif yolaklarin

yani sira supraspinal nosiseptif yolaklar1 da etkilemedigini ortaya koymustur.
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5.5. Asetik Asit ile Indiiklenen Kivranma Testi Bulgular

Akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg™) ve diklofenak (20 mg.kg™) uygulamalarinin
asetik asit ile indiiklenen kivranma testinde farelerin kivranma davraniglarinin sayisi

tizerine etkisi Sekil 5.14’de gosterilmistir [F(3,28)=14.36, p<0.001].
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Sekil 5.14. Asetik asit ile indiiklenen kivranma testinde kontrol soliisyonu, 20 mg.kg*diklofenak, 50

mg.kg* siringik asit ve 100 mg.kg siringik asit uygulamalarinin farelerin kivranma davranmiglarinin

sayisi iizerine etkisi. Kontrol grubuna gére anlamli farklilk: ™ p<0.001. Tek yonlii ANOVA, takiben
Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi, n=8.

Coklu karsilagtirma analizleri, siringik asit’in ve referans ila¢ diklofenak’in
farelerin kivranma davranislarinin sayisini istatiksel olarak anlamli bir bicimde azalttigim

ortaya koymustur.

50 ve 100 mg.kg* dozlarda uygulanan siringik asit’in ve referans ilag diklofenak’in
asetik asit ile indiiklenen kivranma testindeki % analjezi degerleri Cizelge 5.1° de

gosterilmistir.

Cizelge 5.1. Siringik asit (50 ve 100 mg.kg™) ve diklofenak’in (20 mg.kg™) asetik asit ile indiiklenen
kivranma testindeki % analjezi degerleri

% Analjezi
Diklofenak 70,97
Siringik asit-50 52,82
Siringik asit-100 53,63

55



Asetik asit ile indiiklenen kivranma testi, ilaglarin/ajanlarin periferik analjezik etki
potansiyellerini degerlendirmek icin siklikla kullanilan bir viseral agri modelidir. Asetik
asit enjeksiyonunun abdominal kasilmalarla sonuglanan visserosomatik reflekse neden
oldugu bilinmektedir. Periton bosluguna uygulanan asetik asit’in primer afferent
yolaklarda bulunan non-selektif katyon kanallarini dogrudan aktive edebildigi gibi
prostaglandinler, sitokinler, serotonin, bradikinin, histamin gibi c¢esitli endojen
mediyatorlerin salinimini uyararak ya da periferik dokularda COX ve LOX iiretimini
artirarak da nosisepsiyona neden oldugu bildirilmistir. Asetik asit enjeksiyonu ile salinan
inflamatuvar mediatorlerin, periton boslugunda protein sizintisini,  vaskiiler
permeabiliteyi ve notrofil infiltrasyonunu artirdigt ve boylece lokal dokularin
inflamasyonunu siddetlendirdigi bildirilmistir (Le Bars, Gozariu ve Cadden, 2001; Ismail

vd., 2016; Islam vd., 2019; Ferdous vd., 2020; Lei ve Yan, 2022).

Bu tez ¢alismasinda, siringik asit, uygulanan dozlarda farelerin asetik asit ile
indiiklenen kivranma davranisi sayilarini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmstir.
Bu bulgular, siringik asit’in periferal antinosiseptif etki gosterdigini ortaya koymustur.
Siringik asit’in asetik asit ile indiiklenen kivranma testindeki antinosiseptif etkisinin,
endojen aljezik mediatorlerin salimminin inhibisyonu, dorsal boynuza giren iletim
yolaklariin inhibisyonu ve/veya primer afferent noronlarin sinir uglarindaki inhibitor

aktivitenin uyarilmasi ile iliskili olmasi miimkiindjir.

5.6. Formalin Testi Bulgular

Bu tez caligmasinda siringik asit’in antinosiseptif etkisini degerlendirmek tizere

gerceklestirilen bir diger metod formalin testidir.

Akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg™?) ve morfin (10 mg.kg™) uygulamalarinin
formalin testinin birinci fazinda farelerin pence yalama siireleri iizerine etkisi Sekil

5.15de gosterilmistir [F(3,28)=27.20, p<0.001].

Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in uygulanan dozlarda testin birinci
fazinda farelerin pence yalama siirelerinde istatiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep
olmadigin1 ortaya koymustur. Referans ilag morfin ise formalin testinin ilk fazinda

farelerin penge yalama siirelerini istatiksel olarak anlamli bir bigimde azaltmistir.
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Sekil 5.15. Formalin testinin birinci fazinda kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™*morfin, 50 mg.kg* siringik asit
ve 100 mg.kg? siringik asit uygulamalarinin farelerin pence yalama siireleri iizerine etkisi. Kontrol

grubuna gore anlaml farklilik:

Hkk

testi, n=8.

p<0.001. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma

Sekil 5.16°da akut uygulanan siringik asit’in (50 ve 100 mg.kg™) ve morfin’in (10

mg.kg™), formalin testinin ikinci fazinda farelerin penge yalama siireleri iizerine etkisi

gosterilmistir [F(3,28)=28.98 p<0.001].
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Sekil 5.16. Formalin testinin ikinci fazinda kontrol soliisyonu, 10 mg.kg™morfin, 50 mg.kg™ siringik asit
ve 100 mg.kg siringik asit uygulamalarinn farelerin penge yalama siireleri iizerine etkisi. Kontrol

grubuna gore anlamh farkhilik: *"p<0.01,

Hkk

p<0.001, morfin grubuna gére anlamli farklilik: °p<0.001.

Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=8.
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Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in ve referans ila¢ morfin’in testin ikinci
fazinda farelerin penge yalama siirelerini istatiksel olarak anlamli bir bigimde azalttigini

ortaya koymustur.

50 ve 100 mg.kg™ dozlarda uygulanan siringik asit’in ve referans ilag morfin’in

formalin testinin her iki fazindaki % analjezi degerleri Cizelge 5.2” de gosterilmistir.

Cizelge 5.2. Siringik asit (50 ve 100 mg.kg*) ve morfin’in (10 mg.kg?) formalin testinin her iki fazindaki
% analjezi degerleri

% Analjezi (erken faz) % Analjezi (geg faz)
Morfin 91,12 96,53
Siringik asit-50 21,75 50,32
Siringik asit-100 7,54 37,90

[laglarn/ajanlarin santral ve/veya periferal antinosiseptif etkisini arastirmak icin
siklikla kullanilan bir test olan formalin testinde, rodentlere intraplantar yoldan uygulanan
formalin’in iki fazli bir nosiseptif yanita Sebep oldugu bilinmektedir. Formalin
enjeksiyonundan hemen sonra baslayan ilk faz “erken” veya “ndrojenik” faz olarak
bilinir. Ikinci faz ise inflamatuvar faz olarak kabul edilir. Nérojenik faz nosiseptorlerin
dogrudan uyarildig1 ve 6zellikle C lifleri ile tasinan santral aracili agriy1 iceren fazdir.
Inflamatuvar faz ise, periferik dokularda histamin, prostaglandinler, serotonin ve
bradikinin gibi farkli mediyatdrlerin salinimi1 ve spinal dorsal boynuzdaki fonksiyonel
degisiklikler ile indiiklenen fazdir. Santral etkili analjezik ilaglarin formalin testinin her
iki fazini, periferik etkili ilaglarin ise testin sadace ge¢ fazini inhibe ettikleri gosterilmistir
(Hunskaar ve Hole, 1987; Tjelsen vd., 1992; Islam vd., 2019; Chy vd., 2021). Bu tez
caligmasinda siringik asit uygulamalar1 formalin testinin birinci fazinda farelerin pence
yalama siirelerinde bir degisiklige neden olmamistir. Bu bulgu, siringik asit’in santral
antinosiseptif etkisinin olmadigin1 ortaya koymus ve kuyruk sikistirma, kuyruk daldirma
ve sicak plaka testlerinden elde edilen bulgular1 desteklemistir. Diger yandan siringik
asit’in formalin testinin ikinci fazini inhibe ettigi belirlenmistir. Bu bulgu ise asetik asit

ile indiiklenen kivranma testinden elde edilen bulgular1 desteklemistir.

Literatiirde iceriginde siringik asit bulunan ¢esitli bitki ekstrelerinin antinosiseptif

etkinlik gosterdigine iliskin bazi ¢alismalar bulunmaktadir (Gias vd., 2020; Semaoui vd.,
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2021). Saf siringik asit’in agr tizerine etkilerinin arastirildigi calismalar ise oldukga
smnirlidir. Pawar ve arkadaslari tarafindan bir ¢aligmada, diyabetik ndropati modeli
olusturulmus olan siganlara 5 hafta siire ile 12.5, 25 ve 50 mg.kg™ dozlarda oral yolla
siringik asit uygulanmistir. Tedavi sonrasinda siringik asit’in diyabetik hayvanlarin kan
glukozlarmi diistirdiigi, bu hayvanlarda gelisen mekanik ve termal allodini ve
hiperaljeziyi iyilestirdigi ve diyabetik hayvanlarda azalan motor sinir iletim hizini (m/s)
artirdig1 bildirilmistir (Pawar, Upaganlawar ve Upasani, 2021). Siringik asit’in akut
antinosiseptif etkinliginin arastirildigi sadece bir adet calisma vardir. Okur ve Sakul
(2021) tarafindan yapilan bu calismada Balb/c farelere 10, 50 ve 100 mg.kg™ dozlarda
oral yolla uygulanan siringik asit’in antinosiseptif etkinligi termal nosiseptif uyaranlarin
uygulandigi sicak plaka ve kuyruk ¢ekme testleri ile arastirilmistir. Deneyler sonucunda
siringik asit’in her iki testte 50 ve 100 mg.kg™ dozlarda %MPE degerlerini artirdig1, bu
etkiye nikotinik, a2 adrenerjik ve opioiderjik reseptorlerin aracilik ettigi ileri siiriilmiistiir.
Bu calismanin bulgulart bizim c¢alismamizin bulgulart ile ortiismemektedir. Bu tez
kapsaminda yapilan c¢alismalarda 50 ve 100 mgkg® dozlarda siringik asit’in,
uygulanmasindan itibaren 180 dakika siire ile herhangi bir antinosiseptif etkinlik

gostermedigi saptanmaistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, asetik asit ile indiiklenen kivranma ve formalin
testlerinden elde edilen bulgularin 1s181nda, siringik asit’in antiinflamatuvar etkisi de

arastirilmastir.

