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OZET

FERULIK ASITIN ve FERULIK ASIT YUKLU TASIYICI SISTEMIN ANKSIYETE
UZERINE ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

MEVCUDE CAM
Farmakoloji Ana Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak,2024
Danigman: Prof. Dr. Rana ARSLAN

Anksiyete hastaliginin toplumda yaygin goriilen psikiyatrik bozukluklardan biri
oldugu bildirilmistir. Anksiyete rahatsizliginin ¢esitli sebeplere bagli olarak ortaya
cikabilecegi dislinlilmektedir. Gilinlimiizde birka¢ geleneksel anksiyolitik ilag
kullanilmaktadir, ancak bu ilaglarin ciddi bircok yan etkiye neden oldugu
bildirilmektedir. Bu nedenle, dogal kaynaklardan hedefine uygun, daha etkili ve giivenli
ilag kaynaklari bulmak i¢in c¢alismalar arastirmacilar tarafindan biiyiik bir hizla
yiirlitiilmektedir. Bu kapsamda, koklii anksiyolitik aktiviteleri ve yapi-aktivite iligkileri
ile noropsikofarmakolojik yonleri olan fitokimyasal bilesikleri kapsamli bir sekilde
gozden gecirilmektedir. Sonuglar fenolik fitokimyasallarin giivenli anksiyolitik etkilere
sahip oldugunu bildirmistir. Ferulik asitin diisiik toksisiteye sahip bir fenolik bir bilesik
oldugu ¢alismalarda goriilmiistiir. Ferulik asitin, anksiyolitik etkisi de dahil olmak tizere
birgok fizyolojik fonksiyona sahip oldugu bildirilmektedir. Bu proje kapsaminda ferulik
asidin yiikli ilag tasiyict sisteme yiiklenerek akut ve subkronik uygulamada
biyoyararlaniminin arttirilmast ve bu yonde goézlenen etkinin anksiyolitik tedavideki

degeri degerlendirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Ferulik asit, Anksiyolitik etki, Ilac tastyict sistem, Kati lipit

nanopartikiil.



ABSTRACT

COMPARISON OF THE EFFECTS OF FERULIC ACID AND FERULIC ACID
LOADED CARRIER SYSTEM ON ANXIETY

MEVCUDE CAM
Department of Pharmacology
Anadolu University, Postgraduate Education Institute, January, 2024
Supervisor: Prof. Dr. Rana ARSLAN

It has been reported that anxiety disease is one of the common psychiatric
disorders in society. It is thought that anxiety disorder may occur due to various reasons.
Several traditional anxiolytic drugs are used today, but these drugs are reported to cause
many serious side effects. For this reason, studies are carried out at great speed by
researchers to find more effective and safe drug sources suitable for their target from
natural sources. In this context, phytochemical compounds with well-established
anxiolytic activities, structure-activity relationships and neuropsychopharmacological
aspects are comprehensively reviewed. The results reported that phenolic phytochemicals
have safe anxiolytic effects. Studies have shown that ferulic acid is a phenolic compound
with low toxicity. Ferulic acid is reported to have many physiological functions, including
its anxiolytic effect. Within the scope of this project, increasing the bioavailability of
ferulic acid in acute and subchronic administration by loading it into the loaded drug
carrier system and the value of this observed effect in anxiolytic treatment will be

evaluated.

Keywords: Ferulic acid, Anxiolytic effect, Drug delivery systems, Solid lipid

nanoparticle.
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1. GIRIS VE AMAC

Anksiyet bozuklugunun insanlar arasinda en yaygmn gorillen psikiyatrik
bozukluklardan biri oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Serotonin,
noradrenalin ve GABA (Gama aminobiitirik asit) gibi ¢esitli norotransmitterlerin islev
bozukluklarinin  anksiyete = bozukluguna yol actigi  belirtilmektedir.  Bu
norotransmitterlerin islev bozukluklarmin psikofarmakolojik tedavilerin hedefi haline
geldigi bildirilmektedir (Melaragno vd., 2020). Giiniimiizde anksiyete tedavisinde
kullanilan ilaglarin hasta da sedasyon, bilissel bozukluk, ataksi, saldirganlik, cinsel islev
bozuklugu, tolerans ve bagimlilik gibi yaygin ve ciddi yan etkileri oldugu bildirilmistir.
Bu ilaglarin uzun siireli kullamimindan sonra tedaviyi sonlandirma da yoksunluk
sendromlarinin goriilmesi bu ajanlarin kullaniminin sinirlandirilmasinda etkili olmustur
(Singh ve Singh, 2002). Anksiyete bozuklugu tedavisinde kullanilan mevcut ilaglarin,
verimlilik ve tolere edilebilirlik agisindan yetersiz oldugu bildirilmistir ve bu ilaglarin
ciddi yan etkilerine, suistimal edilmesine, terapotik etkinin gecikmesine, bagimliliga ve
toleransa yol agmasi nedeniyle yeni ilag tedavilerine ihtiyag duyulmustur (Sartori ve
Singewald, 2019; Agatonovic-Kustrin vd., 2020). Anksiyete semptomlarini azaltmak igin
geleneksel olarak kullanilan dogal ilaglar ¢ok genistir ve yeni tedavi stratejilerini
tanimlamak i¢in yeni dogal bitki bilesikleri ve bitki 6zleri arastirilmaktadir (Fedotova vd.,

2017; Savage vd., 2018).

Ferulik asit (FA), birgok yenilebilir tahil, domates, tatl misir ve piring kepegi gibi
meyve ve sebze de dahil olmak iizere ¢ok sayida bitki de yaygin olarak bulunan fenolik
bir madde ve fitokimyasal olarak ¢alismalarda karsimiza ¢ikmaktadir (Srinivasan vd.,
2007; Lenzi vd, 2015). Dogal bir fitokimyasal olan ferulik asitin, ticari olarak kolay
bulunabilecegi bildirilmistir. Diisiik maliyetli olmas1 ve ciddi yan etkisinin olmamas1 gibi
nedenlerle tedavilerde karsimiza ¢ikmaktadir. Ferulik asidin terapotik etkilerine;
antioksidan ve antienflamatuar ozelliklerinin aracilik ettigi yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir. ~ Anti-apoptotik, anti-kanserojen, anti-diyabetik, hepatoprotektif,
kardiyoprotektif, ndroprotektif gibi farkli biyolojik aktiviteleri gosterdigi bulunmustur
(Ghosh vd., 2017). Ayrica yapilan bir¢cok ¢alisma da depresyonun da tedavisinde de
faydali oldugu belirtilmektedir (Zhang vd., 2011; Xu vd., 2013; Lenzi vd., 2015; Zeni
vd., 2012; Chen vd., 2015; Zeni vd, 2017; Li vd., 2015; Liu vd., 2017). Ferulik asitin



anksiyolitik benzeri etkisi oldugu yoniinde de calismalar bildirilmistir (Sandeep vd.,
2018, Kotwal vd., 2015).

Ferulik asitin biyoyararlanimi incelendiginde insanlarda ve deney hayvanlarinda
biyoyararlaniminin diisiik oldugu deneysel ¢alismalarda gortilmiistiir (Govindaswamy,
2015). Ratlarda %9-20, insanlarda yaklasik olarak %20 oldugu goriilmektedir (Mancuso
ve Santangelo, 2014).

Ferulik asitin biyoyararlanimini arttirmak i¢in biyolojik olarak gecimli olan ve
dokulara etkin madde hedeflemesinin yapilabildigi kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonu
hazirlanacaktir ve akut ve subkronik formda verilecektir ve bu dogrultuda var olan

anksiyolitik etkideki degisimin incelenmesi amaglanmaktadir.

Katt lipit nanopartikiiller; lipozomlarin, emiilsiyonlarin ve kati partikiillerin
avantajlarinin kombinasyonunu igerdigi bildirilmistir. Birgok avantaja sahip oldugu da

bildirilmektedir (Demirel ve Yazan, 2000; Bummer, 2004).

Bu proje kapsaminda ferulik asitin kati lipit nanopartikiil ilag¢ tasiyici sistemi
formiilasyonu hazirlayarak akut ve subkronik uygulamada biyoyararlaniminin arttirilmasi
ve beklenen anksiyolitik terapotik etkisinin  de bu dogrultuda artirilmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Anksiyete

Insanlarin ¢ogu saglik, para, aile sorunlar1 gibi yasam kosullar ile ilgili giinliik
hayatinda kaygi yasadigini bildirmistir. Insanlarin giinliik yasamlarinda ara sira kayginin
olmasi normaldir ancak yapilan ¢alismalarda goriildiigli gibi anksiyete bozuklugu,
normalde yasanandan daha fazla endise veya korku halini igerdigi belirtilmistir.
Anksiyete bozuklugu olan insanlarda yasadiklar1 kayginin ortadan kalkmayacagi daha da
zamanla Kkotiilesebilecegi bildirilmistir. Anksiyete bozuklugu hastalarin  giinliikk
aktivitelerini de olumsuz etkileyen yaygin bir psikiyatrik bir rahatsizlik oldugu
goriilmiistiir (http-1; Munir vd., 2019). Anksiyete bozuklugunun olusumunda rol oynayan
en 6nemli boliim beynin temporal lobunda bulunan amigdala oldugu yapilan ¢alismalarda
goriilmistiir (Davis, 1994). Depresyonu olan hastalarin genellikle anksiyete bozukluguna
da sahip oldugu bildirilmektedir (Tiller; 2013).

