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ROSMARINIK ASIT ANALJEZISINE SEROTONERJIK ve
NORADRENERJIK MODULASYONUN KATKISI

OZET

Rosmarinik asit antioksidan, anti-inflamatuvar ve noroprotektif 6zelliklere sahip
bir polifenoldiir. Analjezik etkinliginin smirli sayida gosterilmis oldugu
caligmalarda  etki mekanizmasimnin  yeterince aydmlatilmamis  oldugu
goriilmektedir.

Tez ¢alismasinda, 0.3, 1 ve 3 mg/kg (p.0.) rosmarinik asitin santral analjezik
etkinliginin farelerde sicak-plaka ve kuyruk-batirma testleri ile zamana bagl
olarak, periferal analjezik etkinliginin ise asetik asit ile indiiklenen kivranma testi
ile degerlendirilmesi ve bu etkinlikte inici inhibitdr yolaklarda yer alan
serotonerjik sistemin roliiniin SHTa/c reseptor antagonisti ketanserin (1 mg/kg,
i.p.) kullanilarak ve adrenerjik sistemin roliiniin  ayp-adrenerjik antanogisti
yohimbin (1 mg/kg, i.p.) kullanilarak arastirilmasi amaglanmistir. Antagonist
uygulamasi test maddesi uygulamasindan 30 dakika 6nce yapilmaistir.

Sicak-plaka testinde 1 mg/kg rosmarinik asit 45 dakikada, 3 mg/kg rosmarinik asit
ise 30, 45 ve 60 dakikada, kuyruk-batirma testinde 1 ve 3 mg/kg rosmarinik asit
45 ve 60 dakikada termal uyarana karsi verilen cevabinin siiresini uzatmuistir.
Kivranma testinde ise, rosmarinik asit 45. dakikada tim dozlarda kivranma
sayilarini anlamli olarak azaltmistir. Ketanserin, rosmarinik asitin olusturdugu
etkiyi sicak-plaka testinde degistirmemis, kuyruk-batirma testinde anlamli olarak
geri ¢evirmistir. Kivranma testinde ise rosmarinik asit uygulamasi ile azaltilan
kivranma sayist iizerine etkili olmamistir. Yohimbin, rosmarinik asitin
olusturdugu etkiyi sicak-plaka testinde goreceli olarak, kuyruk-batirma testinde
ise anlamli olarak geri c¢evirmistir. Kivranma testinde de, rosmarinik asit
uygulamasi ile azaltilan kivranma sayisini anlamli olarak arttirmistir. Rosmarinik
asit hem inici inhibitér yolakta yer alan serotonerjik ve noradrenerjik sistemi
degisik diizeylerde modiile ederek hem de periferik noradrenerjik sistemi stimiile
ederek santral ve periferal analjezik etki saglamaktadir. Dolayisiyla, agrinin eslik
ettii rahatsizliklarda tek basmma veya yardimci ilag olarak giivenle
kullanilabilecek dogal bir ajandir.

Anahtar Kelimeler: rosmarinik asit, agri, serotonin, noradrenalin.



The PARTICIPATION of SEROTONERGIC and NORADRENERGIC
MODULATION in ROSMARINIC ACID-INDUCED ANALGESIA

ABSTRACT

Rosmarinic acid is a polyphenol which has antioxidant, anti-inflammatory and
neuroprotective properties. It has been showed that rosmarinic acid has an
analgesic effect, however, the mechanism of action has not been sufficiently
clarified.

In the thesis, it was aimed to evaluate the central analgesic activity of 0.3, 1 and 3
mg/kg (p.o.) rosmarinic acid in mice by hot-plate and tail-immersion tests in a
time depend manner, peripheral analgesic activity by acetic acid-induced writhing
test and to research the role of serotonergic system by using ketanserin (1 mg/kg,
I.p.), SHT2asc receptor antagonist, and yohimbine (1 mg/kg, i.p.), a-adrenergic
receptor antagonist, on antinociception of rosmarinic acid. Antagonists were
administrated 30 minutes prior test material.

The enhanced withdrawal responses to thermal stimuli were observed 45 minutes
after administration of 1 mg/kg rosmarinic acid; 30, 45 and 60 minutes after 3
mg/kg rosmarinic acid administration in hot-plate test; and also 45 and 60 minutes
after 1 and 3 mg/kg rosmarinic acid administration in tail-immersion test. In
writhing test, the number of writhing significantly decreased 45 minutes after the
administration of 0.3, 1 and 3 mg/kg rosmarinic acid. The antinociception induced
by rosmarinic acid was significantly reversed by ketanserin only in tail-immersion
test while yohimbine reversed relatively in hot-plate and significantly in tail-
immersion test. The number of writhes which is reduced by administration of
rosmarinic acid were increased by yohimbine pre-treatment. Rosmarinic acid
provides central and peripheral analgesic effects by modulating serotonergic and
noradrenergic systems which are located in descending inhibitory pathway and
also by stimulating peripheral noradrenergic system. Therefore, rosmarinic acid is
a natural agent which can be used safely by one-self or as an adjuvant in pain
management.

Key Words: rosmarinic acid, pain, serotonin, noradrenalin.
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GIRIS ve AMAC

Agrt; var olan veya olast doku hasart ile iligkili duyusal ve emosyonel hos
olmayan bir deneyim olarak tanimlanmaktadir (Merskey ve Bogduk, 1994). Agri
modiilasyonu periferden santrale bir ¢cok inhibitor veya eksitatér mediyatoriin ve
degisik reseptor gruplarmin uyumlu ¢alismasiyla yonetilen son derece kompleks
bir siiregtir. Agrinin spinal ve supraspinal seviyelerde santral modiilasyonu inici
ve ¢ikict yolaklarin ve gesitli beyin bolgelerinin rol aldigi karmasik bir siirectir.
Cikici yolaklar endojen opioid, monoamin ve asetilkolin aracili mekanizmalara
sahip iken, ¢ikici agriy1 kontrol eden, beyin sap1 ¢ekirdeginden koken alip dorsal
boynuz (DB)’ da sonlanan ve intrinsik spinal nosisepsiyonun ilerlemesini
azaltmakta veya diizenlemekte olan inici inhibit6r yolaklar siklikla serotonin ve
noradrenalin gibi norotransmitterlerden faydalanmaktadir (de Freitas ve ark.,
2004; Pertovaara, 2006; Schaible, 2007; Kwon ve ark., 2014).

Agrinin hafifletilmesi i¢in piyasada non steroidal anti-inflamatuvar ilaglar
(NSAlllar), opioidler, trisiklik antidepresanlar ve antikonviilsanlar gibi birgok ilag
bulunsa da ¢ogu hasta mevcut ilaglarin ¢esitli yan etki ve tolerabilite
problemlerinden dolay1 tamamlayici veya alternatif tedavi olarak bitkisel tedaviye
bagvurmakta ve olumlu yanit almaktadir (Zareba, 2009). Dolayisiyla, son
zamanlarda giinimiiz tibbinda daha az yan etkiye ve daha giiglii terapotik
sonugclara sahip olan bitkisel ilaglarla tedaviye ilgi olduk¢a artmistir (Stizer, 2005;
Mehrotra ve ark., 2011). Diinya Saglk Orgiitii’niin 2000 yilindaki raporunda,
Avrupa, Avusturalya ve Kuzey Amerika’ da yasayan insanlarin yaklasik % 50’
sinin alternatif-destekleyici tedavi metotlarindan birini kullandiklarini ve bu
metotlar i¢inde en ¢ok kullanilanin da bitkisel ilaglar oldugu agiklanmistir (Siizer,
2005). Ayrica giiniimiizde ilerleyen tip bilimi ve teknolojiler sayesinde halk
arasinda sifali oldugu bildirilen bitkilerin etkileri ve bu etkilere araci olan
kimyasal ya da kimyasallar belirlenebilmektedir (Siizer, 2005). Tartigmasiz bir
sekilde bitkiden elde edilen bilesikler; giiniimiizde kullanilan cesitli anti-
inflamatuvar ve analjezik ilaclarin gelisimine fazlasiyla katkida bulunmustur
(Pragasam ve Rasool, 2013). Sentetik ilaglarin ilag endiistrisinde 6nemli pay1 olsa
bile, dogal ilag etken maddeleri ve bilesiklerden f{iretilen ilaglar giiniimiizde
kullanilan ilaglarin neredeyse % 50’sini olusturmaktadir. 1981-2006 arasinda
gelistirilen ilaglarin % 32 si dogal ya da yar1 sentetiktir, ayrica yeni gelistirilen
ilaclarn % 17 si de dogal iriinlerin kromoforlar1 esas alinarak gelistirilen
ilaglardir. Yeni ilaclarin neredeyse yarisinin dogal kaynaklari esas almasi ilag
gelistirme ¢alismalarini hizla dogaya yonlendirmektedir (Harput, 2010).

Bitkilerin ig¢inde yaygin olarak bulunan besinsel polifenoller ve fenolik asitlerin
insan saglig1 icin giivenli ve yararli olduklar1 artik bilinen bir gergektir ve bu
Ozelliklerini serbest radikal siipiiriicii, metal selasyonu, enzimatik aktivitenin
diizenlenmesi ve sinyal transdiiksiyon yolaklarinin degisimi gibi ¢esitli biyolojik
etkilerine bor¢lu olduklar1 bildirilmistir (Mattila ve ark., 2006; Pragasam ve
Rasool, 2013). Cesitli calismalarla fenolik asit igeren bitkilerin analjezik
etkinlikleri degerlendirilmis ve etki, igeriklerinde bol miktarda bulunan
fenoliklere dayandirilmistir (Gorzalczany ve ark., 2011; ibrahim, 2012; Liao ve
ark., 2012; Sen ve ark., 2013). Saf fenolik asitlerin ise, agrinin giderilmesinde yeri
olan anti-inflammatuvar etkinlikleri nispeten daha cok c¢alisilmig, analjezik
etkinliklerine dair bilgiler kisitli kalmistir. Rosmarinik asit, Laminaceae



familyasindaki ¢esitli bitkilerde yaygin olarak bulunan ve antioksidan, anti-
inflamatuvar, antikanser, noroprotektif 6zelliklerinin yani sira analjezik etkileri de
rapor edilmis bir polifenoldiir. Rosmarinik asitin agr1 ile iliskili etkinliginin
aragtirtldigr sinirli sayida ¢alisma vardir (Guginski ve ark., 2009; Hasanein ve
Zaheri, 2014). Bu c¢alismalarda analjezik etkinlik gosterilmesine ragmen
hi¢birinde rosmarinik asitin etki mekanizmast yeterince aydinlatilmamaistir.
Calismalara baktifimiz zaman yalnizca opioiderjik sistemin analjezik etkinlige
katkisinin arastirildigini (Boonyarikpunchai ve ark., 2014), fakat inici inhibitor
yolaklarda 6nemli rol oynayan serotonerjik ve adrenerjik sistemin katkisinin
heniiz gosterilmedigi goriilmektedir. Farmakolojik etkinlik gdsteren maddelerin
etki mekanizmalarinin aydinlatilmas1 etki kalibinin belirlenebilmesi ve etki
profilinin ortaya koyularak ileride planlanacak c¢aligmalara temel olusturmasi
bakimindan 6nem teskil etmektedir.