5.7. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon Testi Bulgulari

Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde, akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg"
1y ve diklofenak (20 mg.kg™) uygulamalarmin, karragenin enjeksiyonundan 1 saat sonra
Olgiilen penge 6demi degerleri tizerine etkisi Sekil 5.17°de gosterilmistir [F(3,28)=3.19,
p<0.05].

Coklu karsilastirma  analizleri, referans ila¢ diklofenak’in  karragenin
enjeksiyonundan 1 saat sonra siganlarin penge O0demini istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azalttigini, siringik asit’in ise siganlarin pence 6deminde istatiksel olarak anlaml

bir degisiklige neden olmadigini ortaya koymustur.
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Sekil 5.17. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu, 20 mg.kg*diklofenak, 50
mg.kg* siringik asit ve 100 mg.kg siringik asit uygulamalarinin karragenin enjeksiyonundan 1 saat
sonra siganlarin % pence sisme degerleri iizerine etkisi. Kontrol grubuna gére anlamli farklilik: “p<0.05.
Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde, akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg"
1y ve diklofenak (20 mg.kg™) uygulamalarinin siganlarin karragenin enjeksiyonundan 2

saat sonra Olgiilen pence 6demi degerleri iizerine etkisi Sekil 5.18’de gosterilmistir

[F(3,28)=8.36, p<0.001].

407 2. saat Il Kontrol

Il Diklofenak

B Siringik asit-50
I Siringik asit-100

30+

% Penge sisme
N
?
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Sekil 5.18. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu, 20 mg.kg*diklofenak, 50
mg.kg ™ siringik asit ve 100 mg.kg ! siringik asit uygulamalarinin karragenin enjeksiyonundan 2 saat
sonra siganlarin % penge sisme degerleri iizerine etkisi. Kontrol grubuna gére anlaml farklilik: “p<0.05,
"p<0.01, " p<0.001. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=8.
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Coklu karsilastirma analizleri, siringik asit’in ve referans ilag diklofenak’in
uygulanan dozlarda karragenin enjeksiyonundan 2 saat sonra siganlarin pence ddemini

istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigin1 ortaya koymustur.

Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde, akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg
1y ve diklofenak (20 mg.kg™?) uygulamalarinin siganlarin karragenin enjeksiyonundan 3
saat sonra Olgiilen pence 6demi degerleri iizerine etkisi Sekil 5.19°da gosterilmistir

[F(3,28)=8.86, p<0.001].

N 3. saat B Kontrol
Il Diklofenak
40 B Siringik asit-50
Siringik agt-100

30+

20

% Pengesigme

104

0-

Sekil 5.19. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu, 20 mg.kgdiklofenak, 50
mg.kg*siringik asit ve 100 mg.kg siringik asit uygulamalarinin karragenin enjeksiyonundan 3 saat
sonra sicanlarin % penge sisme degerleri iizerine etkisi. Kontrol grubuna gére anlaml farkiiik: “p<0.05,
™p<0.001. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=38.

Coklu karsilagtirma analizleri, siringik asit’in ve referans ila¢g diklofenak’in
uygulanan dozlarda karragenin enjeksiyonundan 3 saat sonra si¢anlarin penge 6demini

istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigini ortaya koymustur.

Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde, akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg"
1y ve diklofenak (20 mg.kg™) uygulamalarinin siganlarin karragenin enjeksiyonundan 4
saat sonra Ol¢iilen pence 0demi degerleri tizerine etkisi Sekil 5.20°de gosterilmistir
[F(3,28)=7.69, p<0.001]. Coklu karsilastirma analizleri, referans ila¢ diklofenak’in
karragenin enjeksiyonundan 4 saat sonra siganlarin penge Odemini istatiksel olarak
anlamli bir gekilde azaltirken siringik asit’in uygulanan dozlarda siganlarin penge

0deminde istatiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigini ortaya koymustur.
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Sekil 5.20. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu, 20 mg.kg*diklofenak, 50
mg.kg* siringik asit ve 100 mg.kg* siringik asit uygulamalarinin karragenin enjeksiyonundan 4 saat
sonra si¢anlarin % pence sisme degerleri tizerine etkisi. Kontrol grubuna gore anlamh farklilik:
*p<0.001. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde, akut siringik asit (50 ve 100 mg.kg"

1) ve diklofenak (20 mg.kg?) uygulamalarmin siganlarin karragenin enjeksiyonundan 24

saat sonra Olgiilen pence 0demi degerleri iizerine etkisi Sekil 5.21°de gosterilmigtir

[F(3,28)=0.95, p>0.05].
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24. saat

Bl Kontrol

Il Diklofenak

B Siringik asit-50
I Siringik asit-100

Sekil 5.21. Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde kontrol soliisyonu, 20 mg.kgdiklofenak, 50
mg.kg ! siringik asit ve 100 mg.kg* siringik asit uygulamalarinin karragenin enjeksiyonundan 24 saat
sonra si¢anlarin % penge sisme degerleri iizerine etkisi. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu

karstlastirma testi, n=38.
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Coklu karsilagtirma analizleri ne siringik asit’in ne de referans ila¢ diklofenak’in
uygulanan dozlarda karragenin enjeksiyonundan 24 saat sonra siganlarin penge 6deminde

istatiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigini ortaya koymustur.