Cesitli anksiyete bozukluklart tanimlanmistir. Siklikla karsilan anksiyete
bozukluluklar arasinda yaygin anksiyete bozuklugu, sosyal anksiyete bozuklugu, panik
bozuklugu ve sosyal fobiler sayilabilir. Diger anksiyete bozukluklar1 arasinda agorafobi,
secici konusmazlik, ayrilik anksiyetesi bozuklugu ve madde/ilag kaynakli anksiyete
bozuklugu yer almaktadir (Moini vd., 2021). Anksiyetenin belirtileri arasinda garpinti,
nefes alma da zorluk, hizli hizli nefes alma, ellerde ve ayaklarda titreme, asir1 terleme
gibi belirtilerin yaninda psikolojik 6zellikler olarak sikinti, heyecan, aniden ¢ok kotii bir
sey olacakmis hissi ve korkusu sayilabilir (Karamustafalioglu ve Yumrukgal,2011).
Sempatik sinir sisteminin anksiyetede goriilen semptomlarin ¢oguna aracilik ettigi
bildirilmektedir (Chand vd., 2021; Hang vd., 2015). Anksiyete bozuklugunun
etiyolojisinde genetik, norobiyolojik ve psikososyal faktorler bulunur (Zwanzger, 2016).
Anksiyete bozuklugunun nérobiyolojik faktorlerinin arasinda noradrenalin, serotonin,
dopamin, glutamat gibi norotransmitterlerin islev bozukluklari, gama-aminobiitirik asit
(GABA), kolesistokinin (CCK) ve renin-anjiyotensin sistemi-hipotalamik-hipofiz-
adrenal (RAS-HPA) eksenin hiperaktivasyonun oldugu distinilmektedir. Bu islev
bozukluklar1 psikofarmakolojik yaklagimlarin hedefleri olmustur (Melaragno vd., 2020;
Daugé ve Léna, 1998; Balthazar vd., 2021).



2.2. Anksiyete Olusumunda Rolii Olan Temel Norotransmitter Sistemler

Anksiyete bozukluklarinin patolojik 6zelliklerinin altinda yatan mekanizmalar heniiz tam
olarak aydinlatilamadig: bildirilmistir (Nemeroff, 2003). Ancak hayvan calismalarinda
anksiyolitik ilaglarin temelinde {i¢ biiyiik norotransmmitterin etkisi oldugu bildirilmistir.
Bunlar, noradrenerjik (NA) sistem, seratonin (S) ve gama aminobiitirik asit (GABA)’dir
(Ozakkas, 2014).

2.2.1. GABAEerjik sistem

GABA (Gama aminobiitirik asit)’nin birgok fizyolojik ve psikolojik durumlarda etkili ana
inhibitor norotransmitter oldugu calismalar ile kanitlanmistir (Mombereau vd., 2004).
Anksiyete bozukluklarinin patofizyolojisinde dnemli bir rol oynadigi bilinen en yaygin
aracilardan biri amigdaladaki GABA ndrotransmisyonunun oldugu bildirilmistir. Yapilan
hayvan ¢aligmalarinda amigdala’ya GABAerjik sistem norotansmisyonu; GABA veya
GABA reseptor agonistleri, anksiyolitik benzeri etki gosterirken, GABA antagonistleri
anksiyojenik benzeri etki gosterdigi bulunmustur (Nemeroff, 2003; Nuss, 2015).

2.2.2. Noradrenerjik sistem

Locus coeruleus'un ndronlari, tiim 6n beyin aktivitelerinde anahtar rol oynayan
noromodiilator noradrenalinin tek kaynagi oldugu bildirilmistir (Sara, 2009). Locus
coeruleus noradrenerjik sistemindeki, diizensizligin psikiyatrik bozukluklarda etkili
oldugu disiiniilmektedir (Berridge ve Waterhouse, 2003). Locus coeruleusda
noradrenerjik noronlarin artisi, anksiyete benzeri davranisa neden olabilecegi yapilan
calismalarda bildirilmistir (McCall vd., 2017).

2.2.3. Serotonerjik sistem

Serotoninin (5-hidroksitriptamin,5-HT), hem periferde otakoid etkili hem de beyinde
norotransmitter olarak calisabilecegi diistiniilmektedir (Mosienko vd., 2012). Serotonin
uyku, istah ve ruh hali gibi birgok siireci diizenlediginden serotonerjik sistem major
depresyon ve anksiyete gibi psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde 6nemli olabilecegi
bildirilmistir (Zmudzka vd., 2018). Yapilan ¢alismalarda, medyan rafe ¢ekirdegi (MRN)
igindeki serotonin noronlarinin dorsal hipokampiis i¢indeki serotonerjik sinyalleme yolu
ile anksiyojenik bir durumu neden oldugu gériilmiistiir (Abela vd., 2020). Anksiyete de
etkili serotonerjik reseptorler; 5-HT1a, 5-HT1c ve 5-HT2 oldugu bildirilmistir (Baldwin
ve Rudge, 1995).



2.2.4. Dopaminerjik sistem

Dopaminerjik sistemin sosyal davranig, 6grenme gibi birgok siiregte ayrica sosyal
anksiyolitik bozuklukta etkili olabilecegi 6ne stiriilmistiir (Cervenka vd., 2012). Hem
dopamin D1 hem de D> reseptér mekanizmalarinin, anksiyete tizerine etkili olabilecegi

bildirilmistir (Zarrindast ve Khakpai; 2015).
2.2.5. Glutamat

Basit bir molekiil olan glutamatin, limbik sistemde anksiyolitik etkisinden iyonotropik ve
metabotropik glutamat reseptorlerinin kombinasyonunun aracilik edecegi belirtilmistir.
Klinik oncesi ¢alismalar, NMDA/AMPA/kainat ve metabotropik reseptorlerde aktif
bilesiklerin anksiyolitik etkili oldugu bildirilmistir. Gliniimiize kadar yapilan deneylerin
NMDA reseptorleri {lizerinde oldugu belirtilmistir. NMDA/AMPA/kainat reseptorleri
antagonistlerinin kullanimiminin ciddi yan etkiler yaratabilecegi icin kullanilmamasi

gerektigi bildirilmektedir (Bergink vd., 2004).
2.2.6. Nitrik oksit

Nitrik oksitin anksiyete benzeri davraniglari iyilestirme de 6nemli rol oynayan bir
norotransmitter olabilecegi diisiiniilmektedir (Gulati vd., 2017). Stresli uyaranlara maruz
kalindiginda nitrik oksit sentazin (NOS) aktive oldugu bildirilmistir (Kumar ve Chanana,
2017). Yapilan bir ¢aligma da NOS inhibitorii madde olan 7-nitroindazoliin (7-NI) EPM
testinde acik kollarda harcanan siireyi ve agik alana gecis sayisinin yiizdesini dnemli bir
sekilde arttig1 gozlenmistir. Uygun dozlarda diger deneysel anksiyete modellerinde de

anksiyolitik etki gosterdigi diisiiniilmektedir (Volke vd., 1997).
2.2.7. Kolesistokinin (CCK)

CCK'nin stresli uyaranlara karsi1 etkili olabilecegi bildirilmistir. Ayrica, birka¢ secici
CCK-B agonisti anksiyojenik benzeri etki gosterirken, CCK-B antagonistleri, ¢esitli
anksiyete modellerinde anksiyolitik benzeri etki gosterdigi belirtilmistir. CCK’nin
baglanma bolgesinde bulunan CCK-B: anksiyete bozuklugunda etkili oldugu
bildirilmistir (Daugé, ve Léna,1998). Yapilan bir ¢alisma da CCK’nin yiikseltilmis art1
labirent testinde anksiyolitik benzeri etkisi incelenmistir. Anksiyolitik benzeri etkisi
incelendiginde secici CCK-B reseptorii antagonistleri anksiyolitik benzeri etkisi CCK-A
reseptorii antagonistinin anksiyolitik benzeri etkisinden daha yiiksek oldugu belirtilmistir
(Singh vd., 1991).



2.2.8. RAS-HPA ekseni (Renin-anjiotensin sistemi/ Hipotalamik-pituitory-

adrenal ekseni)

RAS-HPA ckseninin deney hayvanlar1 lizerinde yapilan bir calismasinda stresli
uyaranlara maruz kalma sirasinda goriilen anksiyete bozuklugunda incelendiginde, RAS-
HPA ekseninin asir1 aktivasyonu sonucu AT: reseptdrii agonistlerinin anksiyojenik
benzeri etki gosterdigi, AT reseptor antagonistlerinin anksiyolitik benzeri etki gosterdigi
bulunmustur (Balthazar vd., 2021).

2.3. Anksiyete Tedavisi

Anksiyete bozukluklarinin tedavisinde psikoterapi, farmakoterapi veya her iki tedavinin
birlikte kullanildig: bildirilmistir. Tedavinin; hastaligin siddeti, komorbitideler, eslik eden
hastaliklar, madde kullanimi, intihar riski, onceki tedavi gegmisi, etkinlik, yan etkiler,
etkilesimler, maliyetler ve hastanin tercihi géz Oniinde bulundurularak hazirlanmasi

gerektigi belirtilmistir (Bandelow vd., 2017; Brahmbhatt vd., 2021).
2.3.1. Psikoterapi
2.3.1.1. Biligsel davranis¢t terapi

Farmakolojik olmayan tedavilerden olan bilissel(kognitif) davranis¢1 psikoterapi tiirii
semptomlar1 azaltmada en ¢ok aragtirmaya konu olan tedavi tiirii olarak belirtilmistir
(Bandelow vd., 2017). Insanlarda gdzlenen anksiyete bozukluguna ve korku veren
durumlara kars1 farkli diistinme ve farkli tepki verme durumlarinda etkili oldugu
goriilmiistiir (http-1). lag tedavisinin psikolojik tedavilerle kominasyon seklinde birlikte
kullanilabilecegi bildirilmistir. Segici serotonin geri alim inhibitorlerinin (SSRI),
pregabalin veya serotonin-noradrenalin geri alim inhibitorleri (SNRI) gibi ilaglarin
bilissel-davranig¢1 terapi ile birlikte anksiyete bozukluklarmin tedavisinde ilk tercih

edilen ilaglar olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Cloos ve Ferreira, 2009).
2.3.1.1.1. Maruz kalma tedavisi

Maruz kalma terapisinin, anksiyete bozuklugunun altinda yatan insanlarin yapmaktan
kagindiklart davraniglart ve korkulariyla yiizlesmesini temel alan sosyal anksiyete

bozuklugunun tedavisinde kullanildig: bildirilmistir (http-1).