Bu bilgilerden hareketle tez ¢alismasinda, farelerde oral uygulanan 0.3, 1 ve 3
mg/kg rosmarinik asitin santral analjezik etkinliginin sicak-plaka ve kuyruk-
batirma testleri ile zamana bagl olarak, periferal analjezik etkinliginin asetik asit
ile indiiklenen kivranma testi ile degerlendirilmesi ve rosmarinik asitin neden
oldugu antinosisepsiyona agr1 modiilasyonuna 6nemli katkisi oldugu bilinen inici
inhibitor yolaklarda yer alan serotonerjik sistem roliiniin 5HTanc reseptor
antagonisti ketanserin (1 mg/kg) kullanilarak ve adrenerjik sistem roliiniin op-
adrenerjik  antanogist yohimbin (1 mg/kg) kullanilarak arastirilmasi
amaclanmaktadir.



KAYNAK BILGISI

Agn

Agri; var olan veya olast doku hasar ile iliskili duyusal ve emosyonel hos
olmayan bir deneyim olarak tanimlanmaktadir (Merskey ve Bogduk, 1994).
Uluslararast Agr1 Arastirmalart Dernegi’nin (International Association for the
Study of Pain=IASP) vermis oldugu bu tanimin disinda; norofizyoloji’de aym
alan i¢inde kullanilan “nosisepsiyon” olarak da agriy1 su sekilde tanimlayabiliriz:
“Viicudun herhangi bir bolgesinde bir doku hasart oldugu zaman, bu bolgede
lokal olarak salinan mediyatorler ve aljezikler tarafindan; 6zellesmis sinir uglari
olan nosiseptorlerin uyarilip olusan sinyalin merkezi sinir sistemine gonderilerek
belirli noral yapilarda degerlendirilip buna kars1 gereken fizyolojik, biyosimik ve
psikolojik onlemlerin harekete gecirilmesidir”. Bu tanim, agrinin, nosisepsiyon
olaymin bir unsuru oldugunu géstermektedir (Gilizeldemir, 1999).

Agrimin siniflandiriimasi

Agrinin degisik nedenlerle cesitli sekillerde ortaya ¢iktigi bilinmekte ve ilag ile
tedavi stratejisi belirlenirken agrinin tlriinii ve nedenini iyi belirlemek
gerekmektedir. Agr1 ¢esitli sekillerde siiflandirilabilmektedir; IASP Taksonomi
Alt Komitesi; agriy1 bes eksenli taksonomi seklinde, eksen bazinda tanimlamustir.
Bu tanimlamaya gore; birinci eksen agrinin yer aldigi viicut bolgesi ile ilgilidir.
Ikinci eksen agrmin etkiledigi sistemleri, {iciincii eksen olusum siiresini ele
almaktadir. Dordiincii eksen, hastanin ifadesine gore agrinin siddeti ve
basladigindan bu yana gecen siireyi, besinci eksen ise agrinin etiyolojisini
belirtmektedir (Aydin, 2002).

Agn smiflandirmast karmasik olmakla beraber birgok klinisyen de bu durum ile
ilgili ¢eliski yasamaktadir. Sonug¢ olarak, pek cok klinisyen ortak olarak birkag
farkli siniflandirma sistemi kullanmaktadir. Bu sistemler arasi belirgin ayrimlar
her zaman miimkiin olmamaktadir. Agriyr basarili bir sekilde kontrol edebilmek
icin klinisyenler biitiin degerlendirmeleri kapsayan (6rnegin zaman, anatomi,
siddet, hasta tipi ve spesifik patoloji) agr1 siniflandirilmalari ile calisabilmeli ve
hastanin 6zel durumlarina baghh olarak modelden modele degisiklikler
yapabilmelidirler (Cole, 2002). Klinikte agr1 genellikle agrinin olustugu bolgeye
(bel agrisi, bas agris1 v.s.), agr1 siddetine (hafif, orta, siddetli), agr siiresine (akut,
subakut, kronik), agrinin altinda yatan nedene (somatik, visseral, noropatik agri)
ve mekanizmasma gore (nosiseptif, noropatik, deafferantasyon, reaktif,
psikosomatik agri) siniflandirilmaktadir (Aydin, 2002; Cole, 2002). Agr siiresi
yani devamlilifi agrinin altta yatan nedenini anlamaya yarayan en Onemli
parametrelerden biridir. Akut agri, kronik agriya gére hemen baslayan ve biiyiik
olasilikla siiresi sinirli olan agn tipidir. Genellikle akut agr1 ve nedeni arasinda
yer, siddet ve zaman bakimindan bir iliski s6z konusudur (Macintyre ve ark.,
2010). Daima nosiseptif niteliktedir. Travma, enfeksiyon, doku hipoksisi ve
inflamasyon nedeniyle olusabilmektedir. En tipik ornegi ise postoperatif akut
agridir (Aydin, 2002). Kronik veya kalic1 agr1, 3 aydan 6 aya kadar siiren olagan
akut yaralanma veya hastaligin Gtesinde, stliregelen ve tekrar eden agri1 olarak
tanimlanabilmektedir. Altinda yatan nedenler ¢oklu, karisik veya belirsiz olmakla
birlikte, patofizyolojisi bakimindan (hastalik ya da yaralanmadan kaynaklanan
veya bunlarla iligkili olabilen fonksiyonel degisiklikler), nosiseptif (siiregelen



doku hasarindan dolay1) veya noropatik (beyindeki, omurilikteki veya periferal
sinirlerdeki hasardan kaynaklanan) agr1 olarak siniflandirilabilmektedir (Feinberg
ve ark., 2013). Nosiseptif agri, tanimlanabilen bir lezyondan kaynaklanan ve doku
hasarina neden olan, somatik ve visseral nosiseptorlerin eslik ettigi agridir.
Dolayisiyla somatik ve visseral agri olarak iki gruba ayrilabilmektedir (Steeds,
2009). Somatik agri, ya kiitanoz (viicut yiizeyinde) reseptorlerin ya da derin
dokudaki (kas-iskelet dokusunda) agri reseptorlerinin uyarilmasiyla meydana
gelmektedir. Kas-iskelet dokusunda agri meydana geldiginde bunun derin somatik
agr1 oldugu diisiiniilmekte ve bazen kemik agris1 gibi algilanmaktadir (6rnegin
kalgadan dize vuran agri). Somatik agrinin olasi nedenleri arasinda kemik
metastazi, artrit ve kanser bulunmaktadir (Long ve Morgan, 2008). Kanser
hastalarinda somatik agr1 genellikle yumusak doku inflamasyonundan veya
kemige sigrayan metastaz yiiziinden kaynaklanmaktadir (Perron ve Schonwetter,
2001). Visseral agri, i¢c organlarda olusan esneme, siskinlik veya iskemi sonucu
olusabilmektedir. Ezici, kramp agris1 gibi hissedilmektedir (Long ve Morgan,
2008; Perron ve Schonwetter, 2001). Bu iki grup arasindaki temel farklilik ise
somatik agrinin duyusal liflerle, visseral agrinin ise sempatik liflerle tasinmasidir
(http-1). Noropatik agri, siklikla periferal veya merkezi sinir sistemi yolagini takip
eden bir agr tipi olup sinirlerde tiimor baskilanmasi sonucu meydana gelen islev
bozuklugu, diyabet, kemoterapi gibi nedenlerden kaynaklanmaktadir (Long ve
Morgan, 2008). Noropatik agr1 noronal bir eksiklik ile de iliskili olabilmektedir
(Perron ve Schonwetter, 2001). Omurilik yaralanmasi, multipl sklerozis, epilepsi
ve inme gibi yapisal degisikliklere bagli agrilar bu tip agriya 6rnektir. Noropatik
ve norojenik agr1 karigtirllmamalidir. Norojenik agri, herhangi bir noropati
olusturma sarti aranmaksizin periferal sinir yaralanmasi ile ortaya ¢ikan agridir.
Noropatik agr1 metabolik hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan agriyr da tanimlamak
icin kullanilmaktadir. Allodini (normalde agr1i olusturmayan bir uyarandan
kaynaklanan agri) ve hiperaljezi (normalde agriya neden olan uyarana karsi
verilen artmig agr1 yaniti) seklinde gézlenebilmektedir (Aydin, 2002).

Agri modiilasyonunda yer alan agri yolaklar

Agrimin modiilasyonu ¢esitli mediyatorler ile reseptorlerini kapsayan son derece
karisik bir siirectir. Agrinin kontrolii, bu kimyasallarin ve reseptdrlerin periferden
merkezi sinir sistemi (MSS)’ ne etkilesimi araciligiyla genis bir ag iizerinden
saglanmaktadir. Kimyasallarin ve reseptor ¢esitlerinin modiilasyona katilim orani
zararli uyaran ve agr tipine gore degisebilmektedir. Potansiyel olarak zararl ve
yikict doku uyaranlarini saptayan somatosensoryel sistem, birbirini etkileyen
cesitli periferal ve santral mekanizmalarin da dahil oldugu agriya kars1 onemli
koruyucu bir sistemdir (Macintyre ve ark., 2010). Zararli uyaranin saptanmasi,
nosiseptorlerin esik seviyesine ulagsmasi i¢in ve bu yolla MSS’ ne aktariminin
saglanmasi i¢in minimum yogunlukta zararli uyar1 siddeti gerektirmektedir
(Macintyre ve ark., 2010). Nosiseptorler ciltte, kasta, bag dokuda, damarlarda ve
i¢c organlarda cok sayida bulunmaktadir (Hudspith ve ark., 2006). iki cesit
nosiseptor vardir: mekanoreseptorler yiiksek esikle ayirt edilebilir ve mekanik
deformasyona cevap verirken, polimodal nosiseptorler, c¢esitli doku hasarina
sebep olan hidrojen iyonlar1 (protonlar), 5-hidroksitriptamin (5-HT), sitokinler,
bradikinin, histamin, prostaglandinler, l6kotrienler gibi biyokimyasallara cevap
vermektedirler (Steeds, 2009). Bu reseptorler viicuttan salgilanan ve