Karragenin ile indiiklenen inflamasyon testi ilag¢larin/ajanlarin antiinflamatuvar
etkilerini degerlendirmek iizere siklikla kullanilan, gegerliligi ve giivenilirligi oldukca
yiiksek in vivo bir testtir. Sigcanlarin arka pengelerine yapilan karragenin enjeksiyonu,
bifazik inflamatuvar yanitina neden olur. ilk faz (enjeksiyondan 0-1 saat sonra) agirlikli
olarak histamin, serotonin ve bradikinin gibi mediyatorlerin salinimi ile iligkili non-
fagozitik fazdir. Ikinci faz (enjeksiyondan 2 saat sonra) ise polimorfoniikleer Idkositlerin
(0zellikle notrofillerin) infiltrasyonu ve prostaglandinlerin (6zellikle PGE2), cesitli
proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1, 1L-6 ve TNF-o gibi), COX-2’nin, oksijen tiirevli
serbest radikallerin, nitrik oksit’in ve kinin benzeri maddelerin artan {iretimi iliskili, hizli
sismenin oldugu faz olarak degerlendirilmektedir (Turan-Zitouni vd., 2015; Islam vd.,
2019; Avci vd., 2020; Szandruk-Bender vd., 2021).

Bu tez calismasinda, referans ila¢ diklofenak’in karragenin enjeksiyondan 1, 2, 3
ve 4 saat sonraki inflamasyonu; siringik asit’in ise karragenin enjeksiyondan 2 ve 3 saat
sonraki inflamasyonu istatiksel olarak anlamli sekilde azalttigi belirlenmistir. Siringik
asit’in karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinin ikinci fazinda siganlarin penge
O0demini azaltic1 etki gostermis olmasi, bu polifenol’lin antiinflamatuvar etkinliginde
Ornegin prostaglandinlerin ve proinflamatuvar sitokinlerin saliniminin inhibisyonunun ya
da inflamatuvar hiicre infiltrasyonundaki azalmanin rol oynamis olabilecegini

disiindiirmektedir.

Iceriginde siringik asit bulunan cesitli bitki ekstrelerinin antiinflamatuvar etkinlik
gosterdigi in vitro ¢alismalar ile belirlenmistir (Lee vd., 2013; Qabaha vd., 2016; Lin vd.,
2017; Hu vd., 2018; Rjeibi vd., 2020; Ma, Zhang ve Xu 2021). Bu fenolik asiti tagiyan
bitkilerin s6z konusu etkinligi karragenin ile indiiklenen inflamasyon testinde de
gosterilmistir (Monforte vd., 2014; Gias vd., 2020; Rjeibi vd., 2020; El-Hawary vd.,
2022; Semaoui vd., 2021). Ayrica, siringik asit iceren bitki ekstrelerinin inflamasyon ile
iligkili ¢esitli hastalik modellerindeki etkinliklerinin arastirildigir calismalarda da
ekstrelerin antiinflamatuvar aktiviteleri ortaya konulmustur (Costa vd., 2016; Zou vd.,

2017; Lee vd., 2013; Awan vd., 2022).
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Literatiirde siringik asit’in antiinflamatuvar etkisini bildiren bazi in vitro ¢alismalar
yer almaktadir (Yoo vd., 2017; Fang vd., 2019; Xu vd., 2020; Shahzad vd., 2020; Xiang
ve Xiao, 2022). Ayrica patogenezinde inflamatuvar siireclerin dnemli rol oynadigi
Alzheimer hastalig1, Parkinson hastaligi, hepatik ensefalopati, septik sok, diyabetik yara,
astim, obezite, karaciger hasar1 ve kolit gibi durumlarin deney hayvanlarinda
modellendigi ¢aligmalarda, saf olarak uygulanan siringik asit’in hastalik kosullarinda
artmis  olan inflamatuvar mediyatorlerin = ve/veya proinflamatuvar  sitokin
seviyelerini/ekspresyonlarini azaltarak (Rekha, Selvakumar ve Sivakamasundari, 2014;
Ham vd., 2016; Yan vd., 2016; Fang vd., 2019; Li vd., 2019; Ren vd., 2019; Zhao vd.,
2020; Giizelad vd., 2021; Okkay vd., 2022; Gheena vd., 2022) ya da azalmis olan
antiinflamatuvar sitokin seviyelerini artirarak (Li vd., 2019; Ren vd., 2019; Okkay vd.,
2022) antiinflamatuvar aktivite gosterdigi bildirilmistir. Diyabetik noéropatili siganlarla
gerceklestirilen bir calismada, 25 ve 50 mg.ml? dozlarda uygulanan siringik asit’in
siyatik sinirdeki inflamasyonu; bu fenolik bilesigin 100 mg.ml™’lik dozunun ise hem
inflamasyonu hem de demiyelinizasyonu azalttig1 rapor edilmistir (Rashedinia vd., 2020).
Chanda ve arkadaslar tarafindan yapilmis bagka bir ¢alismadaysa, Wistar siganlara 25 ve
50 mg.kg! dozlarda uygulanan siringik asit’in potansiyel antiinflamatuvar etkinligi
“karragenin ile indiiklenen penge 6demi” ve “komple Freud Adjuvani (CFA)-indiiklenen
artrit” modelleri kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen bulgular siringik asit’in her iki
modelde de siganlarin penge ddemlerini azalttigina ve TNF-o ve IL-6 seviyelerini
diisiirdiigiine isaret etmistir (Chanda, Pai ve Juvekar, 2020). S6zii edilen raporlar, bu tez
caligmasinin siringik asit’in antiinflamatuvar etkilerini ortaya koyan bulgularini destekler