2.3.1.2. Farkindalik ve kabul temelli psikoterapiler

Farkindalik ve kabul temelli psikoterapilerin, yaygin anksiyete bozuklugu, panik ve
agorafobi bozuklugu gibi anksiyete bozukluklar1 i¢inde bir miktar etkinlik gosterdigi
calismalarda bulunmustur (Hoge vd., 2013; Dahlin vd., 2016; Crits-Christoph P vd.,
2005; Gloster vd, 2015).

Psikodinamik terapinin yaygin anksiyete bozuklugu, panik bozuklugu ve sosyal
anksiyete bozuklugu dahil olmak iizere ¢esitli anksiyete bozukluklari i¢in etkili bir tedavi
yontemi olarak kullanilabilecegi bazi arastirmalarda kanitlanmistir (Crits-Christoph P.
vd, 2005; Milrod vd., 2007; Leichsenring vd., 2013). Bunlarin yaninda dogal yontem
kullanarak yapilan anksiyolitik tedavilerde mevcuttur ve hastalara giivenle
Onerilebilecegi bildirilmistir. Son zamanlarda farkindalik temelli stres azaltma,
meditasyon ve yoga calismalarina odaklanilmistir. Bu tedavilerin anksiyetesi olan

hastalara giivenle kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Saeed vd., 2019).
2.3.2. Tlac tedavisi

Cok sayida anksiyolitik ila¢ sinifinin bulunmasina ragmen, bu anksiyolitik ilaglarin
hastalik semptomlarini tam olarak iyilestiremedigi bildirilmistir. Bu ilaglarin klinik
kullaniminda bir¢ok yan etki ortaya ¢cikmistir ve tolere edilebilirliliginin diisiik oldugu

goriilmiistiir (Fajemiroye vd., 2016).
2.3.2.1. Serotonin-noradrenalin geri alim inhibitorleri

Anksiyete bozuklugunun tedavisindeki yerine bakildiginda yarar/zarar oranina gore
birinci basamak tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda sitalopram, essitalopram,
fluoksetin, fluvoksamin, paroksetin ve sertralin gibi seg¢ici serotonin geri alim
inhibitorlerinin (SSRI); ve venlafaksin ve duloksetin gibi serotonin-noradrenalin geri
alim inhibitorlerinin (SNRI) oldugu bildirilmistir (Bandelow, 2020). Bu ilaglarin ilk
kullanildig1 zaman anksiyete bozuklugunun semptomlarin da artisa neden olabilecekleri
ve 2-4 haftaya kadar bazi durumlarda 6 haftaya kadar uzayan yan etkiler goriilebilecegi
belirtilmektedir. Ciddi olmamakla birlikte gesitli yan etkileri vardir. SSRI larin yan
etkileri arasinda; gastrointestinal bozukluklar, bas agrisi, sedasyon, uykusuzluk, kilo
alimi, asir1 terleme, parastezi ve cinsel islev bozuklugu bildirilmistir. Fluoksetin,
fluvoksamin ve paroksetin gibi SSRI’lar ve SNRI ilaglarin sitokrom P450 inhibit6rii

olabilecegi ve diger ilaglar ile farmakokinetik etkilesime girebilecegi konusunda goriisler



vardir. Yine yan etki olarak sertralin ve paroksetin gibi SSRI’larin tedavisinin kesildikten
sonra geri g¢ekilme sendromuna neden olabilecegi konusunda calismalar da vardir.

Sertralin ve paroksetinin yoksunluk orani fluoksetinden daha fazla bulunmustur

(Muscatello vd., 2012; Stahl vd., 1997; Bandelow vd., 2022; Masand ve Gupta, 1999).
2.3.2.2. Benzodiazepinler

Tiirkiye’de bulunan miistahzarlarinin - diazepam, klordiazepoksit, lorazepam ve
alprazolam oldugu bildirilmistir. Etki mekanizmasiin, GABAAa (Gama aminobiitirik asit-
A) reseptorlerinin kendine 6zgii baglanma yerlerine baglanarak GABAA’y1 aktive
edecegi belirtilmistir. Bu kapsamda reseptore kenetlenmis CI* iyon kanalini agtigi
bildirilmistir. Noronlar {izerinde benzodiazepinlerin etki gosterebilmesi igin ortamda
GABA’nin bulunmasmin gerekli oldugu bildirilmistir. Ortamdaki GABA diizeyinin
artmasi benzodiazepinlerin etkinligini de paralel olarak arttiracagi belirtilmistir (Kayaalp,
2012). Anksiyete bozuklugunun tedavisinde etkili olmalar1 ve genellikle anksiyete
bozuklugu i¢in regete edilen diger antidepresan ilaglardan daha hizli etki gostermeleri
benzodiazepinlerin avantajlari arasina sayilabilir. Uzun siireli kullanimlarinda tolerans
olusturmalar1 ve ayni anksiyolitik etkiyi olugturabilmek i¢in daha yiiksek dozlara ihtiyag
duyulmasi gibi dezavantajlar1 bildirilmistir (http-1). Diazepam, alprazolam ve lorazepam
gibi anksiyete bozuklugu tedavisinde kullanilan benzodiazepinlerin, bagimlilik
yapabilme potansiyelleri oldugu icin rutin kullanimda Onerilemeyecegi belirtilmistir
(Bandelow, 2020; Muscatello vd., 2012). Benzodiazepin kullanim1 aniden birakirlarsa,
yoksunluk semptomlarinin gézlenebilecegi veya anksiyete bozuklugu tekrarlayabilecegi
bildirilmistir. Bu nedenle, benzodiazepin dozunun yavas yavas azaltilarak birakilmasi

gerektigi belirtilmistir. (http-1).
2.3.2.3. Diger tedavi secenekleri

Diger tedavi segenekleri arasinda kalsiyum kanal modiilatorii pregabalin, imipramin ve
klomipramin gibi trisiklik antidepresanlar, buspiron, moklobemid ve geri doniisiimsiiz
monoamin oksidaz (MAQ) inhibitorleri bulunur. Buspiron, trisiklik antidepresanlar
(TCA'lar), monoamin oksidaz A (MAO-A) 'nin geri doniisiimlii inhibitorii, moklobemid
ve geri doniisiimsiiz monoamin oksidaz inhibitorleri (MAOT'ler) gibi ilaglarin, genellikle
daha onceki tedavilere yanit vermeyen hastalar i¢in kullanilacag: bildirilmektedir (http-
1).



2.3.2.3.1. Buspiron

Ozellikle kronik anksiyete bozuklugu tedavisi i¢in kullanildig: bildirilmektedir (http-1).
Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatitlamamistir. S5HT1 reseptorlerinin parsiyel
agonistidir ve anksiyete bozuklugu tedavisinin bu reseptér tlizerinden oldugu
diisiiniilmektedir. Buspironun benzodiazepin reseptorlerini ve GABA baglanmasini
etkilemedigi gosterilmistir. Benzodiazepinler gibi antikonviilsif, sedasyon ve kas
gevsetici etkisinin olmadigi bilinmektedir. Buspironun, serotonin ve asetilkolin
norotransmitterlerinin  aktivitesini  diisiirdigii halde spesifik noradrenerjik ve
dopaminerjik yolaklar tizeride aktivasyonu arttiracagi diisiiniilmektedir. Giinde 2 ya da 3
defa 5 mg verilebilecegi gibi goriisler vardir. Maksimum dozu 45 mg ge¢memesi
gerektigi bildirilmektedir. En sik gézlenen yan etkileri arasinda; sersemlik, bas donmesi,
bas agrisi, heyecan, sinirlilik, serotonin sendromu, dokiintli, diyare, mide bulantisi,
kaslarda zayiflik, uyusma, koordinasyon bozuklugu, bulanik goérme bildirilmistir
(RxMediaPharma, 2023; Taylor, 1988). Buspironun, sedasyon ve fiziksel bagimliliga
neden olmadan anksiyolitik etki gésterecegi konusunda bilgiler vardir (Eison ve Temple,
1986; Goldberg ve Finnerty, 1979).

2.3.2.3.2. Hidroksizin

Hidroksizin, anksiyete tedavisi i¢in kulanilan FDA tarafindan onayl en gii¢lii Hi reseptor
blokorii olarak bildirilmektedir (Guaiana vd., 2010; RxMediaPharma, 2023). Yaygin
gozlenen yan etkileri arasinda bas agrisi, agiz kurulugu, halsizlik, sedasyon oldugu

bildirilmistir (RxMediaPharma, 2023).
2.3.2.3.3. Beta blokorler

Beta bloker ilaglar siklikla antihipertansif olarak kullanilsa da, hizli kalp atig1 ve titreme
gibi anksiyetenin semptomlarini azaltmaya yardimci olmak icin de kullanilabilecegi
bildirilmektedir (http-1). Propranolol anksiyete bozuklugu ve anksiyete bozukluguna
baglh tasikardi tedavisinde kullanilan bir beta blokér olarak belirtilmektedir
(RxMediaPharma, 2023).