noromediyator islevi goren maddeler tarafindan uyarilmaktadirlar. Reseptoriin
fonksiyonu; mekanik, termal ve kimyasal enerjiyi elektriksel sinyaller haline
dontistiirmek, sonra bu uyarmin primer afferent lifler yoluyla omurilige
iletilmesini saglamaktir (Saatgioglu, 2008). Nosiseptorler bir sinir lifine ¢ikis
noktas1 veren duyusal sinir hiicreleridir (Reichling and Levine, 2009). Ad ve C
lifleri olmak {tizere iki ana sinir lifi vardir. Bahsedilen primer afferent sinir
liflerinin hiicre govdeleri ya dorsal kok ganglionunda (DKG) ya da trigeminal
ganglionda yerlesmistir ve DB’ da sonlanmaktadir. Tiim agn lifleri DB’ da
sonlanmasina ragmen, takip ettikleri yolaklar degisebilmektedir (Steeds, 2009).
AJ lifleri, aksiyon potansiyelini hizli ileten biiyiik ¢apl liflerdir. Bu lifler ani
degisiklikleri, keskin ve iyi lokalize olan agriy1 diizenlemektedir. Diger taraftan
C lifleri aksiyon potansiyelni yavas ileten kiiclik ¢apli liflerdir. Yavas, yakici,
devamli ve kronik agriy1 iletmektedirler (Stucky ve ark., 2001; Guyton and Hall,
2007). Nosiseptorler omuriligi projekte etmektedir. Omurilik santral nosiseptif
sistemin en altta kalan kismidir. Omurilikte néronlarin diizenlenmesi ile spesifik
dokulara agrinin yansimasi gibi agrinin karakteri belirlenmektedir. Omurilik,
zararli uyaran nedeniyle periferden gelen sinyalin ulastigi omurilikteki nosiseptif
ndronlarin uyarilabilirligini degistirerek spinal nosiseptif siireci etkin bicimde
amplifiye etmektedir. Nosiseptorler, DB’un gri cevher kolonunda ikinci
dereceden ndronlarla sinaptik baglanti yapmaktadirlar. Ikinci sira néronlarin bir
kismiin yukari ¢ikan aksonlari vardir ve beyin sapini veya zararli uyaran ile
baslayan bilingli agr1 yanit1 saglayan talamokortikal sistemi projekte
etmektedirler. (Schaible, 2007). Spinal projeksiyon néronlarmin yan dallari
nucleus reticularis gigantocellularis gibi karmagik olan iist merkezleri aktive
etmektedir ve ayni zamanda raphe magnus (NRM) cekirdegi ve PAG
(periakuaduktal gri madde)’mn da dahil oldugu orta beyini uyarmaktadir
(Hudspith ve ark., 2006). Beyin sapinin bu néral aglari, agrinin kontroliinde
katilan endojen opioid- monoamine- ve asetilkolin- aracili mekanizmalara
sahiptir (de Freitas ve ark., 2004). Omurilikten orta beyin, 6n beyin ve kortekse
bilgi tasiyan paralel ¢ikici  yolaklar, spinotalamik,  spinoretikuler,
spinomesensefalik ve spinohipotalamik-limbik yolaklardir (Macintyre ve ark.,
2010; Skirven ve ark., 2011). Bunlara ek olarak omurilik, inici yolaklarin da
etkisi altindadir. Inici sistem intrinsik spinal nosisepsiyonun ilerlemesini
azaltmakta veya diizenlemektedir (Schaible, 2007).

Agrit modiilasyonunda inhibitor inici yolak

Beyin sapinin omurilik diizeyinde agr ile iligkili sinyalleri diizenlemede 6nemli
bir rolii oldugu iyi bilinmektedir. Bu diizenleyici beyin sapi-spinal yolagin
cogunlukla agriyr inhibe ettigi goriilmektedir. Anlasildig1 lizere inici inhibitor
yolaklar beyin sapindan kdken almaktadir. Beyin sap1 ¢ekirdeginden koken alan
(6zellikle periakuaduktal gri madde (PAG) ve rostral ventromediyal medulla
(RVM)) yolaklar spinal diizeye inmektedir ve DB’ daki agri sinyallerinin
transmisyonunu etkilemektedir. PAG inici inhibisyonun anahtar bolgesidir. PAG;
NRM, nucleus reticularis gigantocellularis pars alfa ve nucleus
paragigantocellularis lateralis’i de igeren RVM’yi projekte etmektedir ve limbik
sistem, kortikal alan ve hipotalamustan girdi almaktadir. RVM’deki néronlar
dorsolateral funiculus boyunca DB’u projekte etmektedir (Hudspith ve ark., 2006;
Schaible, 2007). Inici inhibisyon ve fasilitasyon arasindaki denge uyaranin tiirii ve



siddeti ve ayrica hasar1 takip eden zamana gore degisebilmektedir (Macintyre ve
ark., 2010). Bir¢ok mekanizma spinal DB seviyesinde inici inhibitor etkinin
diizenlenmesinde yer almaktadir (Pertovaara ve Almeida, 2006). Elektrofizyolojik
calismalar RVM’den gelen GABAerjik ve glisinerjik projeksiyonlarin da
antinosisepsiyona aracilik ettigini 6ne siirmektedir (Ossipov ve ark., 2010).
Omurilik DB’ un ylizeysel laminalar1i GABA (y-aminobutirik asit), glisin ve
enkefalin gibi inhibitoér norotransmitterleri iceren interndronlara sahiptir. Yolaklar
bu inhibtér internéronlari uyarmakta ve spinal agri iletim ndronlarinin inici
inhibisyonu i¢in ek mekanizmalar olarak nitelendirilmektedir (Pertovaara ve
Almeida, 2006). Inhibitdr inici yolak 6zellikle patolojik kosullar altinda aktive
olan endojen agr1 baskilayici bir yolaktir. Bu sistemin anahtar bolgesi daha 6nce
bahsedildigi gibi PAG olarak adlandirilan ve orta beyinde yer alan bir bolgedir.
Enkefalin igeren noronlarin bol bulundugu PAG; hipotalamus, korteks ve talamus
gibi diger beyin bdlgelerinden inputlar almaktadir. PAG noronlarinin aktivasyonu
NRM ¢ nin yer aldigi RVM’deki noronlarin aktivasyonuna neden olmaktadir.
NRM’ den serotonin ve enkefalin igeren ndéronlar omuriligin DB’ unun substantia
gelatinosa (SG)’na projekte olmakta ve nosiseptif transmisyona inhibitor etkiler
olusturmaktadir. Ayrica DB’da nosiseptif transmisyona inhibitor etki olusturan ve
locus ceruleus’ dan koken alan noradrenerjik yolak da  bulunmaktadir
(Offermanns ve Rosenthal).

Inhibitor serotonerjik yolak

Inhibitér serotonerjik inici yolaklarin varhigi ilk olarak, serotonerjik
antagonistlerin RVM’den baslayarak stimiilasyon ile iiretilen antinosisepsiyonu
bloke ettigini gosteren galigmalarca ortaya konmustur. Bu ¢aligmalar, inici agr1
inhibisyonunun RVM’ den projekte olan serotonerjik ndronlar araciligiyla
gerceklestigini gdstermektedir. PAG veya RVM’nin stimulasyonunun omurilikte
serotonin salimina sebep oldugu ve 5-HT agonistlerinin intratekal uygulanmasinin
antinosisepsiyona neden oldugu, ve de RVM’den dogan antinosisepsiyonu
intratekal 5-HT antagonistlerinin  zayiflattigi da ¢alismalar tarafindan
bildirilmektedir. Retrograd etiketleme calismalari ise nucleus
paragigantocellularis ve nucleus gigantocellularis ventral kisminin yani sira
RVM’de yer alan raphe magnus ¢ekirdeginden dogarak omurilik DB’ na projekte
olan serotonerjik yolaklarin varligimi gostermistir. Cogu ¢alisma birlikte
degerlendirildiginde RVM’nin buradan inen serotonerjik agri1 yolaklar ile agriy1
modiile ettigini ifade etmesine ragmen, RVM’de agriyr modiile edebilen non-
serotonerjik néronlarm da bulundugu bilinmektedir. Ornegin RVM’den dogan
spinal projeksiyonlarin sadece % 20’ sinin serotonerjik olup ¢cogunun glisinerjik
ve GABAerjik kaynakli oldugu gosterilmistir. Serotonerjik RVM néronlarinin bu
noronlarin aktivitelerini modiile ettigi ileri siirtilmektedir. 5-HT reseptorlerinin alt
tiplerinin ¢esitliligi ve omurilik DB’ un kompleks anatomik yapist agri
modiilasyonunda serotoninin roliiniin yorumlanmasini zorlastirmaktadir (Ossipov
ve ark., 2010). Tek bir hiicre seviyesinde bakildiginda serotoninin genellikle
inhibitdr bir norotransmitter oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin omurilik DB 5-
HT1a reseptorlerinin yer aldigi raphe magnus cekirdeginin stimiilasyonu ya da
serotoninin iyontoforezi agrili uyarana verilen cevabi azaltmaktadir (Zemlan ve
ark., 1994), ancak internéronlarda serotoninin eksitator olabilecegine dair kanitlar
da vardir (Todd ve ark., 1983). Anlasildig1 lizere aktive edilen reseptor alt tipine



gore omurilik serotoninin etkisi inhibitor veya fasilitator nitelikte olabilmektedir.
Inhibitér 5-HT reseptoriiniin antagonistinin spinal uygulamast RVM’ye enjekte
edilen morfinin antinosiseptif etkisini bloke etmistir ayn1 zamanda, fasilitator 5-
HT; reseptorlerinin antagonizmast RVM’ye uygulanan kolesistokinin ile
indiiklenen hiperaljeziyi bloke etmistir. 5-HT7 reseptorlerine omuriligin dorsal
boynuzundaki GABAerjik interndronlarin yani sira primer afferent liflerin santral
terminallerinde ve DKG’ de (arka kok gangliyonda) rastlanmaktadir (Ossipov ve
ark., 2010). Serotonin reseptorlerin lokalizasyonu da inhibitér veya fasilitator
etkinlik gdstermesinde rol oynamaktadir. Ornegin spinal 5-HT,a reseptorlerinin
stimiilasyonu pronosiseptif, spinal inhibitor interndronlardaki 5-HT,a reseptorleri
antinosiseptif 6zellik gostermektedir. Benzer sekilde spinal internoronlardaki 5-
HT,c bolgeleri de serotoninin potansiyel antinosiseptif etkisine aracilik etmektedir
(Silveira ve ark., 2010).

Inhibitér adrenerjik yolak

Antinosisepsiyon saglamak i¢in PAG veya RVM’nin elektriksel uyarilmasi ile
serebrospinal sivida noradrenalin seviyelerinin artmasi ve bu artisin spinal
adrenerjik  antagonistlerle bloke edilmesi inici inhibisyonla iliskili
antinosisepsiyonda noradrenalinin giiclii bir katkist oldugunu gostermektedir.
PAG ve RVM’nin her ikisi de noradrenerjik noronlari kapsamazken, agr
modiilasyonu i¢in 6nemli olan A5 (locus coeruleus), A6 ve A7 (Kolliker-Fiise)
cekirdekleri de dahil olmak iizere noradrenerjik bolgelerle baglantilara sahiptir.
Bu noradrenerjik c¢ekirdekler omurilige kadar dogrudan noradrenerjik
projeksiyonlarin baslica kaynagidir ve presinaptik ve postsinaptik spinal agri
transmisyon noronlarinin inhibisyonuna katki saglamaktadir (Pertovaara ve
Almeida, 2006; Ossipov ve ark., 2010). Spinotalamik sistem néronlarmin hiicre
govdelerinin  dogrudan katekolaminerjik inervasyonu spinal agri iletim
ndronlariin postsinaptik noradrenearjik inhibisyonu i¢in yapisal bir temel
saglamaktadir. Ayrica, spinal DB yiizeysel laminalarinda noradrenalin, inhibitor
interndronlar olmasi muhtemel olan kii¢iik, al¢ak esikli bir popiilasyonunu aktive
etmektedir. Inhibitér interndronlarn noradrenerjik aktivasyonu SG’ da
GABAerjik ve glisinerjik inhibitor sinaptik transmisyonun artisina yol agmaktadir
(Pertovaara ve Almeida, 2006). Bu mekanizmalara ek olarak adrenerjik
aktivasyonun postsinaptik bolgelerin yani sira, primer afferent terminallerden
eksitatdor norotransmitterlerin  salimimini inhibe ederek presinaptik aktivite
araciligiyla omurilik diizeyinde nosiseptif transmisyonu inhibe ettigi gosterilmistir
(Ossipov  ve ark., 2010). Caligmalar spinal ap-adrenerjik reseptdrlerin
noradrenalinin antinosiseptif etkisine aracilik ettigini gostermektedir (Pertovaara,
2006). Ornegin, ap-adrenerjik reseptorler agonisti klonidinin spinal uygulanmasi
saglikli goniillilerde termal ve kapsaisinin indiikledigi agriyr bloke etmistir.
Omurilik  dilimlerinde  gerceklestirilen — kayitlar  ap-adrenerjik  reseptor
aktivasyonunun noronlar1 hiperpolarize ederek inhibisyon sagladigini gostermistir
(Ossipov ve ark., 2010). Noradrenalin presinaptik ap-adrenoseptorlerdeki
(6zellikle adrenoseptor altipi o0pa) etkisinden dolayr omurilikte nosiseptif
sinyallerin transmisyonunu inhibe etmektedir. Bir diger reseptor alt tipi olan apc-
adrenoseptor alt tipleri de, spinal dorsal boynuzda bulunmaktadir fakat dagilimi
apa-adrenoseptorlerinkinden ¢ok farklidir. Soyle ki, axc-adrenoseptorler, eksitator
olmasit muhtemel olan ve biiyiik ihtimalle medullaya ¢ikan projeksiyonlarla