niteliktedir.

5.8. Molekiiler Docking Calismalarimin Sonuclari

In vivo deneylerin sonuglarina gore siringik asit’in periferal antinosiseptif ve
antiinflamatuvar aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu etkilerin mekanizmalarini
aydinlatmak amaciyla molekiiler docking calismalar1 yapilmistir. Bu c¢alismalarda
analjezi ve inflamasyon siire¢lerinde 6nemli rolleri olan COX ve LOX enzimlerine

odaklanilmistir (Claria ve Romano, 2005; Giménez-Bastida vd., 2021).

Siringik asit’in COX-1 enzimi ile iliskisi iki boyutlu (2D) ve ii¢ boyutlu (3D) olarak
Sekil 5.22°de sunulmustur. Siringik asit’in COX-1'e yerlestigi ancak; COX inhibisyonu

i¢in elzem olarak tanimlanan Tyr355 ve Argl20 aminoasitlerinin (Abdelazeem vd., 2017;
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Ozyazici vd., 2020) yakinina konumlanmadigi (>4A) ve enzim ile herhangi bir bag da
olusturmadig1 belirlenmistir. Bu sebeple siringik asit-COX-1 enzim kompleksinin stabil
kalmadigi, dolayisiyla bu yerlesme pozunun yalanci oldugu diisiiniilmektedir. Sonug
olarak molekiiler docking ¢alismalarindan elde edilen bulgular 1s181inda siringik asit’in

COX-1 enzimini inhibe etmesinin beklenmeyecegi sdylenebilir.

Sekil 5.22. Siringik asit’in COX-1 enzimiyle 2D ve 3D olarak iliskisi.

Siringik asit’in COX-2 enzimi ile iligskisi 2D ve 3D olarak Sekil 5.23°de
sunulmustur. Siringik asit’in Tyr355 ile bir H bagi, Argl120 ve His90 ile iki aromatik H
bag1 ve Argl20 ile bir tuz kopriisii olugturdugu belirlenmistir. Diger bir ifade ile siringik
asit COX-2 enziminin inhibisyonu i¢in gerekli olan Arg120 ve Tyr355 ile etkilegsmektedir
(Abdelazeem vd., 2017; Ozyazici vd., 2020). Diger yandan fenolik bilesik COX-2 ek
cebinde bulunan ve COX-2 segiciliginde 6nemli aminoasitlerden biri olan His90 ile de
etkilegsmektedir. Tiim bu 6nemli aminoasitlerle etkilesimi olan siringik asit’in COX-2

enzimine kenetlenerek onu inhibe edebilecegi ileri siiriilebilir.

Sekil 5.24°de, 5-LOX enziminin aktif cebinde siringik asit’in 2D ve 3D pozlar
sunulmustur. Siringik asit’in His432 ve Arg596 ile iki H bagi, Arg596 ile bir tuz kopriisti
ve Phe359 ile bir n-7 istiflenmesi olusturdugu saptanmustir. Onceki calismalarda, Arg596
LOX enziminin inhibisyonu i¢in gerekli amino asit olarak tanimlanmistir (Gilbert vd.,
2020). Dolayisiyla siringik asit’in 5-LOX enzimi ile kenetlendigi sonucuna ulasilabilir.
Diger aktif cep aminoasitleri (Phe359 ve His432) ile olan etkilesimin inhibitor aktiviteyi

indiiklemis ve/veya ligand-protein kompleksini stabilize etmis olmas1 miimk{indiir.
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Sekil 5.23. Siringik asit’in COX-2 enziminin aktif cebindeki 2D ve 3D pozlari. 3D pozda, enzim inhibitér
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beyazdrr.
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Sekil 5.24. Siringik asit’in 5-LOX enziminin aktif cebindeki 2D ve 3D pozlari. 3D pozda, enzim inhibitor
aktivitesi icin anahtar rezidiilerin karbonlar: kirmizi, etkilesime giren diger rezidiilerin karbonlari
beyazdr.