2.3.2.3.4. Pregabalin

Pregabalinin  inhbitér bir ndrotransmitter madde olan GABA’ya benzedigi
diistiniilmiistiir. Ancak etkisinin GABA {izerinde etkili olmadig1 goriilmistiir. "Asir

uyarilmis" presinaptik néronlarda P/Q tipi voltaj kapili kalsiyum kanalinin alfa-2-delta



alt birimine yiiksek affinite ile baglanmasinin anksiyete bozuklugu tedavisine aracilik
ettigi  gorilmiistiir. BoOylece yapilan c¢alismalarda glutamat gibi  uyarici
norotransmitterlerin salinimini azalttigi bildirilmistir (Baldwin vd., 2013). Yapilan bir
calisma da pregabalin bas donmesi ve somnolans (uyuklama) gibi yan etkilerine neden
olmasia ragmen yaygin anksiyete tedavisinde etkili olabilecegi gosterilmistir. 65 yas

tizeri hastalarda dikkatli kullanilmas1 gerektigi bildirilmektedir (Wensel vd., 2012).
2.3.2.3.5. Monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri

Arastirmacilar tarafindan MAO’nun iki izoformu oldugu belirtilmistir. MAO-A’nin
serotonin, noradrenalin ve adrenalin yikimindan sorumlu oldugu, MAO-B’nin ise
dopamin, beta feniletilamin ve benzilamin yikimindan sorumlu oldugu bildirilmektedir.
Bu kapsamda MAO-A'nin inhibisyonunun depresyon ve anksiyete bozukluklarinda etkili
oldugu ve tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi ileri stirtilmistiir. Tiraminin hem
MAO-A hem de MAO-B igin substrat oldugu belirtilmektedir. Se¢ici olmayan MAO
inhibitorlerinin hem MAO-A y1 hem de MAO-B yi inhibe ederek tiraminin ilk gegis
metabolizmasina etkili olabilecegi konusunda goriisler mevcuttur. Bu kapsamda segici
olmayan MAO inhibitorlerinin tiramin birikimine peynir reaksiyonlart denen tehlikeli
hipertansif krize neden olabilecegi diistiniilmektedir. Agorofobi gibi anksiyete
bozukluklarinin tedavisinde MAO inhibitorlerinin etkili oldugu bulunmustur. Tedavinin
genellikle uzun siireli oldugu ve farmakolojik bagimlilik gelisebilecegi konusunda

gortsler vardir (Tyrer ve Shawcross, 1988; Yamada ve Yasuhara, 2004).
2.3.2.3.6. TCA (Trisiklik antidepresanlar)

TCA’larin hem noradrenalin hem de serotoninin geri alimini inhibe edecegi yapilan
calismalarla kanitlanmistir (Koen ve Stein, 2022). Klomipramin ve imipraminde
genellikle tedavinin 2-3. haftasinda anksiyolitik etkinin ortaya c¢ikacagi deneyler
sonucunda bildirilmistir. Fobi ve panik atak tedavisinde kullanilabilecegi konusunda
yapilan ¢alismalar bildirilmistir. Istah artis1, huzursuzluk, sersemlik, tremor, bas agrisi,
uyuklama hali, akomodasyon bozuklugu, bulanik gérme, kulak ¢inlamasi, siniis
tasikardisi, ¢arpinti, ortastatik hipertansiyon, kalp rahatsizligi olmayan hastalarda EKG
degisiklikleri, sicak basmasi, bulanti, agi1z kurulugu, kabizlik, yorgunluk, hiperhidroz, kas
zayifligi, idrar yapma bozuklugu, lipido bozuklugu gibi yan etkileri bildirilmistir.
Imipraminin, noradrenalin ve serotonin geri alimmi ayni derecede inhibe edecegi
bildirilmektedir (RxMediaPharma, 2023)
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Yeni tedavi stratejilerinde, GABA, glutamat ve diger norotransmitter sistemler
tizerine odaklanilmistir. Ancak hastalifin semptomlarinin azaldigi veya kayboldugu
donem sonrasinda ilaglara 6-12 ay siire devam edilmesi gerektigi bildirilmistir
(Bandelow, 2020; Muscatello vd., 2012).

Giiniimiizde anksiyete bozuklugu tedavisinde kullanilan ilaglarin hemen hemen
hepsi hasta da sedasyon, biligsel bozukluk, ataksi, saldirganlik, cinsel islev bozuklugu,
tolerans ve bagimlilik gibi ¢ok sayida ve siklikla gézlenen ciddi yan etkilere neden oldugu
bildirilmigtir. Uzun siireli uygulamadan sonra ilag kullanimini sonlandirma da yoksunluk
(¢ekilme) sendromlarinin gézlenmesi bu ajanlarin kullanimini sinirlandirdigi konusunda
diisinceler vardir (Singh ve Singh, 2002). Anksiyete bozukluklari i¢in kullanilan mevcut
ilaglarin, verimlilik ve tolere edilebilirlik agisindan yetersiz oldugu konusunda ¢aligsmalar
vardir. Ilaglarin kétiiye kullanimina, terapdtik etkinin gecikmesine, bagimliliga ve
toleransa yol agmasi iyilestirilmis ilag tedavilerine duyulan ihtiyacit vurgulamaktadir
(Sartori ve Singewald, 2019; Agatonovic-Kustrin vd., 2020). Yan etkileri ve ilag
etkilesimlerinin olmasi, dar bir giivenlik marjinin olmasi ve suistimal edilmesi gibi
durumlarin gbzlenmesi bir¢ok arastirmaciy1 daha az yan etkileri olan diger anksiyolitik
ilaglar1 belirleme umuduyla yeni bilesikleri degerlendirmeye ittigi bildirilmektedir
(Baldwin vd., 2013; Lader ve Kyriacou, 2016; Grundmann vd., 2007; Grundmann vd.,
2009; Thanacoody ve Thomas, 2005). Anksiyete semptomlarini azaltmak i¢in kullanilan
geleneksel dogal ilaglarin kullaniminin kapsamli oldugu belirtilmektedir. Anksiyete
bozuklugunun tedaviside kullanilmak iizere yeni dogal bitki bilesikleri ve bitki 6zleri

arastirtlmakta oldugu belirtilmektedir (Fedotova vd., 2017; Savage vd., 2018).
2.4. Anksiyete Bozukluklarimin Hayvan Modelleri
2.4.1. Acik alan testi (Open-field area test)

Open-field area testi, kesif ve lokomotor aktivitenin yan1 sira anksiyete bozuiklugunun
arastirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir test olarak ¢alismalarda kullanildigi
bildirilmektedir (Archer, 1993; Walsh ve Cummins, 1976; Seibenhener vd., 2015).
Anksiyete arastirmalariin yaninda sedasyon, hiperaktivite ve lokomotor aktivitenin
kalitatif ve kantitatif 6l¢limii i¢in de kullanilmas1 6ngoriilmiistiir (Prut ve Belzung, 2003;
Valvassori vd., 2017). Open-field area testinin kare, dikdortgen veya daire seklinde etrafi
duvarlarla gevrili bir diizenekten olustugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda genellikle

test diizeneginin iist kisminin agik birakilacagr belirtilmistir. Deney diizeneginin ortasina
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yerlestirilen hayvan etrafin1 dolasip ¢evresini kesfederken hareketlerinin kaydedilecegi
bildirilmistir. Deney tamamlandiktan sonra bilgisayar izleme programlarinin hayvanmn
zaman igindeki hareketlerinin analizini yaptig1 bildirilmistir (Carter ve Shieh, 2015).
Open-field area testinin sartsiz korku olusturan anksiyete modeli oldugu belirtilmektedir.
Open-field area testinde hayvanin kendi ortamindan farkli bir ortamda bulundugu igin
huzursuz olacag: ve etrafi kesfetme istegi ile lokomotor aktivitesi artacagi bildirilmistir
(Kiigiik vd., 2005). Fotofobikligi nedeniyle, hayvan parlak aydinlatilmis a¢ik alanlardan
ve merkezden ka¢mip duvarlara yakin kalmay: tercih edecegi yapilan ¢alismalarda
goriilmistiir. Bu nedenle duvardan uzaklik belirlenirken kesif veya lokomotor davranisin
Olgiilmesi gerektigi ve idrara ¢ikma ve digkilama gibi otonomik aktivitelerin de
degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir (Fuchs ve Fliigge, 2022). Deney diizeneginde
kat edilen toplam mesafenin (genel aktivitenin bir 6l¢iisii), hareket i¢in harcanan zamanin,
sahlanma sayisinin, siislenme davraniginin (uzun siireli tiiylerini temizleme davranisi) ve
hayvanin merkezden kagimma egiliminin &lgiilmekte oldugu bildirilmektedir. Deney
hayvanlarinin agik bir alanda kesfetmeye meyilli olduklar1 bilinmektedir. Tigmotaksis ad1
verilen bu hareket anksiyete parametresi olarak deneysel calismalarda kullanilmakta
oldugu bildirilmektedir. Farelerin ve sicanlarin tigmotaksis adi verilen parametre ile
duvara yakin yerde yiiriiyecegi bilinmektedir (Prut ve Belzung, 2003). Test diizeneginin
merkezinde gegirilen siirenin azalmasi anksiyete bozuklugunun gostergesi oldugu
bildirilmistir (Simon vd.,1994). Yapilan caligmalarda anksiyete 6l¢iimlerinde merkezde
kalma siiresi 5 dakikalik siire i¢in incelenmistir (Gould vd., 2009; Lipkind vd., 2004;
Aynur ve Gormiis, 2018). Lokomotor aktivitenin ¢izgi gegme sayisi (line crossing),
cevreyi kesfetme sayisi (rearing) ve arka ekstremiteleri {izerinde yiikselmeyle
degerlendirilecegi bildirilmistir. Kaginma ve defekasyon sayisinin otonom fonksiyonlarin
degerlendirilmesinde kullanilan parametreler oldugu diistiniilmektedir (Kii¢iik vd., 2002).
Hiperaktivite, sahlanma(rearing) ve gecis(crossing) davraniy parametreleriyle
degerlendirildigi bildirilmektedir. Gegis (Crossing) hayvanlarin lokomotor aktivitesinin
Ol¢iilmesini saglamak i¢in kullanilan test siiresi boyunca toplamda gegilen kare sayisini
ifade ettigi belirtilmistir. Sahlanma davranisinin (rearing) test siiresi boyunca kemirgen
tarafindan kesfetmek amaciyla benimsenen dik duruslarin toplam sayisi oldugu

bildirilmistir.
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(A) Crossing (B) Risk behavior (C) Rearing (C) Grooming (C) Sniffing

Sekil 1. A¢ik alan (Open-field area) testinde kullanilan parametreler (Valvassori vd.,2017).
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Sekil 2. A¢ik alan (Open-field area) testi.
Dis bélge 16 bloktan, i¢ bolge ise 9 bloktan olusmaktadir. Labirentin orta bélmesini tercih etmeyip

kenarlardan ilerlemesi(tigmotaksis) anksiyetenin arttigin gosterir (Seibenhener ve Wooten;2015).