nosisieptif noronlar1 innerve eden spinal internéronlarin akson terminallerinde
yerlesmistir. Bu anatomik bulgular, spinal aoc-adrenoseptorlerin  presinaptik
olarak pronosiseptif spinal interndronlarin inhibisyonunu saglayarak agri
baskilayici etkilere sahip oldugu hipotezini desteklemektedir (Pertovaara ve
Almeida, 2006). inhibitér interndronlarin noradrenerjik aktivasyonu substantia
gelatinosada GABAerjik ve glisinerjik inhibitdr sinaptik transmisyonun artigina
yol agmaktadir (Pertovaara ve Almeida, 2006). Yakin zamanlarda, aj-adrenerjik
reseptorlerin aktivasyonunun da GABA interndronlarin depolarizasyonuna
neden oldugu kanitlanmistir ve bu mekanizma inhibisyondaki artisin bir baska
mekanizmasi olarak sunulmustur. Spinal aj-adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu
ayrica DB ndronlarinin zararli inputlara cevabini arttirmaktadir (Ossipov ve ark.,
2010).

Agrimin Dogal Tedavisi

Agrn tedavisi i¢in piyasada NSAIlilar ve opioidler gibi birgok ilag bulunmasina
ragmen, NSAIllar ile; gastrik ve intestinal problemler, iilser, kanama, ve opioidler
ile; fiziksel bagimlilik, yoksunluk sendromu, tolerans gelisimi, sedasyon, kabizlik
gibi yan etkilerin ortaya g¢ikmasindan dolayr ¢ogu hasta tamamlayict veya
alternatif tedavi olarak bitkisel tedaviye bagsvurmakta ve olumlu yanit almaktadir
(Benyamin ve ark., 2008; Zareba, 2009; Pragasam ve Rasool, 2013). Ayrica artik
giinimiizde ilerleyen tip bilimi ve teknolojiler sayesinde halk arasinda sifali
oldugu bildirilen bitkilerin etkileri ve bu etkilere araci olan kimyasal ya da
kimyasallar belirlenebilmektedir (Siizer, 2005). Tartismasiz bir sekilde bitkiden
elde edilen bilesikler; giiniimiizde kullanilan ¢esitli anti-inflamatuvar ve analjezik
ilaglarin gelisimine fazlasiyla katkida bulunmustur (Pragasam ve Rasool, 2013).
Ornegin; opioid ismi afyonun bilesenleriyle ayni etki mekanizmasina sahip tiim
bilesiklere verilen ortak bir isimdir. Papaver somniferum’dan elde edilen afyonun
agrt icin kullanimi tarih yazilmadan once de bilinmektedir. Tiim opioidler
giintimiizde dort alt tipi olan endojen opioid reseptor sistemiyle etkileserek agrinin
giderilmesini saglamaktadir (McCurdy ve Scully, 2005). Fakat belirtildigi gibi
opioidlerin kullanimin1 da kisitlayan birgok yan etkisi vardir. Dolayisiyla son
zamanlarda gilinlimiiz tibbinda daha az yan etkiye ve daha giiclii terapotik
sonuglara sahip olan bitkisel ilaclarla tedaviye ilgi daha da artmistir (Stizer, 2005;
Mehrotra ve ark., 2011). Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2000 yilindaki
raporunda, Avrupa, Avusturalya ve Kuzey Amerika’ da yasayan insanlarin
yaklagik % 50’sinin alternatif-destekleyici tedavi metotlarindan  birini
kullandiklarin1 ve bu metotlar icinde en ¢ok kullanilanin da bitkisel ilaglar oldugu
aciklanmugtir (Stizer, 2005). Sentetik ilaglarin ilag endiistrisinde énemli pay1 olsa
bile, dogal ila¢ etken maddeleri ve bilesiklerden iiretilen ilaclar giiniimiizde
kullanilan ilaglarin neredeyse % 50’ sini olusturmaktadir. 1981-2006 arasinda
gelistirilen ilaglarm % 32’si dogal ya da yar sentetiktir, ayrica yeni gelistirilen
ilaglarin % 17’si de dogal fiirtinlerin kromoforlar1 esas alinarak gelistirilen
ilaclardir. Yeni ilaglarin neredeyse yarisinin dogal kaynaklar1 esas almasi ilag
gelistirme ¢alismalarini hizla dogaya yonlendirmektedir (Harput, 2010).

Bitkilerin i¢inde yaygin olarak bulunan antioksidan etkili besinsel polifenoller ve
fenolik asitlerin insan sagligi i¢in giivenli ve yararli olduklar1 artik bilinen bir
gercektir ve bu o6zelliklerini serbest radikal siipiiriicii, metal selasyonu, enzimatik
aktivitenin diizenlenmesi ve sinyal transdiiksiyon yolaklarinin degisimi gibi cesitli



biyolojik etkilerine bor¢lu olduklar1 bildirilmistir (Mattila ve ark., 2006; Pragasam
ve Rasool, 2013). Ayrica antioksidan 0Ozellik gosteren fenolik maddelerin
analjezik etkinlige sahip oldugu goriilmektedir (Gliveng ve ark., 2010; Rabelo ve
ark., 2013). Cesitli ¢calismalarla fenolik asit igeren bitkilerin analjezik etkinlikleri
degerlendirilmis ve etki, iceriklerinde bol miktarda bulunan fenoliklere
dayandirilmistir (Gorzalczany ve ark., 2011; ibrahim, 2012; Liao ve ark., 2012;
Sen ve ark., 2013). Saf fenolik asitlerin ise, agrinin giderilmesinde yeri olan anti-
inflammatuvar etkinlikleri nispeten daha ¢ok calisilmis, analjezik etkinliklerine
dair bilgiler kisith kalmistir.

Fenolik bilesenler

Fenolik bilesenler veya polifenolikler, benzen halkasina bir veya daha fazla
hidroksil grubunun baglanmasiyla karakterize olan kimyasal bilesenlerdir.
Polifenoller bitkilerde dogal olarak bulunan antioksidan 6zellikli ikinci
metabolizma iirlinleridir. Antioksidan aktivitelerini gec¢is metallerinin selasyonu
ve serbest radikallerin siipiiriilmesi de dahil enzimlerin inhibisyonu gibi ¢esitli
mekanizmalar araciligiyla gostermektedirler. Dogal antioksidanlar olmasi yeni
ilaglar olarak gelistirilmelerine Onciiliik eden aktiviteleridir (Liao ve ark., 2012).
Bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ve ¢ok g¢esitli olan fenolikler son
zamanlarda Ozellikle sagligi iyi yonde etkileyen (health-promoting) takviyelerde
de yer almaktadir. Bunun yani sira bitkilerden elde edilen sarap, ¢ay ve kahve gibi
baz1 igeceklerde de bulunmaktadir (dos Santos ve ark., 2006). Polifenollerin,
antioksidan Ozelliklerinin yan1 sira ¢oklu biyolojik aktivitelerinin oldugu
bilinmektedir ve bu o6zelliklerinden dolayr bu bilesiklere ve etkilerinin
aydinlatilmasi iizerine artan bir ilgi vardir. S6z konusu biyolojik aktivitelerine
ornek vermek gerekirse; epidemiyolojik kanitlara gdre polifenolce zengin
besinlerin tiiketimin, kanser goriilme sikligini, koroner kalp hastaligini ve
inflamasyonu azaltmasi sdylenebilmektedir (dos Santos ve ark., 2006). Ayrica,
fenolikleri iceren bitkilerin ve bazi fenoliklerin analjezik etki gosterdigi de rapor
edilmektedir (Giliveng ve ark., 2010; Rabelo ve ark., 2013). Bu fenoliklerden bir
tanesi de rosmarinik asittir. Ornegin; geleneksel olarak diyabet, kemik ve kas
agrisinda kullanilan Orthosiphon stamineus bitkisinin ana aktif bilesenlerinden bir
tanesi rosmarinik asittir (Pan ve ark., 2011). Yine bir¢ok agrili durumda etkili
oldugu coklu randomize kontrollii deneylerle gosterilen Comfrey preperatinin
iceriginde kafeik ve klorojenik asit gibi bagka fenoliklerin yanmi sira daha ¢ok
rosmarinik asitin yer aldig1 ve bitkinin farmakodinamik etkilerinden sorumlu olan
major bilesenlerinden birinin rosmarinik asit oldugu bildirilmektedir. S6z konusu
bildiride rosmarinik asitin prostaglandin sentezini inhibe ettiginin gosterildigi bir
calismaya (Gracza ve ark., 1985) atifta bulunulmus fakat s6z konusu calismaya
tarafimizca ulagilamamistir (Staiger, 2012). Yapilan ¢esitli ¢alismalar ile ise
bitkilerden izole edilen rosmarinik asitin analjezik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Guginski ve ark., 2009).



Rosmarinik asit

HO
OH

Sekil 1. Rosmarinik Asitin Kimyasal Formiilii

Rosmarinik asit [(2"R") -2- [[(2"E") -3- (3,4-Dihidroksifenil) -1- okso -2-
propenil]Joksi] -3- (3,4-dihidroksifenil)propanoik asit]; kafeik asit ve 3,4-
dihidroksifenillaktik asidin esteridir. Yaygin olarak Boraginaceae ve Lamiaceae
familyasinin alt familyast olan Nepetoideae tiirlerinde bulunan antioksidan
ozellikli rosmarinik asitin ayrica Araliaceae, Cucurbitaceae, Rubiaceae, Tiliaceae,
Blechnaceae, Anthocerotaceae gibi birgok baska familyadaki bitkilerde de mevcut
oldugu gosterilmistir. Bu fenolik asit, ilk defa Scarpati ve Oriente tarafindan 1958
yilinda saf bilesen olarak Rosmarinus officinalis bitkisinden sentezlendigi i¢in
ismini rosmarinik asit olarak almistir. Rosmarinik asit bitkilerde esas olarak
savunma bileseni olarak davranmaktadir. Rosmarinik asitin tibbi bitkiler, sifali
otlar ve baharatlarda yer almasi bu bitkilerin saglik agisindan faydali etkiler
gostermesini saglamaktadir. Ayrica ¢ok diisiik toksisteye sahiptir. Farelerde i.v.
uygulamadan sonra LDsp degeri 561 mg/kg olarak belirlenmistir. Rosmarinik asit;
antioksidan, antiviral, antibakteriyel, antimutajen ve anti-inflamatuvar etki gibi
birgok biyolojik aktiviteye sahiptir. Anti-inflamatuvar etkinliginin lipoksijenaz ve
siklooksijenaz inhibisyonuna bagh gergeklestirdigi disliniilmektedir. Ayni
zamanda kansere kars1 koruma sagladigi ve kozmetik sektoriinde de antioksidan
Ozelliginden dolayr yer alan bitkilerde bulundugu bilinmektedir (Petersen ve
Simmonds, 2003). Rosmarinik asitin 2014 yilina kadar ¢alisilan biyolojik ve
farmakojik aktiviteleri Al-Dhabi ve arkadaslarinin (2014) yaptigi bir derlemede
asagidaki sekilde rapor edilmistir.