Siringik asit’in COX-2 ve 5-LOX enzimleri olan kenetlenmelerini ortaya koyan
molekiiler modelleme ¢alismalari, bu fenolik bilesigin periferal antinosiseptif ve
antiinflamatuvar etkisinin bu iki enzimle iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
bulgular siringik asit’in COX-2 ve/veya 5-LOX enzimi ile etkilesiminin modellendigi
veya bu enzimleri inhibe edici aktivitelerinin bildirildigi 6nceki ¢alismalar ile uyumludur
(Stanikunaite vd., 2009; Habza-Kowalska vd., 2021).
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Bu tez c¢alismasinin bir sonraki adiminda siringik asit’in COX-2 ve 5-LOX
enzimleri ile etkilesiminin zamana bagli degisimini incelemek lizere MDS ¢alismalar1

yapilmistir.

5.9. Molekiiler Dinamik Simiilasyon Calismalarimin (MDS) Sonuglari

MDS c¢alismalarinda, ligand-protein etkilesimlerinin degerlendirilmesi i¢in

oncelikle ligand-protein kompleksinin stabilitesinin incelenmesi gerekmektedir.

Siringik asit-COX-2 (Sekil 5.25 A1-C1) ve siringik asit-5-LOX (Sekil 5.25 A2-
C2) enzim komplekslerinin stabilite grafikleri incelendiginde, Rg grafiginin diisiik
dalgalanmalar gosterdigi, proteinin RMSD degerlerinin 1-3 A arasinda oldugu ve RMSF
grafiginde etkilesime giren rezidiilerin dalgalanma degerlerinin azaldig1 ortaya
konulmustur. Elde edilen bu degerlerin literatiirde belirtilen standartlara uygun olmasi

nedeniyle (Desmond, 2020), her iki ligand-protein kompleksinin de stabil oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 5.25. Siringik asit-COX-2 (A1, B1, C1) ve siringik asit-5-LOX (A2, B2, C2) enzim komplekslerinin
stabilite diyagramlar: A: Rg grafigi; B: RMSD grafigi; C: RMSF grafigi.

MDS ¢aligmalarinda, elde edilen verilerin giivenilir olmasi i¢in simiilasyonun bir
kisminin veya tamaminin kararlilik gostermesi gerektigi bilinmektedir (Sliwoski vd.,

2014). Bu c¢alismada, COX-2 ve 5-LOX enzimleri i¢in yapilan simiilasyonlarda,
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kararliligin simiilasyon siireleri boyunca korunmus olmasi nedeniyle elde edilen verilerin

(Sekil 5.26 ve Sekil 5.27) giivenilir oldugu kabul edilebilir.

Sekil 5.26’da siringik asit-COX-2 enzim kompleksinin MDS’deki etkilesim

sonuglar1 goriintiilenmistir.
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Sekil 5.26. Siringik asit-COX-2 enzim kompleksinin etkilesim diyagramlar: A: Etkilegim-etkilesim
tiirlerinin sayisi ve zaman grafigi; B: Residiilere gore etkilesim fraksiyonlari-etkilesim tiirlerinin grafigi;
C: Rezidii-zaman grafigi icin toplam etkilesim,; D: COX-2 enziminin aktif cebinde siringik asit’in temas
kuvvetinin 2D pozu (cut off = %10).

Yukarida bahsedildigi gibi, COX enzimi ile etkilesimde esansiyel amino asitlerin
Argl120 ve Tyr355 oldugu bilinmektedir. Calismamizda, siringik asit’in karboksilik asit
kisminin iki oksijen atomunun iki adet H-bag1 kurarak Argl20'ye baglandigi, su aracili

bir H-bag1 araciligiyla da Tyr355 ile etkilesime girdigi belirlenmistir. Ayrica Tyr385,
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Trp387, Val523 ve Ser530 aminoasitleriyle aromatik H-baglar1 yaptigi gézlenmistir. Bu
karboksilik asitin, su aracili H-baglar1 yoluyla Leu352, Ser530 ve Arg513 amino

asitlerine de baglandigi belirlenmistir.

Bunun yam sira, siringik asit’in fenolik hidroksi grubunun, H-bag1 araciligiyla
Tyr385 ve Ser530 ile etkilesime girdigi saptanmistir. Ayrica, siringik asit’in metoksi
gruplarindan birinin de fenolik hidroksi grubu ile ayni etkilesimlere sahip oldugu
belirlenmistir. En yliksek etkilesim fraksiyon degeri ile Argl120 ve siringik asit arasinda
yogun ve devamli bir afinite oldugu saptanmistir. Diger yandan, simiilasyon boyunca H-
bagi ve m-m etkilesimi seklinde sadece iki tiir etkilesim gozlenmistir. Argl20
rezidiisiinden sonra, sirasiyla Tyr385, Ser530, Arg513 ve Leu352 aminoasitleri ile 0.5'in
tizerinde etkilesim fraksiyonlar1 gdzlenmistir. Hidrofobik amino asit olarak bilinen
Tyr385 ile dogrudan etkilesimlerin %60'in iizerinde H-bag giicii olarak olustugu
belirlenmistir. Sonug olarak, siringik asit’in inhibitér aktivitesinde Argl20, Leu352,
Tyr355, Tyr385, Ser 530 ve Arg513 ile olan etkilesimlerin 6nemli bir role sahip oldugu

saptanmuistir.