2.4.2. Yiikseltilmis arti labirent testi (Elevated plus maze test, EPM)

Elevated plus maze testi anksiyete bozuklugunun tanimlanmast igin 2 agik kol ve 2 kapali
koldan olusan bir yontem olarak tanimlanmistir (Pellow vd., 1985). Son 24 yilda,
Elevated plus maze testi, anksiyete bozuklugu tedavisinde kullanilan ilag etkilerini
arastirmak i¢in en yaygin kullanilan hayvan modeli olarak bildirilmistir (Hogg, 1996;
Rodgers, 1997). Test diizeneginde anksiyete benzeri davranisin agik koldan kaginmasi ile

degerlendirilirken; lokomotor aktivitesin en giivenilir sekilde kapali kol girislerinin
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sikligr ile olgiildiigi bildirilmektedir (Holmes vd., 2000). Deney diizenegide kemirgen
kafas1 acik bir kola bakacak sekilde labirent platformunun ortasina farenin yerlestirilmesi
gerektigi bildirilmektedir. Hayvanlar, sadece bir kez 5 dakika boyunca tek tek test
edilecegi ve calisma siiresince her bir denekten sonra, diizenekteki idrar ve diski
kalintilart %70’lik etanol ile temizlenmesi gerektigi belirtilmektedir (Yoon, 2007).
EPM’ye yerlestirilen deney hayvanlarinin 5 dakika siire ile acik ve kapali kol giris sayzsi,
acik ve kapali kollarda gegirilen toplam siiresinin Ol¢iilmesi gerektigi belirtilmektedir
(Andreatini ve Bacellar, 1999). Deney hayvanlariinda anksiyete bozuklugu belirtileri,
acik kol i¢in harcanan zamanin toplam siireye boliinmesiyle ve acik kol giris sayisinin
toplam kol girisi sayisina boliinmesiyle elde edilecegi belirtilmistir (Carobrez ve
Bertoglio, 2005). Yapilan ¢aligmalarda da goriildiigi gibi anksiyolitik bilesikler agik
kollarda harcanan zamanin yilizdesini ve/veya agik kollara giris yiizdesini segici olarak
arttiracagt bildirilmistir, anksiyojenik bilesikler ise harcanan zaman yiizdesini ve/veya
acik kollara giris ylizdesini segici olarak azaltacagi bildirilmistir (Andreatini ve Bacellar,
1999). Spontan lokomotor aktivitesinin ise, ylikseltilmis art1 labirent testinin kollarindaki

toplam giris sayisi ile degerlendirilecegi belirtilmistir (Pellow vd., 1985).
2.4.3. Yiikseltilmis 0 testi (Elevated zero maze= EZM)

Bu test yonteminin yikseltilmis arti labirent testinin modifiye sekli oldugu
bildirilmektedir. Elevated plus maze testinin merkezinde harcanan zamanin
yorumlanmasindaki herhangi bir belirsizligi ortadan kaldiran ve kesif davranigina izin
veren, karsilikl iki kapali kadran ve iki acik olan yiikseltilmis bir dairesel platformdan
olustugu belirtilmistir (Shepherd vd., 1994; Kulkarni vd., 2007).

2.4.4. Yiikseltilmis T testi (Elevated T maze=ETM)

Yikseltilmis T-labirent testi diizenegi, zeminden 50 cm yiikseltilmis, esit boyutta (50x12
cm) li¢ koldan olustugu bildirilmektedir. Bu kollardan biri 40 cm yiiksekliginde bir yan
duvarlarla c¢evrelendigi ve karsilikli iki agik kola dik olarak konumlandirildigi
bildirilmistir. Test diizeneginde Kapali kolun ucuna yerlestirildiginde, sigan, basini kapali
kolun duvarlarinin &tesine uzatana kadar acik kollar1 goéremez konumda oldugu
belirtilmektedir (Graeff vd., 1998). Yiikseltilmis T-labirent testi hem kosullu hem de
kosulsuz anksiyete olusturmak i¢in hayvan anksiyete modeli gelistirilmis bir test oldugu

bildirilmektedir (Jardim vd., 1999).
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2.4.5. Aydinlik-karanhk kutu testi (Light-dark box test=LDB TEST)

Test diizeneginin, aydinlik ve karanlik bolgeler olmak iizere iki kompartmandan olustugu
bildirilmektedir Burada giivenilir bolgenin karanlik bolge oldugu, kemirgenlerin
kacgindig1 bolgenin ise aydinlik bolge oldugu deneysel calismalarda goriilmiistiir. Yapilan
deneylerde test diizeneginde fareler ayr1 ayri kapiya bakan karanlik bolgenin ortasina
yerlestirilmis ve aktivite 5 dakika siireyle kaydedilmistir. Anksiyete modelleri
caligmalarinda aydinlik bolgeye ilk gecis zamani (yani, sicanin test diizeneginde karanlik
bolgeye ilk olarak yerlestirilmesinden tamamen aydinlik bolgeye ge¢mesine kadar gegen
siire), aydinlik bolge de kalma zaman1 ve aydinlik ve karanlik bolgelere toplam gegis
sayilar1 gozlemlenmistir (Rodriguez-Landa vd., 2019; Mi vd. 2005; Takao ve Miyakawa,
2006). Deneyler de anksiyolitik parametre i¢in aydinlik bolgeden karanlik bolmeye ilk
gecisin gecikme siiresi, iki bolge arasindaki gegis sayisi, her bolgedeki hareket, karanlikta
(veya 1s1kta) gecirilen siire ve bazen sahlanma sayis1 6l¢iilmiistiir. Genel olarak, karanlik
bolgeye daha hizli giren ve aydinlik bolgede daha az zaman harcayan farenin anksiyete

bozuklugu benzeri davranig gosterdigi diistiniilmektedir (HascoeT ve Bourin, 1998).
2.4.6. Delikli tahta testi (Hole-board test)

Hole-board (UGO Basile, Italya), zeminde her biri 3 cm ¢apinda 16 esit aralikli delige
sahip gri Perspex panellerden (40 % 40 cm, 2.2 cm kalinliginda) olustugu bildirilmektedir.
Hole-board test deneylerinde anksiyolitik benzeri etkinin degerlendirilebilmesi i¢in kafa
daldirma sayisinin, kesfedilen delik sayisinin ve ilk kafa daldirma siiresinin kaydedilecegi
belirtilmektedir. Yapilan deneylerde hayvanlarda kafa daldirma sayisinda artigin
anksiyolitik benzeri etki gosterdigi gézlenmistir. Bu kapsamda anksiyojenik benzeri etki
gosteren 1ilaclarin farelerin kafa daldirma sayisinda bir azalisa neden olacag:

bildirilmektedir (Takeda vd, 1998).

2.4.7. Emosyonel hipofaji (Hiponeofaji)
Hiponeofaji anksiyoltik benzeri etkinlik gosteren etkin maddelerin degerlendirilmesinde
kullanilan bir test olarak kulanilmigtir (Dulawa ve Hen, 2005). Hiponeofajinin, anksiyete
benzeri davranig gosteren hayvanlarda yemek yemeye baslamanin gecikmesi ile
olgiilebilecegi bildirilmektedir (Bannerman vd, 2002; Deacon ve Rawlins, 2005; Dulawa
ve Hen, 2005; Finger vd., 2010). Hiponeofajinin degerlendirilmesinde agik bir alan veya
yabanci bir kafes diizeneginde beslenmenin gecikmesi veya/ve tiiketilen miktarin

Ol¢iilmesini icerdigi bildirilmektedir. Yapilan deneylerde hayvanlar ya testten once

15



gidadan yoksun birakildig1 ya da daha sonra test sirasinda sunulan oldukga lezzetli bir
gida tiiketmek lizere egitildigi bildirilmektedir. Anksiyolitik ilaglarin yemek yemeye
baslamadaki gecikmeyi azalttigi, yemek tiiketimini arttirdigi belirtilmektedir.
Anksiyojenik ilaglarin yemek yemeye baslamadaki gecikmeyi arttirdigi, yemek yeme

tiiketimini azalttig1 bildirilmektedir (Dulawa ve Hen, 2005).
2.4.8. Sosyal etkilesim testi

Sosyal etkilesim testinin anksiyete bozuklugu tedavisinde kullanilacak etkin maddelerin
degerlendirmesinde kullanilmak tizere 33 yil once gelistirildigi bildirilmektedir (File ve
Hyde, 1978). Deney prosediiriinde deney hayvanlarinin serbestge etkilesebilecegi bir
alanda sosyal etkilesimde bulunduklar: siire, sosyal temas siklig1 ve ilk temasa kadar
gecen siirenin kaydedilecegi belirtilmektdir (Aynur ve Gormiis, 2018; Rex vd., 2004).
Sosyal etkilesim testi hem anksiyolitik benzeri etkiyi hem de anksiyojenik benzeri etkiyi
O0lcmede kullanilabilecegi caligmalarla kanitlanmistir. Sosyal etkilesimdeki bir artig
anksiyolitik benzeri etkinin gostergesindeyken, sosyal etkilesimdeki bir azalma
anksiyojenik benzeri etkinin gostergesi oldugu bildirilmistir (Kumar vd., 2013).
Birbirlerine yabanci olan deney hayvanlarinin ¢iftler halinde test diizeneginde yapilan
calismalarinda agik bir alana yerlestirilerek arenanin parlak bir sekilde aydinlatilmasiyla
hayvanlarin sosyal etkilesimlerinin azalacagi diisiiniilmektedir. Anksiyolitik benzeri etki
gosteren etkin maddenin genellikle sosyal etkilesimlerde harcanan zamani arttiracagi

diistiniilmiistiir (Fuchs ve Fligge, 2022).
2.4.9. Merdiven testi (Staircase test)

Yapilan ¢aligmalarda testte bes esit 6lglide basamaktan olusan (2,5 cm-10 cm-7,5 cm)
tahta merdiven kullanilmistir (Magaji vd., 2017). Merdiven testinin, bes basamakli kapali
bir merdivene bir farenin yerlestirilmesiyle olusan bir diizenek oldugu belirtilmektedir.
Deney prosediiriiniin, test diizeneginde 3 dakikalik bir siire de ¢ikilan basamaklarin ve

yiikselmelerin gozlemlenmesinden olustugu bildirilmektedir (Simiand vd., 1984).
2.4.10. Kosullu anksiyete testi