1. Sisplatin ile bdbreklerde olusan oksidatif stresi, inflamasyonu ve
apoptozisi hafifletmektedir.

2. Oksidatif stresin baskilanmasiyla bobreklerde gelisen iskemi/reperfiizyon
zedelenmesini 6nlemektedir.

3. Stres genlerini degistirerek ve intraseliiler antioksidan yetenegini arttirarak
hiperterminin neden oldugu kas hiicreleri hasarina ve seliiler apoptozise
kars1 koruma sagladigi bildirilmistir.

4. Diyabete bagli hasarlara kars1t aortik endotelyal fonksiyonu ve
nanodl¢iimsel yapiyr korudugu ve korumada rosmarinik asitin hem
antioksidan hem de anti-inflammatuvar &zelliginin rol oynadig1
bildirilmistir.

5. Cd®*-aracilikli hiicre toksisitesini, reaktif oksijen tiirleri olusumunu,
interlokin (IL)-6 ve IL-1p iiretimini, hiicreye apoptozis indiikleyici faktor
translokasyonunu, kaspaz-3 aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.
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6. Diyabetik iskemi/reperfiizyon zedelenmesini hafifleterek ve kan-beyin
bariyerinin bozulmasini azaltarak beyini iskemi/reperflizyon hasarina kars1
koruma sagladig bildirilmistir.

7. Rosmarinik asitin HMGBL1 (high-mobility group box 1/ yiiksek mobiliteli
B1 protein grubu) sinyal yolaginin inhibisyonu iizerinden gesitli
inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde olast terapdtik bir ajan oldugu
savunulmustur.

8. 1,2-dimetilhidrazin-aracilikli  sigan  kolon  karsinojenesizine  karsi
kemopreventif etkinlik gostermistir.

9. Solunum yolu alerjisi modelinde terapétik potansiyel gostermistir.

10. Liposakkaritle indiiklenen akut akciger zedelenmesi modelinde anti-
inflammatuvar etkinlik gosterdigi bildirilmistir.

11. 7,12-dimetilbenz(a)antrasen-aracilikli deri karsinojenesizinde anti-lipit
peroksidatif, anti-kanser ve apoptotik etkili bulunmustur.

12. Etanol ile indiiklenen DNA hasarinin seviyesini azalttig1 bildirilmistir.

13. 6-hidroksidopamin ile indiiklenen nigrostriatal dopaminerjik sistemin
dejenerasyonuna karsi néroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir.

14. Antioksidan o6zelliginden dolay1 kardiyoprotektdr ve vazoaktif madde
olarak davrandigi bildirilmistir. Dolayisiyla insiilin rezistansi ile iliskili
kardiyovaskiiler riskleri azaltma yoniinde etkili bir ajan olabilecegi iddia
edilmistir.

15. Kanamay1 durdurucu etkisinin oldugu bildirilmistir.

16. Tiimor ve akciger nodiillerinin agirligini diisiirdiigii i¢in timor metastazini
inhibe ettigi bildirilmistir.

17. Foto-protektif etkinlige sahip oldugu gosterilmistir.

18. Atopik dermatite kars1 kullanilabilecegi bildirilmistir.

Goriildiigl tlizere rosmarinik asitin anti-inflamatuvar etkinligi ve mekanizmasi
bircok calisma ile ortaya koyulmustur. Anti-inflamatuvar ajanlarin agr1 kesici
etkinlik gosterdigi bilinmektedir (Ballou ve ark., 2000). Nitekim, rosmarinik asitin
analjezik etkinlik gosterdigine dair raporlar da mevcuttur. Guginski ve arkadaslar
(2009) swiss albino (25-35 gr) cinsi farelerde (her iki cinsiyetten de) Lamiaceae
familyasina ait Melissa officinalis (melisa) yapraklarindan elde edilen etanol
ekstresinin neden oldugu antinosisepsiyonda yer alan mekanizmay1 ¢esitli
yontemler kullanarak incelemistir. Ekstrenin (3-1000 mg/kg) oral uygulamasindan
1 saat sonra herhangi bir motor disfonksiyon yapmadan, asetik asitin indiikledigi
visseral nosisepsiyonda, doza-bagimli ve belirgin antinosisepsiyon yaptigi
gozlenmistir. Formalin testinde de ekstrenin (30-1000 mg/kg, p.0.) hem nérojenik
(erken faz) hem de inflamatuvar agrida (ge¢ faz) anlamli bir inhibisyon
olusturdugu bildirilmistir. HPLC analizine gore ekstraktin ana bileseninin
rosmarinik asit oldugu belirtilmistir (% 4.37). Glutamatin indiikledigi
nosisepsiyonda hayvanlarin intraplantar sag arka penge ventral ylizeyine 20uL
glutamat verilmeden 1 saat 6nce, 10-1000 mg/kg, p.o. ekstre veya 0.3-3 mg/kg,
p.0. rosmarinik asit uygulamasinin glutamatin indiikledigi nosisepsiyonda doza-
bagimli ve anlamli inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Ayrica santral
analjezik aktivite hakkinda fikir veren glutamat testinde rosmarinik asitin
ekstraktan 75 kat daha giiclii oldugunun gorildiigi belirtilmistir. Dolayisiyla
rosmarinik asitin M. officinalis ekstresinin gosterdigi antinosiseptif ozellikte

11



katkisinin oldugu belirtilmistir. Ayrica, glutamat testinde ekstrenin antinosiseptif
etkisi i.p. atropin, mekamilamin ve L-arjinin ile geri ¢evrilmis fakat nalokson ile
geri ¢evrilemedigi gézlenmistir.

Lamiaceae familyasindan baska bir bitki olan R. officinalis L. sulu ekstresinin
siganlarda analjezik etkisinin degerlendirildigi baska bir calismada formalin ve
kivranma testleri kullanilmistir. Bitkinin ana bileseni olmasi nedeniyle 10, 20 ve
40 mg/kg rosmarinik asit de test edilmistir fakat calismada kivranma testinde
anlamli bir etki goriilmemistir. Formalin testinin ise ilk fazinda etkili olmayip
sadece 20 mg/kg dozda gec¢ fazi inhibe ettigi gozlenmistir (Lucarini ve ark.,
2013).

Boonyarikpunchai ve arkadaslar1 (2014), Thunbergia Laurifolia Lindl.
yapraklarinin etanol ekstresinden izole edilen rosmarinik asitin erkek ICR
farelerde inflamasyon ve nosisepsiyondaki etkilerini incelemis ve rosmarinik
asitin bu etkilerin altinda yatan mekanizmasini sicak-plaka, formalin ve asetik
asitle indiiklenen kivranma testi kullanarak degerlendirmislerdir. Sicak-plaka
testinde rosmarinik asitin  (12.5, 25, 50, 100 ve 150 mg/kg) etkisi, p.o.
uygulamadan sonra 15, 30, 45, 60, 90, 120 ve 240. dk.larda olgiilerek
degerlendirilmis ve 50, 100 ve 150 mg/kg dozlarin kullanildig1 gruplarda kontrol
gruplariyla kiyaslandiginda gecikme siirelerinde anlamli derecede artis gozlendigi
belirtilmistir. En etkili dozunun 100 mg/kg oldugu gozlenmistir. Ayrica
antinosiseptif etkisi spesifik opioid reseptér antagonisti olan nalokson tarafindan
inhibe edilebildigi i¢in rosmarinik asitin morfin gibi etki gosterdigi bildirilmistir.
Asetik asitin indiikledigi kivranma testinde farelere % 0.6 asetik asit (i.p.)
enjeksiyonundan 1 saat 6nce p.0. rosmarinik asit (12.5, 25, 50, 100 ve 150 mg/kg)
uygulanmis ve kivranma sayilari asetik asit enjeksiyonundan sonra 5. dk itibariyle
30.dk’ya kadar sayilmistir. 50 ve 100 mg/kg dozlarinin asetik asitin indiikledigi
kivranma sayilarint anlamli derecede azalttigi gézlenmistir. Rosmarinik asitin bu
etkisinin inflamatuvar mediatorlerin  agi§a ¢ikmasinin azaltmasiyla veya
reseptorlerin direk blokajiyla ilgili olabilecegi belirtilmistir. Formalin testinde,
p.o. rosmarinik asit (12.5, 25, 50, 100 ve 150 mg/kg) uygulamasindan 1 saat
sonra, % 2.5 formalin soliisyonu (20uL) s.c. olarak sol arka pence ylizeyine
enjekte edilmis ve cam silindir i¢ine alinan hayvanlarin yalama ve 1sirma stireleri
0-5 ve 15-30 dk.arda kaydedilmistir. 100 mg/kg rosmarinik asitin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda formalinin indiikledigi nosisepsiyonun her iki fazinda da
sirastyla anlamli olarak inhibisyon gosterdigi ve ge¢ faz boyunca formalinin
indiikledigi nosisepsiyonda da aym dozun inhibitér etkisinin NSAIl olan
indometazinin etkisiyle kiyaslanabilir oldugu bildirilmistir.

Baska bir ¢alismada, 10 ve 30 mg/kg dozlarda 8 hafta siirsince p.o. uygulanan
rosmarinik asit diyabet ile olusturulan noropatik agri caligmalarinda formalinin
her iki fazin1 da inhibe etmis ve kuyruk-cekme testinde termal agri esigini
yiikselterek pence ¢ekme testinde mekanik agri esigini yiikselterek anlamli etki
gostermistir (Hasanein ve Mohammad Zaheri, 2014).

Connelly ve arkadaslarinin (2014) yapmis oldugu randomize c¢ift-kor ¢alismada
ise, yliksek rosmarinik asit igeren nane ¢aymin 16 hafta siiresince giinde 2 kez
tilkketilmesinin osteoartrit agrilarinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
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Bu bilgilerden hareketle tez calismasinda, farelerde oral uygulanan 0.3, 1 ve 3
mg/kg rosmarinik asitin santral analjezik etkinliginin sicak-plaka ve kuyruk-
batirma testleri ile zamana bagli olarak, periferal analjezik etkinliginin asetik asit
ile indiiklenen kivranma testi ile degerlendirilmesi, ve rosmarinik asitin neden
oldugu antinosisepsiyona agr1 modiilasyonuna 6nemli katkis1 oldugu bilinen inici
inhibitér yolaklarda yer alan serotonerjik sistem roliiniin SHTappc reseptor
antagonisti ketanserin (1 mg/kg) kullanilarak ve adrenerjik sistem roliiniin op-

adrenerjik  antanogist yohimbin (1 mg/kg) kullanilarak arastirilmasi
amagclanmaktadir.
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GEREC ve YONTEM
Kullanilan Sarf malzemeleri

Rosmarinik asit, ketanserin, yohimbin (Sigma, St. Louis, A.B.D.), asetik asit,
Tween 80, (Merck, Almanya).