Docking sonucunda His90 aminoasiti ile etkilesim gériilmesine ragmen MDS'de 10
ns civarinda bu etkilesimin ortadan kalktigi belirlenmistir. Bununla birlikte, ligand
Arg513 aminoasiti ile etkilesime girdigi icin COX-2 secici inhibisyonunun hala mevcut
oldugu ve bu etkilesimin simiilasyonun sonuna kadar yiiksek bag kuvvetiyle (su aracili

H-bag, %56) gozlemlenmeye devam ettigi ortadadir.

Sekil 5.27°de siringik asit-5-LOX enzim kompleksinin MDS’deki etkilesim
sonuglar1 goriintiilenmistir. Simiilasyon esnasinda H bagi, tuz kopriisii, n- 7 etkilesimi ve
n-katyon etkilesimleri goriilmiistiir. Arg596 aminoasiti ile olan etkilesimlerin higbir
zaman kesintiye ugramadigi, H-bagi, su aracilt H-bag1 ve iyonik etkilesimler seklinde
goriildiigii ve etkilesim fraksiyonunun 1.75 civarinda oldugu belirlenmistir. H-baglarinin
giicleri %72 ve %80 olarak hesaplanmistir. Diger yandan, Thr364, His432 ve Trp599
amino asitlerinin etkilesim fraksiyonlar1 0.5'in iizerinde hesaplanmis ve bu calismada
gozlenen etkilesimler i¢in 6nemli olduklart tespit edilmistir. Ayrica His360, His432 ve
Trp599 aminoasitleriyle de aromatik H-baglar1 gézlenmistir.
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Sekil 5.27. Siringik asit-5-LOX enzim kompleksinin etkilesim diyagramlar: A: Etkilesim-etkilesim
tiirlerinin sayisi ve zaman grafigi; B: Residiilere gore etkilesim fraksiyonlari-etkilesim tiirlerinin grafigi;
C: Rezidii-zaman grafigi icin toplam etkilesim; D: 5-LOX enziminin aktif cebinde siringik asit’in temas
kuvvetinin 2D pozu (cut off = %10).

Siringik asit’in inhibitor aktivite i¢in 6nemli olan Arg596 aminoasiti yoluyla aktif
bolgeye kenetlenmesinin yami sira diger amino asitlerle de etkilesime girdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte, aktivitenin temel olarak arjinin aminoasidi ile ilgili
oldugu, diger amino asitlerin kompleksin kararli kalmasini saglayarak inhibitor aktiviteye
katkida bulunabilecegi ileri siiriilebilir. Etkilesimlerin, Thr364 ile H-bag ve su aracili H-
bagi yoluyla; His422 ile H bagi, su aracili H-bagi ve hidrofobik etkilesimler yoluyla;
Trp599 ile su aracili H-bagi ve hidrofobik etkilesimler yoluyla meydana geldigi

saptanmistir.
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Sonug olarak, COX-2 inhibisyonunda Arg120 ve Tyr355 esansiyel amino asitleri;
5-LOX inhibisyonunda Arg596 esansiyel amino asiti ile yiiksek afiniteli ve siireklilik
gosteren etkilesimler gézlenmistir. Diger yandan, diger aktif cep amino asitleri ile olan
etkilesimlerin, sistemin stabilitesinin iyilestirilmesine ve bodylece inhibitér aktiviteye

katkida bulunabilecegi ileri siiriilebilir.

71



6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, siringik asit’in olasi antinosiseptif ve antiinflamatuvar

etkilerini aragtirmak tizere gesitli in vivo deneyler gergeklestirilmistir.

Rodentlerin motor aktivitelerini/performanslarini bozan ajanlarin agr1 deneylerinde
yanlis pozitif sonuglara neden olabilecegi bilgisinden hareketle (Can vd., 2012; Demir
Ozkay ve Can, 2013; Turan-Zitouni vd., 2015; Lei ve Yan, 2022), deneylere siringik
asit’in farelerin motor aktivitelerinde herhangi bir degisiklige neden olup olmadigi
arastirilarak baglanmistir. Bu amagla aktivitemetre testleri yapilmistir. Deneyler
sonucunda, siringik asit’in 50 ve 100 mgkg? dozlarda farelerin ambulatuar
aktivitelerinde, dikey ve yatay aktivite sayilarinda ve yiiriime mesafelerinde istatiksel
olarak anlamli bir degisiklige Ssebep olmadigi belirlenmistir. Bu bulgu, siringik asit
uygulamalari sonucunda gozlenen farmakolojik etkilerin farelerin motor aktivitelerindeki
herhangi bir degisiklikten bagimsiz olarak gerceklestigini yani s6z konusu etkilerin

spesifik oldugunu ortaya koymasi agisindan énemlidir.