Kosullu anksiyete testi, hayvanlarin ndtral veya hos olmayan uyaranlara karsi tepkilerinin
degerlendirildigi bir test olarak bildirilmektedir. A¢lik/susuzluk ve ayak soku gibi ceza
alma arasindaki catismanin, anksiyolitik benzeri etki gosteren ilaglar ile giderildigi
belirtilmektedir (Freudenberg vd., 2018).
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2.4.11. Geller-Seifter testi

Geller-Seifter testinin anksiyete tedavisinde kullanilan ilaglarin degerlendirilmesinde

yaygin olarak kullanildig1 belirtilmektedir (Howard vd., 1990).
2.4.12. Vogel calisma testi

Vogel ¢alisma testi anksiyolitik benzeri etki gosteren ilaglarin etkilerinin arastirilmasinda
kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Millan ve Brocco, 2003). Yapilan ¢alismalarda vogel
calisma testinde erkek siganlar 48 saat boyunca sudan mahrum birakildig:
belirtilmektedir. Deney kafesinde su bulabilmeleri icin basitge egitildikleri
bildirilmektedir. Hayvanlarin su igmesine izin verildigi ve hayvanlarin su igmek i¢in
sisenin agz1 ile her 21. temasinda zemindeki diizenek ile hayvana 0.5 mA kadar hafif bir
elektrik soku verildigi belirtilmektedir. Deney hayvani belirli bir 6l¢lim siiresi sonrasinda
su igmesinin elektirik sokuyla cezalandirilacagini bildigi belirtilmektedir (Vogel vd.,
1971; Cryan ve Sweeney, 2011; Campos vd., 2013).

2.4.13. Spontan lokomotor aktivite testi

Hayvanlarin horizontal diizeyde yaptiklari hareket psikomotor aktivitenin ve
anksiyetenin bozuklugunun bir gostergesi oldugu bildirilmektedir (Rojas-Carvajal vd.,
2021). Spontan lokomotor aktivite testi spontan lokomotor aktiviteyi degerlendirmek
icin, pleksiglas, kafes seklinde olan aktivite kafesi isimli cihazi kullanilir. Cihazin
karsilikli iki dikey kenarinda bulunan pargalar kizil 6tesi 1sinlar1 tiretmekte ve hayvan
yatay ve dikey yonlerdeki hareketleri bu isinlar1 kesintiye ugratmakta ve bu sekilde
fotosel yardimiyla kaydedildigi bildirilmektedir. Cihazin elektronik diizenegi Olciilen
veriyi Onceden belirlenmis olan araliklarla kaydetmekte ve yazdirmakta oldugu

belirtilmektedir (Marazioti vd., 2009).
2.5. Anksiyete Tedavisinde Etkili Oldugu Diisiiniilen Bitkiler

Cok sayida deneysel ¢calismanin sonuglarinda; alkaloidler, terpenler, flavonoidler, fenolik
asitler, lignanlar gibi diyet fitokimyasallarinin, sinnamatlar ve saponinler veya farkl
fitokimyasallarin karisimi ile cesitli bitki Ozlerinin, ¢ok cesitli deneysel anksiyete
modellerinde anksiyolitik benzeri etkilere sahip oldugu gézlenmistir (Savage vd.,2018).
Bunlar arasinda Piper methysticum, Centella asiatica, Ginkgo biloba, Matricaria
chamomilla, Passiflora incarnata, Scutellaria lateriflora, Valeriana officinalis, Withania

somnifera, Magnolia officinalis, Lavandula angustifolia, Melissa officinalis 'den elde
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edilen bilesiklerin ve formiilasyonlarin hazirlanmasmin ardindan anksiyolitik benzeri
etkiler rapor edilmistir (Pittler vd., 2000; Kumar vd., 2019; Briiggemann vd., 2021;
Amsterdam vd., 2020; Janda vd., 2020; Guo vd., 2021; Orhan, 2021; Fuladi vd., 2020;
Borgonetti vd., 2021; Ghadim vd., 2020; Ghazizadeh vd., 2020).
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Sekil 3. Anksiyolitik etkileri olan farkl bitkisel dogal bilesik siniflarinin kimyasal yapilart
(Fedotova vd.,2017).

Bununla birlikte, GABA sisteminin modiilasyonu, ¢esitli fitokimyasallarin dnemli
bir etki mekanizmasi olarak bildirilmektedir (Savage vd, 2018). Yapisal olarak farkli cok
sayida fitokimyasal siniflarinin, GABAA reseptor kompleksinin benzodiazepin baglanma
bolgesi i¢in yiiksek afinite gosterdigi belirtilmistir. Bu bilesiklerin, kloriir anyonunun (CI°
)akisina izin vererek membran hiperpolarizasyonuna neden oldugu, bu sekilde uyarici
iletimin inhibe oldugu ve anksiyete benzeri davraniglarin azaldigi bildirilmektedir
(Fedotova vd., 2017).
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Sekil 4. Fitokimyasallarin GABA olarak bir pozitif allosterik modulasyonlarla -Benzodiazepin reseptor
ligandlar: (Fedotova vd., 2017).

2.5.1. Piper methysticum

Piper methysticum’ un voltaj kapili sodyum iyon kanallarinin bloke ettigi bildirilmistir.
Anksiyolitik etkisinin altinda yatan mekanizmalarin y-aminobiitirik asit (GABA) tip A
reseptorlerine gelismis ligand baglanmasimi arttirmasi, noradrenalinin néronal geri
aliminda azalmasi, monoamin oksidaz B'nin geri doniisiimlii inhibisyonu ve GABAA
reseptor fonksiyonunu antagonize eden eikosanoid tromboksan A sentezinin
baskilanmasimin olabilecegi diistiniilmektedir. Yakin bir zamana kadar, Piper
methysticum kullanimina bagl olusabilecek yan etkiler, bir deri lezyonu olusumu disinda
hafif veya ihmal edilebilir olarak kabul edilmistir (Singh ve Singh, 2002). Yapilan bir
calismaya gore anksiyolitik benzeri etkide kullanilabilecegi sonucuna varilmistir ve bas

agris1 disinda higbir yan etki gozlenmemistir (Sarris vd., 2013).
2.5.2. Centella asiatica

Centella asiatica 6ziitii olan ECa 233 elevated plus maze testinde hem kronik hem de
akut stresli hayvanlarda anksiyolitik olarak etki gdsterdigi bulunmustur
(Wanasuntronwong vd., 2012). Yapilan bir ¢alisma sonucunda ECa 233’iin anksiyolitik
aktivitesinin -~ AMPA  reseptorleri  araciligiyla  olabilecegi  disiiniilmektedir
(Wanasuntronwong vd., 2018). Centella asiatica’ dan elde edilen triterpenik bir bilesik

olan Asiaticosid’in, elevated plus maze, open-field area, spontan lokomotor aktivite gibi
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testlerde anksiyolitik etkinligi degerlendirilmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda
anksiyolitik etki gézlenmis olup lokomotor aktivite testinde sedatif 6zelliginin olmadig1
gozlenmistir (Wijeweera vd., 2006). Yapilan baska bir calismada, yiikseltilmis arti
labirent testinde, diazepam (1 mg/kg) ve (2 mg/kg) veya asiaticosid (5 mg/kg) veya (10
mg/kg), acik kollara giris yiizdesini ve agik kollarda harcanan siireyi artirdigi
gozlenmistir. Aydmlik/karanlik kutu testinde, (1 mg/kg) diazepamda oldugu gibi,
asiaticoside (10 mg/kg) ve (20 mg/kg), hayvanlarin toplam lokomotor aktivitesini
degistirmeden aydinlik alanda gegirilen siireyi ve aydinlik alandaki hareketi arttirdig
gozlenmistir. Delikli tahta testinde, (10 mg/kg)'daki asiaticoside, diazepamin yani sira
kafa daldirma sayisini Ve siiresini 6nemli Olgiide arttirdigi belirtilmistir (0.3 mg/kg).
Dolayisiyla bu bulgular, asiaticosidin anksiyolitik benzeri etkisi oldugunu gostermistir
(Chen vd., 2006). Centalla asiatica’nin baska bir bileseni olan asiatik asit ile yapilan bir
baska c¢aligmada, GABAAa tizerindeki benzodiazepin bdlgelerini modiile ederek

anksiyolitik benzeri etkili olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Ceremuga vd., 2015).
2.5.3. Ginkgo biloba

Yapilan bir ¢alismada, Ginkgo biloba’nin 4 terpenoid bileseni (ginkgolide-A, ginkgolide-
B, ginkgolide-C ve bilobalid) yiikseltilmis art1 labirent testi kullanilarak yapilan bir
calismada anksiyolitik benzeri etki gosterdigi ve bu etkiden ginkgolid-A bileseninin
sorumlu oldugu gosterilmistir (Kuribara vd., 2003). Yapilan bir bagka ¢alismada Ginkgo
biloba’nin hem MAO-A hem de MAO-B’yi dnemli 6l¢giide inhibe ettigi bulunmus ve
anksiyolitik benzeri etkisinin oldugu gozlenmistir (White vd., 1996).

2.5.4. Matricaria chamomilla

Yapilan bir c¢alismada, Matricaria chamomilla hidroalkolik ekstresinin skopolamin

kaynakl1 anksiyete benzeri etki tedavisinde kullanilabilecegi gozlenmistir (Ionita vd.,
2019).