Kullanilan Cihazlar

Sicak-plaka (Hot-Plate: Ugo-Basile, 7280, italya), Dijital Firmn Termometresi
(TFA, LT-101, Reicholzheim, Almanya), Ultrasonik Su Banyosu (Heto, Allerod,
Danimarka), Hassas Terazi (Ohaus, E12140, isvicre).

Deney Hayvanlar

30-35 g agirliginda balb-c erkek fareler kullanilmistir. 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik dongiisiine ayarlanmis 22 + 1 °C sicakligindaki iyi havalandirilan
odalarda barindirilan hayvanlar deneylerden birka¢ giin 6nce deney yapilacak
odaya almarak deney ortamina aligmasi saglanmistir. Beslenmeleri amaciyla
standart yem pelletleri ve ¢esme suyu verilmis, test maddeleri ile olusabilecek
olast etkilesimlerden dolayr deneyler uygulanmadan 12 saat Once ag
birakilmislardir. Hayvan deneyleri i¢in Anadolu Universitesi (Karar No:2014-03,
11.04.2014) ve Osmangazi Universitesi Yerel Etik Komitesi (Karar No:475-1,
19.08.2015) tarafindan Etik Kurul Onay1 alinmstir.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Olusturulan deney gruplarina ayri ayri: esit hacim ¢6ziicii (kontrol grubu-salin),
0.3, 1 ve 3 mg/kg rosmarinik asit gavaj ignesi yardimiyla oral yolla (p.0.)
uygulanmistir.  Maddeleri uygulamadan oOnce (baseline) 0. dk.” da ve
uygulandiktan sonra 30, 45, 60, 90 ve 120 dk.” larda, santral analjeziyi
degerlendirmek i¢in kullanilan sicak-plaka ve kuyruk-batirma deneyleri
uygulanmistir. Daha sonra ayni uygulamalart igeren farkli deney gruplari
olusturulmus ve bu gruplara ise madde verilmesinden 45 dk. sonra periferal
analjeziyi degerlendirmek icin kullanilan kivranma testi uygulanmistir. Etki
mekanizmasinin analizi i¢in olusturulan gruplara ise ayr1 ayri ¢oziicli, 30 mg/kg
rosmarinik asit, ¢oziicli + 1 mg/kg ketanserin (i.p.), 30 mg/kg rosmarinik asit + 1
mg/kg ketanserin, ¢ozlicli + 1 mg/kg yohimbin (i.p.), 30 mg/kg rosmarinik asit + 1
mg/kg yohimbin uygulanmis ve tiim analjezi test prosediirleri 45. dk.” da
uygulanmistir. Antagonist uygulamasi ¢oziicii veya test maddesi uygulamasindan
30 dk. once gerceklestirilmistir.

Deneysel Yontemler
Stcak-plaka testi

Sicak-plaka (sicak-zemin) testi, en sik kullanilan termal analjezi Ol¢iim
yontemlerinden biridir. Bu test kapsaminda kullanilan ve etrafi pleksiglas bir
silindir ile sinirlandirilmis olan Ugo Basile (No: 7280) 1s1 tablasi, 55 °C’ ye kadar
isitilmistir. Hayvanin sicak zemine birakildigi andan, arka ayaklarimi c¢ekme,
yalama, bacaklar1 tizerinde yiikselme veya sigrama hareketlerinden birinin
gozlendigi ana kadar gecen zaman Olclilmiis ve reaksiyon siiresi olarak
kaydedilmistir (Eddy ve Leimback, 1953). Hayvanlarin ayaklarinin sicaktan zarar
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gbérmesini engellemek i¢in deneyin bitirilme siiresi (cut-off time) 20 sn. olarak
belirlenmistir.

Kuyruk-batirma testi

Analjezi calismalarinda kullanilan termal uyaranin uygulandigi bir diger metottur.
Hayvanin kuyrugunun ucundan itibaren yaklasik 3 cm’ lik kistm bir beher
icerisinde bulunan 52.5 + 0.2 °C sicakligindaki suya (su banyosu kullanilarak
sicakligr ayarlanmistir) daldirilmistir.  Kronometre yardimi ile hayvanin
kuyrugunun suyun i¢ine daldirildig1 andan, suyun disina dogru hizlica ¢ekmesine
kadar gegen siire Olcllmiistir (Schmauss ve Yaksh, 1984). Hayvanlarin
kuyruklarinin sicaktan zarar gormesini engellemek i¢in deneyin bitirilme siiresi
(cut-off time) 15 sn. olarak belirlenmistir.

Asetik asit ile indiiklenen kivranma testi

Kimyasal uyaranin kullanildigi analjezi 6l¢iim yontemidir. Hayvanlarda giiglii
visseral agr1 olusturabilmek i¢in asetik asit soliisyonu kullanilmistir. Hayvanlarda,
asetik asitin i.p. olarak uygulanmasindan sonra karin kaslarinda kasilma ile
baslaylp daha sonra arka ayaklarin geriye dogru gerilmesi ve karnin yere
siirtiinmesi ile karakterize bir kivranma hareketi sayis1 Olciilmiistiir (Koster ve
ark.,, 1959). % 0.6 Ik asetik asit soliisyonu, hayvanlara maddelerin
enjeksiyonundan 45 dk. sonra (diger yontemlerle ortalama bu dk. da analjezik etki
gosterdikleri saptandigi i¢in bu dk. secilmistir) i.p. yolla verilmistir. 5 dk.” lik
bekleme siiresinin sonunda, her hayvanda bahsedilen kivranma hareketleri 10 dk.
stiresince sayilmistir.

Istatistiksel Analiz

Aktivite deneylerinde, sicak-plaka ve kuyruk-batirma testlerinden elde edilen
verilerin analizleri ¢ift-yonlli varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Benferronni
testi uygulanarak yapilmistir. Kivranma testinden elde edilen verilerin analizleri
ise tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey c¢oklu karsilastirma
testi uygulanarak yapilmistir. Etki mekanizmasinin degerlendirildigi ¢aligmalarin
sonuglart tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey c¢oklu
karsilagtirma testi uygulanarak yapilmistir.

Sicak-plaka ve kuyruk-batirma testlerinden elde edilen siirelerden hareketle
sonuclar maksimum olas1 etkinin yiizdesi (% MPE) seklinde asagidaki formiilden
hareketle hesaplanmistir (Coelho ve ark., 2005):

MPE% = [(ilag sonras1 Olgiilen siire)-(ilag Oncesi Olgiilen siire) / (deneyi kesme
stiresi)-(ilag oncesi 6l¢iilen siire)] x 100

Tiim istatistiksel analiz sonuglar1 Graphpad Prism ver. 5.0 paket programi
kullanilarak hesaplanmistir. Tiim analiz sonuglar1 ortalama + standart hata (S.H.)
olarak ifade edilmis ve istatistiksel anlamlilik diizeyi baslangici olarak P<0.05
kabul edilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Sicak-Plaka Testi

Sekil 2°de 0.3, 1 ve 3 mg/kg (p.0.) rosmarinik asitin 30, 45, 60, 90 ve 120 dk.’
larda sicak-plaka testinde verdigi cevap siirelerinden hareketle hesaplanan olasi
maksimum etkileri goriilmektedir. 1 mg/kg rosmarinik asitin sadece 45 dk. da
sicak-plaka ile pengelerine uygulanan termal uyarana karst verilen cevabin
stiresini uzattig1 ve 3 mg/kg dozun ise 30, 45 ve 60 dk. da etkili oldugu belirlendi
(1 mg/kg; 45 dk: P<0.01 - 3 mg/kg; 30 dk: P<0.05, 45 dk: P<0.01, 60 dk:
P<0.01). Ayrica rosmarinik asitin etkisinin 30. dk’ da belirip 30 dk kadar devam
ettigi gdzlendi.

Sicak-plaka
154
3 KNTRL
E23 0.3 mg/kg RA
E 1 mg/kg RA
D 3 mg/kg RA

% MPE

Sekil 2. Rosmarinik Asitin Sicak-Plaka Testindeki Olas1i Maksimum Analjezik EtKisi
KNTRL; Kontrol Grubu, RA; Rosmarinik Asit, MPE; Olas1 Maksimum Etki. *P<0.05,
**P<(.01; Kontrol Grubuna Gére Anlamh Fark, Degerler Ortalama + S.H. (Standart Hata)

Kuyruk-Batirma Testi

Sekil 3°de 0.3, 1 ve 3 mg/kg (p.0.) rosmarinik asitin 30, 45, 60, 90 ve 120 dk.’
larda kuyruk-batirma testinde verdigi cevap siirelerinden hareketle hesaplanan
olas1t maksimum etkileri goriilmektedir. 1 ve 3 mg/kg rosmarinik asitin 45 ve 60
dk. da kuyruk-batirma testi ile kuyruklarina uygulanan termal uyarana karsi
verilen cevabin siiresini uzattigi, ayrica 3 mg/kg dozun etkisinin 30. dk. da
basladigr ve 30 dk. kadar devam ettigi belirlenmistir (1 mg/kg; 45 ve 60 dk:
P<0.01 - 3 mg/kg; 30 dk: P<0.05, 45 ve 60 dk: P<0.001).
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Kuyruk-batirma
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Sekil 3. Rosmarinik Asitin Kuyruk-Batirma Testindeki Olas1 Maksimum Analjezik EtKisi
KNTRL; Kontrol Grubu, RA; Rosmarinik Asit, MPE; Olast Maksimum Etki. *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001; Kontrol Grubuna Gore Anlamh Fark, Degerler Ortalama + S.H.
(Standart Hata)

Asetik Asit ile indiiklenen Kivranma Testi

Sekil 4’ de 0.3, 1 ve 3 mg/kg (p.0.) rosmarinik asit uygulanan gruplarda 6l¢iilen
kivranma sayilar1 grafiksel olarak goriilmektedir. Bu sonuglara gore 0.3, 1 ve3
mg/kg rosmarinik asit (sirasiyla, P<0.01; P<0.01; P<0.001) uygulanan
hayvanlarda asetik asit ile olusturulan kivranma hareketi sayilari anlamli olarak
azalttl. Ayrica 3 mg/kg rosmarinik asitin etkisinin 0.3 mg/kg rosmarinik asitin
etkisine gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0.01) gosterdigi belirlendi.