Hayvanlarin motor aktivitelerinin degerlendirilmesinden sonra siringik asit’in olas1
antinosiseptif etkinligi arastirilmistir. Siringik asit’in antinosiseptif etkinligi mekanik
nosiseptif uyaranin uygulandigi kuyruk sikistirma testi; termal nosiseptif uyaranin
uygulandigr kuyruk daldirma ve sicak plaka testleri; kimyasal nosiseptif uyaranin
uygulandigi asetik asit ile indiiklenen kivranma ve formalin testleri ile incelenmistir. Bu
fenolik bilesigin, uygulanmasinin ardindan 30., 60., 90., 120. ve 180. dakikalarda yapilan
kuyruk sikistirma, kuyruk daldirma ve sicak plaka testi dlgiimlerde farelerin reaksiyon
stirelerinde, %MPE ve AUC degerlerinde anlamli bir degisiklige sebep olmadig:
saptanmugstir. Siringik asit’in asetik asit ile indiiklenen kivranma testinde ise farelerin
kivranma davranis1 sayilarini azalttigi belirlenmistir. Bu bulgu siringik asit’in periferal
antinosiseptif etki gosterdigini ortaya koymustur. Bu fenolik bilesik formalin testinin
birinci fazinda farelerin penge yalama siirelerini degistirmezken, ikinci fazda s6z konusu
siireleri istatiksel olarak anlamli bigimde azaltmistir. Formalin testinden elde edilen bu
bulgular antinosiseptif etkinligin degerlendirildigi diger testlerin bulgularini desteklemis
ve siringik asit’in santral mekanizmalardan ziyade periferal mekanizmalar ile

antinosiseptif etkinlik gosterdigini ortaya koymustur.

Elde edilen bulgular dogrultusunda deneylere karragenin ile indiiklenen

inflamasyon testi ile devam edilmistir. 50 ve 100 mg.kg™? dozlarda uygulanan siringik
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asit’in bu testte karragenin enjeksiyonundan iki ve {i¢ saat sonra hayvanlarin pence
O0demini istatiksel olarak anlamli bi¢imde azalttig1 belirlenmistir. Bu bulgular ile siringik

asit’in antiinflamatuvar etki gosterdigi ortaya koyulmustur.

Tez caligmalar1 kapsaminda periferal antinosiseptif ve antiinflamatuvar etkinlige
sahip oldugu belirlenen siringik asit’in analjezi ve inflamasyon siiregleri ile yakindan
iligkili olan COX ve LOX enzimleri (Claria ve Romano, 2005; Giménez-Bastida vd.,
2021) ile etkilesimleri molekiiler docking calismalar1 yapilarak arastirilmistir. Siringik
asit’in COX-1'e yerlestigi halde hi¢ bag olusturmadigi, COX-2 ve 5-LOX enzimleri ile
ise iyi bir sekilde kenetlendigi gézlenmistir. Diger yandan, MDS sonuglart siringik asit’in
COX-2 ve 5-LOX enzim komplekleri ile yiiksek afiniteli ve siireklilik gosterecek bigimde
etkilestigini ortaya koymustur.

Son zamanlarda, antiinflamatuvar ajan tasarlama g¢alismalarinda COX-2/5-LOX
dual inhibitérleri dikkat ¢ekmektedir. ikili inhibisyonu esas alan bu yaklagimin, bir
yandan molekiiliin terapotik etkinligini artirirken diger yandan da COX-2 ve 5-LOX
enzimlerinin inhibisyonlart ile iligkili yan etkileri azalttiklari bildirilmistir (Meshram vd.,
2021). Bu baglamda, bu tez calismasi ile dual inhibisyona neden oldugu ortaya koyulan
bir bilesik olan siringik asit’in agrili/inflamatuvar hastaliklarin tedavisi i¢in klinik agidan
avantaja sahip olabilecegi diisiiniilebilir. Bu hipotezin kanitlanmasi i¢in daha kapsaml

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda siringik asit’in agri1 ve inflamasyon siireglerde 6nemli rol
oynayan COX ve LOX enzimleri ile etkilesimini ortaya koyan in silico c¢aligmalar
yapilmistir. Diger yandan s6z konusu siireglerde pek ¢ok endojen mekanizmanin rol
oynadig1 bilinmektedir. Dolayisiyla bu ¢aligmanin devaminda siringik asit’in periferal
antinosiseptif ve antiinflamatuvar etkisinde rol oynayan diger olas1 mekanizmalarin gerek

in vivo gerekse in silico yontemler kullanilarak aydinlatilmasi planlanmaktadir.

Non-selektif COX inhibitorlerinin gastrointestinal hasara, inmeye ve bobrek
yetmezligine neden olma potansiyelleri oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla siringik asit’in
COX-2 enzimini selektif olarak inhibe ederek COX-1 kaynakli yan etkilerden muaf
olmast miimkiin goériinmektedir. Diger yandan gastrointestinal yan etkilerin azalmasi
amaci ile gelistirilen se¢ici COX-2 inhibitdrlerinin de kardiyovaskiiler yan etkilere neden
oldugu bilinmektedir (Meshram vd., 2021). Bu baglamda, siringik asit’in kardiyovaskiiler

parametreler iizerine olan olasi etkilerinin incelenmesinin 6nemli oldugunun alti
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cizilmelidir. Siringik asit’e bagli olumsuz kardiyovaskiiler etkilerin goriilmesi potansiyel
yan etkilerin farkinda olmak agisindan 6nemli olacagi gibi; s6z konusu kardiyovaskiiler
yan etkilerin gériilmemesi de bu bilesigin farmakoterapi agisindan 6nemli bir avantaja

sahip olabilecegi anlamina geldigi i¢in degerli olacaktir.
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