2.5.5. Passiflora incarnata

Yapilan bir ¢alismada, Passiflora incarnata (375 mg/kg) dozda diazepam (1.5 mg/kg) ile
karsilastirilabilir bir anksiyolitik etki gosterdigi ve U seklinde bir doz-yanit egrisi
sergiledigi bildirilmistir. Ayrica, GABAA / benzodiazepin reseptor antagonisti flumazenil
ve 5-HTia-reseptor antagonisti WAY-100635 kullanilarak antagonizma c¢aligmalari

yapilmustir. Aktif doz flumazenil ile etkili bir sekilde antagonize edildigi bildirilmistir,
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ancak WAY-100635 tarafindan antagonize edilemedigi belirtilmistir. Bu ¢alisma, HPLC
ile karakterize edilen Passiflora incarnata ekstraktinin in vivo, GABA aracil1 anksiyolitik
benzeri aktivitesinin olabilecegini gostermistir (Grundmann vd., 2008). Passiflora
incarnata nin bir 6ziitii olan chrysin deney hayvanlari tizerinde GABAA reseptorlerinin
benzodiazepin reseptorleri modiilasyonunu yaptigi bulunmustur. Chrysin elevated plus
maze testi ile GABAA reseptorti ile etkilesim yoluyla anksiyolitik benzeri etki gosterdigi
varsayilmistir (Brown vd., 2007). Yapilan bir baska ¢alismada, Pasiflora incarnata ile
hazirlanan etanolik 6ziitiin (375 mg/kg)'lik bir konsantrasyonda agik kol girislerinin

sayisinda 6nemli bir artis oldugunu gostermistir (Grundmann vd., 2009).
2.5.6. Scutellaria lateriflora

Scutellaria lateriflora oziitinden elde edilen baicalein GABAAa reseptoriiniin
benzodiazepin bolgesine baglandigi bilindiginden ve GABA ana inhibitdr ndrotransmiter
oldugundan, bu bilesikler anksiyolitik benzeri etkili olabilecegi bir c¢aligmada
gozlenmistir (Awad vd., 2003). Yapilan bir ¢aligmada baicaleinin (3.75 mg/kg) ve
anksiyolitik-hipnotik bir alkaloid olan dl-tetrahidropalmatin (dI-THP; 0.25 mg/kg) ve
diazepam (DZP; 0.5 mg/kg) ile birlikte uygulanmasi sinerjistik etki sonucunda
anksiyolitik benzeri etki gézlendigi bildirilmektedir (Xu vd., 2006).

2.5.7. Valeriana officinalis

Yapilan bir ¢alismada, Valeriana officinalis 6ziitii veya valerenik aside maruz kalan
deneklerin etanol kontrol grubuyla karsilastirildiginda anksiyolitik benzeri etki gosterdigi
bildirilmistir (Murphy vd., 2010). Kediotu 6zii olan valepotriatlarin etkili bir anksiyolitik
ajan olarak etkili oldugu yapilan bir ¢alismada bulunmustur (Solati ve Sanaguye Motlagh,
2008). Yapilan bagka bir ¢aligma, kedi otunun metabotropik glutamat | ve Il reseptorleri
ile segici etkilesim gdstermesi sonucu anksiyolitik benzeri etkide rol oynadigim
gostermistir (Del Valle-Mojica ve Ortiz, 2012; Valle-Mojica vd, 2011). GABA
reseptorlerinin modiilasyonunun, valerenik asidin varligina bagli olarak bitkinin 6nde
gelen mekanizmasi oldugu ortaya ¢ikmis olsa da valerenik asidin glutamerjik reseptorler
ile etkilesimi birgok ¢alismada ortaya konmustur (Khom vd., 2007; Trauner vd., 2008;
Felgentreff vd., 2012). Valerenik asitin yani sira izovalerik asit, didrovaltrat, borneol gibi
bazi lignanlarin da bitkinin anksiyolitik benzeri etkide rol oynamasina katkida bulundugu

one stirilmistiir (Orhan, 2021).
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2.5.8. Magnolia officinalis

Yapilan bir ¢alisma da Magnolia officinalis'in bir neolignan bilesigi olan 4-O-
metilhonokioliin CI” kanallarinin agilmasiyla GABAerjik iletimin araciligl ile

anksiyolitik etkisi oldugu gorilmiistiir (Han vd., 2011).
2.5.9. Lavandula angustifolia

Lavanta esansiyel yagi, stres ve anksiyeteyi azaltmak icin geleneksel olarak Avrupa Ilag
Ajansi tarafindan bitkisel ila¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir. Bir ¢alismada
lavanta esansiyel yaginin ve ana bilesenlerinin, lavanta yagi i¢in 0.04 pl/mL IC50 degeri
ile doza bagl bir sekilde glutamat NMDA-reseptoriine afinitesi gosterilmistir (Lopez vd.,
2017). Yapilan ¢alisma sonucunda lavantanin anksiyolitik ve antidepresan benzeri
etkileri, NMDA-reseptorii tizerindeki bir antagonizmanin ve SERT'nin inhibisyonun
etkili olabilecegi diistiniilmiistiir (Lopez vd., 2017). Yapilan bir ¢alisma da yeni bir oral
lavanta yag1 kapsiilii miistahzar1 olan silexanin bir benzodiazepin olan lorazepama karsi
anksiyolitik 6zelligi degerlendirilmis ve sonu¢ olarak silexanin lorazepam kadar
anksiyolitik etkili oldugu bulunmustur. Sedatif yapma o6zelligi ve bagimlilik yapma
potansiyeli gozlenmemistir (Woelk ve Schlifke, 2010). Yapilan bagka bir ¢alisma da yine
silexanin herhangi bir istenmeyen sedatif etkiye veya diger ilaca 6zgii etkilere neden
olmadan anksiyolitik benzeri etkide hem etkili hem de giivenli oldugu gézlenmistir
(Kasper vd., 2010).

2.5.10. Melissa officinalis

Melisa officinalis’in  6ziitiiniin gama-aminobiitirik asit transaminaz (GABA-T)
aktivitesini inhibe eden ve beyindeki GABA seviyelerini arttiran rosmarinik asit ve

triterpenoidler oleanolik asit ve ursolik asit icerdigi bildirilmistir (Awad vd., 2007).
2.5.11. Rhodiola rosea

Yapilan bir calismada Rhodiola rosea elevated plus maze testinde doza bagiml
anksiyolitik benzeri etki gostermistir. Anksiyolitik etki mekanizmasinin belli olmadigi
bildirilmistir (Cayer vd., 2013).

2.5.12. Crocus sativus

Yapilan bir caligmada Crocus sativus’un anksiyolitik etki mekanizmasinin belli olmadigi

bildirilmistir. Crocus sativus aydinlik-karanlik kutu testinde yapilan deneysel ¢alisma da
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deney hayvanlarmin motor aktivitesini etkilemeden anksiyolitik etkinlik gosterdigi
bildirilmektedir (Pitsikas vd., 2008).

2.5.13. Albizia julibrissin

Albizia julibrissin gigeklerinin quercitrin ve izoquercitrin olarak iki flavonol glikozit
icerdigi ve geleneksel tipta yatigtirict olarak kullanildigr bildirilmistir (Kang vd., 2000).
Albizia julibrissin kok kabugundan izole edilen bilesiklerin etki mekanizmasinin 5-
HT1a/1B tlizerinde oldugu bulunmustur. Anksiyolitik etkisinde pindololiin antagonist etki
gosterdigi bildirilmistir (Kim vd., 2004).

2.5.14. Echium amoenum

Echium amoenum cigeklerinin etanolik ekstraktinin anksiyolitik benzeri etki gosterdigi
belirtilmistir (Rabbani vd., 2004).

2.5.15. Melittis melisophyllum
Mellittis melisophyllum. bitkisinden elde edilen bilesiklerin kantitatif analizinde ferulik
asit igerdigi gorilmistir. Bu bitkinin ¢ayinin anksiyete ve uykusuzluk tedavisinde
kullanilabilecegi bildirilmektedir (Jari¢ vd., 2007; Szymborska-Sandhu vd., 2020).

2.5.16. Biebersteinia multifida
[ran-Turan flora bolgesinin yerli bir sifali bitkisi olan Biebersteinia multifida’nin
(Geraniaceae) kokiinden elde edilen geleneksel miistahzarlarin fobi tedavisinde
kullanilabilecegi bildirilmektedir. Kok ekstratinin umbelliferon, skopoletin ve ferulik asit
icerdigi yapilan calisma da bulunmustur. Kok ekstrati ile yapilan calismalarda

anksiyolitik etki gosterdigi bildirilmistir (Monsef-Esfahani vd., 2013).

2.5.17. Ferula assafoetida
Ferula assafoetida bitkisinden elde edilen bilesiklerin kantitatif analizinde ferulik asit
icerdigi ve bu bitkinin yapilan ¢alismasinda diazepama kars1 alternatif bir anksiyolitik
etki gosterdigi bulunmustur (Algasoumi, 2012; Sultana vd., 2015).

2.5.18. Tribulus terrestris
Bu bitkinin ferulik asit gibi fenolik bilesikleri icerdiginden dolay1 anksiyolitik etki
gosterdigi diisiiniilmektedir (Ahmed vd., 2020).
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2.5.19. Oryza sativa
Ferulik asitge zengin oldugu bilinen bu bitki de diazepam ile karsilastirilabilir diizeyde
anksiyolitik etkili bulunmustur (Kaur vd., 2016).

2.5.20. Origanum majorana
Ferulik asit igerdigi bilinen Origanum majorana halk arasinda inflizyonunun
antidepresan ve anksiyolitik 6zellik olarak kullanilmakta oldugu bildirilmektedir. Yapilan

caligmada anksiyolitik olarak kullanilabilecegini gostermistir (Amaghnouje vd., 2020).