Kivranma testi
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Sekil 4. Rosmarinik Asitin Kivranma Testindeki Analjezik Etkisi

KNTRL; Kontrol Grubu, RA; Rosmarinik Asit. **P<0.01, ***P<0.001; Kontrol Grubuna
Gore Anlamh Fark, #4P<0.01; 0.3 mg/kg Rosmarinik Asite Gore Anlamh Farklilik, Degerler
Ortalama + S.H. (Standart Hata)

Rosmarinik asitin analjezik etkisine serotonerjik sistemin katkisi

Sekil 5’de sirasiyla sicak-plaka (5A), kuyruk-batirma (5B) ve kivranma testlerinde
(5C) serotonerjik antagonist 1 mg/kg (i.p.) ketanserinin 30 dk. oncesinde On-
uygulamasinin 30 mg/kg rosmarinik asitin analjezik etkisini ne sekilde
degistirdigi goriilmektedir. Ketanserin 6n-uygulamasi, 30 mg/kg rosmarinik asitin
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olusturdugu termal uyarana karsi verilen cevap siiresindeki artis1 sicak-plaka
testinde degistirmemis, kuyruk-batirma testinde ise anlamli olarak (P<0.05) geri
cevirmistir. Kivranma testinde ise ketanserin, 30 mg/kg rosmarinik asit
uygulamasi ile azaltilan kivranma sayisi tizerine etkili olmamustir.

BA 58
Sicak-plaka Kuyruk-batirma 5C Kivranma testi
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Sekil 5. 30 mg/kg Rosmarinik Asitin Sicak-Plaka (5A), Kuyruk-Batirma (5B) ve Kivranma
Testinde (5C) Géstermis Oldugu Analjeziye 1 mg/kg Ketanserin On-Uygulamasimin Etkisi
KNTRL; Kontrol Grubu, RA; Rosmarinik Asit. KET; Ketanserin. *P<0.05, ***P<0.001;
Kontrol Grubuna Gére Anlamh Fark, 4P<0.05; 30 mg/kg Rosmarinik Asite Gére Anlamh
Fark, Degerler Ortalama + S.H. (Standart Hata)

Rosmarinik asitin analjezik etkisine adrenerjik sistemin katkisi

Sekil 6’da sirasiyla sicak-plaka (6A), kuyruk-batirma (6B) ve kivranma testlerinde
(6C) adrenerjik antagonist 1 mg/kg (i.p.) yohimbin 30 dk. oncesinde oOn-
uygulamasinin 30 mg/kg rosmarinik asitin analjezik etkisini ne sekilde
degistirdigi goriilmektedir. Yohimbin 6n-uygulamasi, 30 mg/kg rosmarinik asitin
olusturdugu termal uyarana karsi verilen cevap siiresindeki artigi sicak-plaka
testinde anlamli olarak degistirmese de goreceli olarak azaltmistir. Kuyruk-
batirma testinde ise anlamli olarak (P<0.05) geri ¢evirmistir. Kivranma testinde
yohimbin, 30 mg/kg rosmarinik asit uygulamasi ile azaltilan kivranma sayisini
anlamli olarak (P<0.05) arttirmistir.

BA 6B 6C

Sicak-plaka Kuyruk-batirma Kivranma testi
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Sekil 6. 30 mg/kg Rosmarinik Asitin Sicak-Plaka (6A), Kuyruk-Batirma (6B) ve Kivranma
Testinde (6C) Gostermis Oldugu Analjeziye 1 mg/kg Yohimbin On-Uygulamasinin Etkisi
KNTRL; Kontrol Grubu, RA; Rosmarinik Asit. YOH; Yohimbin. **P<0.01, ***P<0.001;
Kontrol Grubuna Gére Anlamh Fark, 4P<0.05, 4P<0.01; 30 mg/kg Rosmarinik Asite Gore
Anlamh Fark, Degerler Ortalama + S.H. (Standart Hata)
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Tez caligmalarinda analjezik aktiviteyi degerlendirmek i¢in 3 farkli yontem
kullanilmigtir. Sicak-plaka ve kuyruk-batirma testleri santral analjezik aktiviteyi
degerlendirmek i¢in secilmistir. Bu yontemler spinal ve supraspinal refleksleri
ayirt etmeye yaramaktadir. Soyle ki; kuyruk batirma cevabi basit bir spinal
reflekstir ve spinal kord transeksiyonundan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Sicak-plaka
ise nosisepsiyon i¢in bir davranig modelidir ve pencge yalama veya sigrama gibi
daha organize davraniglar gozlenmektedir. Reaksiyonlar ise supraspinal
mekanizmalarca kontrol edilmektedir (Flores ve ark., 2004). Kullanilan diger bir
yontem olan asetik asit ile indiiklenen kivranma testi ise periferal orjinli agriy1
indiiklemek i¢in kullanilan kimyasal bir yontemdir. Normalde periferal analjezik
etkiyi caligmak i¢in kullanilsa da non-spesifik bir yontemdir ve antikolinerjikler
ve antihistaminikler gibi baska ajanlar da bu yontemde etkili ¢gikmaktadir (Chang
ve ark., 2011). Ayrica morfin gibi santral analjezikler de bu yontemde etkili
bulunmaktadir. Bu yontem bir bilesigin diger modellerde inaktif olan dozlarda
antinosiseptif potansiyelini saptayacak kadar hassas olmasindan dolay1, periferal
antinosiseptif aktiviteyi degerlendirmek icin olduk¢a sik kullanilan bir metottur
(Mehrotra ve ark., 2011).

Bu tez calismasinda fenolik bir madde olan rosmarinik asitin 0.3, 1 ve 3 mg/kg
dozlarda oral uygulamasinin kuyruk-batirma ve sicak-plaka testlerinde termal
uyarana kargt farelerin esigini anlamli derece yiikselterek ve kimyasal ile
olusturulan agr (kivranma davranisi) davranisini anlamli derecede azaltarak hem
santral (supraspinal ve spinal seviyede) hem de periferal analjezik etkinlik
gosterdigi  belirlenmistir. Rosmarinik  asitin  analjezik  aktivitesinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, M. officinalis yaprak ekstresinden elde edilen
rosmarinik asitin (0.3-3 mg/kg) penge i¢i glutamat uygulamasindan 1 saat once
verildiginde (p.0.) glutamatin neden oldugu nosiseptif cevapta anlamli ve doza-
bagimli bir inhibisyon sergiledigi goriilmiistiir (Guginski ve ark., 2009). Glutamat
nosiseptif sinyal iletimindeki major eksitatdor ndrotransmitterdir ve penge ici
glutamat injeksyonu DB’ da yine glutamat gibi birgok eksitator madde salinimina
neden olmaktadir. Ayrica glutamat periferal, spinal ve supraspinal reseptorleri
araciligiyla agr1 yaniti olusturmaktadir (Branddao ve ark., 2013). Dolayisiyla
rosmarinik asitin bu test modelinde aktif olmasi santral analjezik etkiye sahip
olabilecegini akla getirmektedir. Analjezik aktiviteyi degerlendirmek icin
kullanilan bircok test yontemi bulunmakta ve yoOntemlerin her biri farkl
mekanizmalarin yer aldig1 agr1 davranisini degerlendirebilmektedir. Dolayisiyla
bir test modelinde etkili bulunan ajan bagka bir yontemde etkili
bulunmayabilmekte veya da yaygin bir analjezik etki profili mevcutsa ¢ogu
yontemde etkili ¢ikabilmektedir. Bir test yontemi ile etkisi ortaya koyulan
bilesigin diger yontemlerle de etkisinin olup olmadiginin arastirilmas: ve etkide
rol oynayan mekanizmalarin aydinlatilmast farmakolojik etki profilini
belirleyebilmek i¢in gereklidir. Agr ile ilgili ¢calismalarda siklikla kullanilan bir
diger yontem formalin testidir. Yontemde test edilen agri davramis yanit1 2
asamalidir ve agrinin farkli tiplerinin tanimlanmasini saglamaktadir. Bu
asamalardan, erken veya ilk faz non-inflamatuvar agri olarak bilinen kisimdir.
Ge¢ veya ikinci faz, inflamatuvarli agri olarak bilinmektedir ve serotonin,
histamin, bradikinin ve prostaglandinlerin salimindan dolayr periferal
inflamasyonla iliskilendirilmektedir. Morfin gibi santral etkili analjeziklerin her
iki fazda da antinosiseptif potansiyelde oldugu, NSAlilarin ve steroidlerin
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yalnizca son fazi inhibe ettigi bildirilmistir (Shin ve ark., 2004). Rosmarinik asitin
analjezik etkisi baska calismalarda formalin testi kullanilarak da
degerlendirilmistir. 10, 20 ve 40 mg/kg rosmarinik asitin kullanildig1
calismalardan birinde ilk fazda etki goriilmemis rosmarinik asitin sadece 20
mg/kg dozda geg¢ fazi inhibe ettigi gdzlenmistir (Lucarini ve ark., 2013). Baska bir
calismada ise formalin testinde, p.o. rosmarinik asit (12.5, 25, 50, 100 ve 150
mg/kg) uygulamasindan 1 saat sonra, 100 mg/kg rosmarinik asitin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda formalinin indiikledigi nosisepsiyonun her iki fazinda da
sirastyla anlamli olarak inhibisyon gosterdigi ve ge¢ faz boyunca formalinin
indiikledigi nosisepsiyonda da aymi dozun inhibitér etkisinin NSAII olan
indometazinin etkisiyle kiyaslanabilir oldugu gozlenmistir (Boonyarikpunchai ve
ark., 2014). Benzer bir sekilde noropatik agri modeli olusturulan bir ¢aligmada
rosmarinik asit 10 ve 30 mg/kg dozlarda 8 hafta siiresince p.0. uygulanmis ve
formalin testinin her iki fazinda da anlamli analjezik etki gostermistir (Hasanein
ve Mohammad Zaheri, 2014). Formalin testi ile yapilan ¢alisma sonuglar1 her ne
kadar farklilik gosterse de daha ¢ok santral analjezik aktivite gosteriyor
olabilecegi yoniindedir. Santral analjezik aktiviteyle ilgili olarak yukarida
bahsedilen ¢aligmalarda rosmarinik asitin analjezik aktivitesi sicak-plaka testi ile
de degerlendirilmistir. Rosmarinik asitin 50, 100 ve 150 mg/kg dozlarin
kullanildig1 gruplarda kontrol gruplariyla kiyaslandiginda termal uyaran verilen
cevabin gecikme siirelerinde anlamli derecede artis gozlendigi belirtilmistir
(Boonyarikpunchai ve ark., 2014). Hasanein ve Mohammad Zaheri’nin (2014)
noropatik agri modeli olusturulan hayvanlarda ise ayrica kuyruk-cekme testi
kullanilmis ve rosmarinik asit termal agri esigini yiikselterek anlamli etki
gostermistir. Kuyruk-¢ekme testinin de kuyruk-batirma testi gibi spinal sevideki
agrt modiilasyonunu degerlendirmeye yarayan yontemlerden biri oldugu goz
ontinde bulundurulursa rosmarinik asitin supraspinal ve spinal diizeyde etkili olan
bir analjezik oldugu goriilmekte ve tez caligmalarindan elde edilen sonuglar bu
veriler ile ortiismektedir. Ayrica daha 6nce yapilan caligmalardan farkli olarak
analjezik etkinligi zamana bagli olarak Olciilmiistiir. Boylelikle en etkin oldugu
zaman arali@1 ve etki siiresi belirlenmeye c¢alisilmistir. Etkisinin yaklasik 1 saat
devam ettigi gozlenmistir. 45. dakika ise en etkin oldugu zaman olarak
belirlenmistir. Tez calismalarinda kullanilan bir diger yontem olan asetik asit
kivranma testinde etki analizi en etkin oldugu 45. dakikada yapilmistir.

Rosmarinik asitin supraspinal ve spinal seviyede orta diizeyde santral analjezi
gosterdigi belirlenirken periferal analjezik etkisinin daha gii¢lii oldugu
gozlenmistir. Daha oOnce rosmarinik asitin periferal analjezik etkinliginin
arastirlldigt calismalarda bu tez calismasinda da kullanilan asetik asit ile
indiiklenen kivranma testi kullanilmistir. Lucarini ve arkadaslarinin (2013) yaptig1
calismada 10, 20 ve 40 mg/kg rosmarinik asitin anlamli bir etki gdstermedigi
bildirilirken, Boonyarikpunchai ve arkadaslar1 (2014) 50 ve 100 mg/kg dozlardaki
rosmarinik asitin tez calismalariyla uyumlu olarak asetik asitin indiikledigi
kivranma sayilarin1  anlamli  derecede azalttigimi  bildirmistir. Deneysel
caligmalarda ortam kosullari, kullanilan yontem, hayvan irki, uygulama yolu,
kullanilan doz farkliliklar1 olabildiginden dolay1 ayni etken madde i¢in farkl
sonuglarin alinmast durumu ile karsilagilabilmektedir. Dolayisiyla etki potansiyeli
olan maddelerin etkinlikleri agisindan daha kesin yargiya ulasabilmek igin
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etkilerinin ayn1 deneysel kosullarda farkli yontemler ile de arastirilip etki
mekanizmalariin ortaya koyulmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Bu amagla daha once yapilan ¢alismalara bakildiginda rosmarinik asitin analjezik
etkisine aracilik eden mekanizmalarda yalnizca opioiderjik sistemin katkisinin
arastirildigl goriilmektedir (Boonyarikpunchai ve ark., 2014). So6z konusu
calismada sicak-plakada gozlenen analjezik etkinin spesifik opioid reseptor
antagonisti olan nalokson tarafindan inhibe edilebildigi i¢in rosmarinik asitin
morfin benzeri etki gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada asetik asit kivranma
testinde etkili bulunmasi ile de rosmarinik asitin etkisinin inflamatuvar
mediyatorlerin agiga ¢ikmasinin azaltmasiyla veya reseptorlerin direk blokajiyla
ilgili olabilecegi belirtilmistir. Ayrica glutamat ile indiiklenen agri modeli ile
analjezik etkinin arastirildig1 calismada (Guginski ve ark., 2009) rosmarinik asitin
etkili bulunmasi, rosmarinik asitin glutamerjik sistemle etkilestigini akla
getirmektedir. Opioderjik ve glutamerjik sistemin agr1 modiilasyonunda rol
oynadig1 bilinen sistemlerden olmasina ragmen agr1 bircok modiilator
mekanizmanin yer aldigr olduk¢a karmasik bir siirectir. Bu bakimindan tez
calismalarinda etkisi saptanan rosmarinik asitin analjezik etkisine, agr1
modiilasyonunda etkin rol oynadigi bilinen inici inhibitér serotonerjik ve
adrenerjik sistemin katkis1 arastirilmastir.

Rosmarinik asit ile indiiklenen analjezide, spinal diizeyde serotonerjik ve
adrenerjik sistemin katkisi oldugu belirlenirken periferal diizeyde ise sadece
adrenerjik sistemin katkisinin oldugu gozlenmistir. Supraspinal seviyede ise her
iki sistemin rosmarinik asit analjezisine katki saglamadig: belirlenmistir.

Inhibitér serotonerjik inici yolaklarm varligi ilk olarak, serotonerjik
antagonistlerin RVM’den baglayarak stimiilasyon ile iiretilen antinosisepsiyonu
bloke ettigini gosteren galigmalarca ortaya konmustur. Bu ¢aligmalar, inici agri
inhibisyonunun RVM’ den projekte olan serotonerjik ndronlar araciligiyla
gerceklestigini gostermektedir. 5-HT reseptorlerinin alt tiplerinin gesitliligi ve
omurilik DB’ un kompleks anatomik yapisi agri modiilasyonunda serotoninin
roliinlin yorumlanmasini  zorlastirmaktadir (Ossipov ve ark., 2010). Tez
calismasinda serotonerjik sistemin roliinii aydinlatmak adina 5-HT,aoc antagonisti
ketanserin kullanilmistir. Spinal inhibitor internéronlardaki 5-HT,a reseptorleri
antinosiseptif 6zellik gostermektedir. Benzer sekilde spinal internéronlardaki 5-
HT,c bolgeleri de serotoninin potansiyel antinosiseptif etkisine aracilik etmektedir
(Silveira ve ark., 2010). Tez g¢alismasinda ketanserin 6n-uygulamasinin sadece
Kuyruk-batirma testinde rosmarinik asit etkisini geri c¢evirdigi goriilmistiir.
Dolayisiyla rosmarinik asitin  etkisinin spinal inhibitor internéronlardaki
reseptorleri etkileyerek spinal seviyede bir analjezi sagladigi, supraspinal seviyede
gostermis oldugu analjezik etkinlige ise bagka mekanizmalarin katkisinin oldugu
distintilmstiir.

Antinosisepsiyon saglamak i¢cin PAG veya RVM’nin elektriksel uyarilmasi ile
serebrospinal sivida noradrenalin seviyelerinin artmasi ve bu artisin spinal
adrenerjik  antagonistlerle  bloke edilmesi inici inhibisyonla iligkili
antinosisepsiyona noradrenalinin de gii¢lii bir katkis1 oldugunu gostermektedir
(Pertovaara ve Almeida, 2006; Ossipov ve ark., 2010). Calismalar spinal o,-
adrenerjik reseptorlerin noradrenalinin antinosiseptif etkisine aracilik ettigini
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gostermektedir (Pertovaara, 2006). Dolayisiyla tez ¢alismasinda bu sistemin
rosmarinik asitin analjezik etkisine katkisin1 degerlendirmek icin op-adrenerjik
reseptor antagonisti yohimbin kullanmilmistir. Yohimbin ketanserin = 6n-
uygulamasina benzer sekilde supraspinal etkide bir geri donilis saglamaz iken
spinal diizeyde rosmarinik asit ile indiiklenen analjeziyi geri c¢evirmistir.
Dolayisiyla rosmarinik asitin analjezik etkinligine inici inhibitor yolakta yer alan
ap-adrenerjik reseptor stimiilasyonun katkisi oldugu diistiniilmdistiir.

Asetik asit ile kivranma testinde ise rosmarinik asitin analjezik etkisinde
ketanserin ile geri doniis goézlenmez iken yohimbin ile anlamli bir geri doniis
olmustur. Dolayisiyla ap-adrenerjik reseptor aktivasyonunun rosmarinik asitin
periferal analjezisine de katki sagladig1 diistiniilmiistiir. Bir takim galismalarda
noradrenalinin op-adrenerjik reseptorler araciligiyla periferde agriya neden oldugu
bildirilse de, bir takim diger ¢alismalarda periferal ap-adrenerjik reseptorlerin
agriy1 suprese etmedeki rolii bildirilmektedir (Pertovaara, 2006). Ornegin o,-
adrenerjik reseptor agonistinin periferal uygulanisinin kontrol hayvanlarinda agri
yanitini hafifletildigi gosterilmistir (Dogrul and Uzbay, 2004). Ayrica, baska bir
calismada, noradrenalinin inflamatuvar hiicrelerdeki op-adrenerjik reseptorleri
stimiile ederek periferal opioid reseptorleri uyaran B-endorfin salinimina neden
oldugu ve noradrenalinin bu sekilde periferde analjezi sagladigi bildirilmistir
(Binder ve ark., 2004).

Sonug olarak tez ¢alismasi gostermektedir ki; rosmarinik asit hem inici inhibitor
yolakta yer alan serotonerjik ve noradrenerjik sistemi modiile ederek hem de
periferik noradrenerjik sistemi stimiile ederek santral ve periferal analjezik etki
saglamaktadir. Dolayisiyla, agrinin eslik ettigi rahatsizliklarda tek basina veya
yardimer ilag olarak giivenle kullanilabilecek dogal bir ajandir. Fakat hangi agr
tiplerinde etkin olabilecegini gosteren ve etki mekanizmasini daha detayl
aydinlatabilecek olan ¢alismalara ihtiyag vardir.
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SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, daha once yapilmis calismalarda antioksidan, antiviral,
antibakteriyel, antimutajen ve anti-inflamatuvar etki gibi birgok biyolojik
aktiviteye sahip rosmarinik asitin deneysel agr1 modelleri ile farelerdeki analjezik
etkinligi, santral seviyedeki analjeziyi test etmeye yarayan sicak-plaka ve kuyruk-
batirma yontemleri ve periferal analjeziyi test etmeye yarayan asetik asit ile
indiiklenen kivranma test yontemleri ile arastirilmistir. Calisma sonuglari
rosmarinik asitin hem santral hem de periferal analjezik etkinlige sahip oldugunu
gostermistir. Akut uygulanan (tek doz) rosmarinik asitin santral analjezik etkinligi
zamana bagli 6l¢iilmiis ve etkisinin ilk yarim saat igerisinde baslayip 1 saat kadar
siirdiigii belirlenmistir. Rosmarinik asitin analjezik etkisinin belirlenmesinden
sonraki asama, bu etkinin altinda yatan olast mekanizmalarin aydinlatiimasi
olmustur.

Agr1t  kontroliinde birgok modiilator sistemin yer almasma ragmen tez
calismasinda inici inhibitér yolakta agirlikli rolii olan serotonerjik ve
noradrenerjik modiilasyona odaklanmistir. Bu modiilatorlerin periferde de agri
modiilasyonuna katildig1 bilinmektedir. Bu iki modiilatér sistemin kuyruk-batirma
testinden elde edilen sonuglardan hareketle spinal seviyede rosmarinik asit
analjezisine aracilik ettigi, periferalde ise yalnizca noradrenerjik modiilasyonun
rosmarinik asit analjezisine aracilik ettigi belirlenmistir. Rosmarinik asitin
supraspinal analjezisinin kullanilan antagonisterle geri donmemesinden hareketle
bu seviyede farkli modiilator sistemlerin igin ig¢inde oldugu disiiniilmektedir.
Fakat bu diislincelerin dogrulugunun gosterilebilmesi i¢in daha detayli ve farkl
arastirtlmalarin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica periferal analjezinin sadece veya
agirlikli  olarak noradrenerjik modiilasyonla yonetilip yonetilmediginin
belirlenebilmesi i¢inde yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Nitekim rosmarinik asit ile
agrinin hem santral hem de periferal diizeyde kontroliiniin yalnizca serotonerjik ve
noradrenerjik modiilasyonla ger¢eklesmiyor olmasi sasirtict olmayacaktir. Ciinkii
agr1 kontrolii her iki seviyede bir¢ok modiilator sistemin esgiidiimlii ve ahenk
icinde caligmasiyla gerceklesmektedir.

Tez ¢alismasi sonuglar1 ve rosmarinik asitin ¢ok diisiik toksisiteye sahip dogal bir
antioksidan oldugu g6z onilinde bulunduruldugunda, agr1 tedavisinde tek basina
veya yardimci ilag olarak giivenle faydalanilabilecek bir ajan oldugunu sdylemek
pek de yanlis olmayacaktir.
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