2.6. Fenolik Bilesikler
Son yillarda birgok sifali bitki ve bu bitkilerden elde edilen dogal bilesiklerin
kullaniminin arttigi bildirilmektedir. Tamamlayici ve alternatif tipta ilag olarak bu
bitkilerin dikkat cektigi bildirilmektedir (Ahmed vd., 2005). Son 50 yilda yapilan
farmakolojik caligmalarda, yeni ila¢ arayisinin hedefi olarak serotonerjik, GABA erjik,
noropeptiderjik, glutamaterjik ve endokannabinoid sistemlere yogun bir sekilde
odaklanildig1 belirtilmektedir (Griebel ve Holmes, 2013). Ancak ¢ogu ilacin, pazara
ulagmadan klinik arastirma asamasinda gesitli nedenlerle durduruldugu bildirilmektedir.
Gergekten de hastalara daha iyi bir yasam kalitesi saglayan, yan etkisi az, anksiyolitik
etkisi giiclii ilaglarin gelistirilmesine ihtiyag duyuldugu belirtilmektedir (Mandrioli ve
Mercolini, 2015). Giiniimiizde anksiyete tedavisi i¢in farmakoterapi ve psikoterapi olmak
tizere iki temel tedavi yonteminin tartigildigi bildirilmektedir. Farmakoterapotik klinik
yaklagimda, kimyasal sentez yoluyla elde edilmis olan ve bir¢ok yan etkileri bulunan
ilaglar anksiyolitik ila¢ olarak kullanilmakta oldugu bildirilmektedir. Ancak, yapilan
calismalarda kullanilan bu ilaglarin yan etkileri hastalarin yagam kalitesini olumsuz yonde
etkiledigi bildirilmektedir ve bu nedenle arastirmacilar tarafindan dogal kaynaklardan
elde edilen ve daha az yan etkiye sahip, giivenli ilaglar bulmaya yonelik ¢aligmalar
yapildig1 bildirilmektedir. Cok sayidaki deneysel c¢alismalar, alkaloidler, terpenler,
flavonoidler, fenolik asitler gibi fitokimyasallarin ve bunlarin kombinasyonlarinin veya
cesitli bitki ekstraktlarinin anksiyete bozuklugu tedavisinde kullanilabilecegini

gostermistir (Fedotova vd., 2017).

Bilimsel bilgiler yeterli olmadigindan Diinya Saglik Orgiitii (DSO), bitki temelli
ilaglarin farmakolojik etkinliginin aragtirilmasi gerektigine dikkat ¢ekmistir (Ayyanar
vd., 2008). Fenolik bilesikler veya polifenoller, bitkiler aleminde en yaygin madde

gruplarindan birini olusturduklar1 bildirilmektedir. Biitiin bitki metabolizmalarinda
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sekonder metabolit olarak bulunan ve bitkileri bazi zararlilara kars1 koruma da rolleri olan
farkli nitelik ve miktarlarda 8000’den fazla fenolik bilesik tanimlandig1 belirtilmektedir
(Lima vd., 2014). Bu ¢alismada, bunlardan biri olan ferulik asit, anksiyete bozuklugu

tedavisindeki yerinin arastirilmasi igin se¢ilmistir.
2.6.1. Ferulik asit

Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinamik asit) Ferula assafoetida, Oryza sativa ve
Tribulus terrestris gibi bitkilerden elde edildigi ve bu bitkilerin etkili bir bileseni oldugu
belirtilmistir. Esas olarak mono ve oligosakaritler, poliaminler, lipitler ve polisakaritler
ile konjuge halde bulundugu belirtilmektedir. Ferulik asit, diisiikk toksisiteye sahip bir
fenolik asit olarak calismalarda bulunmustur; insan viicudunda emilebilir ve kolayca
metabolize edilebilir oldugu yapilan ¢aligmalar sonucunda goriilmiistiir (Ou ve Kwok,
2004). Ferulik asitin, ticari olarak kolay bulunabilen dogal bir fitokimyasal oldugu
bildirilmistir. Maliyetinin az olmasi ve yan etkilerinin minumum seviyede olmasi,
potansiyel bir terapotik ajan olarak ¢aligmalarda arastirmacilar tarafindan kullaniminin
onem kazandigi bilinmektedir (Ghosh vd., 2017). Ferulik asitin antioksidan,
antimikrobiyal, antidiyabetik, noroprotektif antienflamatuar, anti-trombotik ve anti-
kanser aktiviteleri dahil olmak iizere bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahip bir polifenol
oldugu bildirilmistir. Ayrica koroner hastaliga kars1 korudugu, kolesterolii diisiirdiigii ve
sperm canliligini arttirdigr belirtilmektedir. Bu 6zellikleri ve diisiik toksisitesi nedeniyle,
ferulik asit artik gida ve kozmetik endiistrilerinde yaygin olarak kullanimi oldugu
bildirilmistir (Ou ve Kwok, 2004, Chen vd., 2015, Ghosh vd., 2017). Ayrica ferulik asitin
anksiyolitik ve antidepresan etki gosterdigine dair bir¢cok ¢alismada vardir (Chen vd.,
2015; Zhang vd. 2011; Zeni vd., 2012; Sandeep vd., 2018; Kotwal vd., 2015).
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Sekil 5. Dogada bulunan ferulik asidin iki farkli izomerik formunun sematik gosterimi
(Kumar ve Pruthi, 2014).

(a) cis konformasyonu ve (b) trans konformasyonu.
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Ferulik asitin beyin de hipokampiis ve frontal kortekste serotonin ve noradrenalin
diizeylerini yiikselttigi ancak dopamin diizeylerini yiikseltmedigi bildirilmistir. MAO-
A’nin serotonin, noradrenalin ve dopamin yikimindan sorumlu oldugu belirtilmistir.
Goriilen bu degisiklikler ayn1 beyin bolgelerinde MAO-A aktivitelerinin inhibisyonuna
neden olabilecegi ve boylece bu norotransmitterlerin diizeylerinde yiikselme olabilecegi
distiniilmektedir (Chen vd., 2015). Yapilan bir ¢alisma da ferulik asitin NMDA

reseptorleri tizerinden etki gosterdigi gézlenmistir (Lorigooini, 2021).

Ferulik asitin biyoyararlanimi incelendiginde insanlarda biyoyaralaniminin diisiik
oldugu goriilmistiir (Govindaswamy, 2015). Ratlarda %9-20, insanlarda yaklasik olarak
%20 oldugu belirtilmektedir (Mancuso ve Santangelo, 2014). Ferulik asit oral yoldan
verildiginde, biyoyararlanimini sinirlayan belirgin bir ilk gecis etkisine maruz kaldigi
belirtilmektedir (Barone vd., 2009; Trombino vd., 2013). Oral olarak uygulanan ferulik
asit sican midesinde gastrik mukozadan emildikten sonra portal vene oradan da
karacigere gececegi bildirilmistir. Karacigerde glukuronid/siilfat ile konjuge edildigi
belirtilmistir. Daha sonra kalan FA ve konjuge FA sistemik dolasima girecegi ve periferik
dokulara dagitilirken bir kismimin safraya girerek enterohepatik dolagima girebilecegi
bildirilmistir. Sistemik dolasimdaki ve dokulardaki serbest FA ve konjugatlarinin bir
kismu diger bilesiklere metabolize edilirken, ¢ogu nihai olarak bobrek yoluyla esas olarak
konjuge FA olarak atildig1 belirtilmistir (Zhao vd., 2004).
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Sekil 6. Ferulik asitin biyoyararianim: (Zhao vd., 2004).

Fenolik bilesiklerin ilag olarak gelistirilebilmeleri i¢in oniimiizdeki en 6nemli
engellerden bazilarinin bu maddelerin zayif ¢oziiniirlikklerinin oldugu ve emilimlerinin

az oldugu buna bagh olarak da biyoyaralanimlarmin diisiik oldugu bildirilmektedir
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(Nunes vd, 2017). Ferulik asitin suda ¢Oziinirliginin zayif oldugu, lipofilik
bariyerlerden ge¢isinin zor oldugu, ilk gegis etkisine maruz kaldig1 ve karacigerdeki hizli
konjugasyon siireci gibi etkiler sonucunda ferulik asitin biyoyararlaniminin diisiik oldugu
belirtilmektedir (Saini vd., 2021). Tim bu nedenlerden dolay:1 ferulik asit kati lipit
nanopartikill tasiyici sistem haline getirilecektir. 1.p. form iv formu uygulamanin zor
oldugu kiigiik hayvanlar da uygulandigi belirtilmistir. I.p. olarak uygulanan maddeler
sistemik dolasima girmeden 6nce hepatik metabolizmaya ugradig: bildirilmistir (Turner

vd., 2011).
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Sekil 7. Periton boslugundan sistemik dolasima kiiciik ve makromolekiiller i¢in absorpsiyon yollarinin

sematik Qenel goriiniimii (Al Shoyaib vd., 2020).
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Sekil 8. Ferulik asidin farkli kullanim alanlari (Kumar ve Pruthi, 2014).

Bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in umut verici bir strateji olarak, arastirmacilar
uygun ilag tasiyict sistemlerin gelistirilmesine yonelmistir. Bu amagla inkliizyon
kompleksleri, lipozomlar, nanopartikiiller veya miseller gibi gelismis ilag tasiyict
sistemleri ¢alismalarda kullanilmistir. Bu sistemlerden en ¢ok kullanilanlardan biri olan
Kati lipit nanopartikiil tasiyici sistemin giinimiizde o6zel ilgi gormekte oldugu

bildirilmektedir (Mehnert ve Méder, 2012).

Ferulik asitin anksiyolitik etkisi ile birka¢ deneysel ¢alisma olsa da bu proje
kapsaminda ferulik asitin yiiklii ila¢ tasiyici sisteme(Kati lipit nanopartikiil) yiiklenerek
akut ve subkronik uygulamada biyoyararlaniminin arttirilmast ve bu dogrultuda

anksiyolitik etkisindeki degisimin degerlendirilmesi amag¢lanmastir.
2.7. Kat1 Lipit Nanopartikiiller
2.7.1. Tamim ve genel 6zellikleri

Kat1 lipit nanopartikiiller (KLN’ler), 1991 yilinda mevcut kolloidal sistemlere alternatif
bir tasiyict sistem olarak ortaya atilan, yag/su emiilsiyonundaki sivi yagin kat1 lipitle
degistirilmesiyle oda 1s1sinda olusan kat1 nanopartikiiller olarak bildirilmektedir (Demirel

ve Yazan, 2000; Miiller vd., 2000). KLN tasiyict sistemler, parenteral, oral, okiiler ve
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topikal olarak uygulanabilen, partikiil boyutu 50-1000 nm arasinda olan, otoklavda
sterilize edilebilen, kontrollii ve siirekli salim saglayan, fiziksel stabilitesi yiiksek olan
tasiyicilar olarak bildirilmektedir (Mishra vd., 2018). KLN tasiyici sistemler, oda ve
viicut sicakliginda kat1 halde bulunan lipitler ile hazirlanan ve emiilgatorler ile stabilize
edilen, yiiksek spesifik alana sahip, nano aralikta kiigiik ¢apli kiiresel lipit
pargaciklarindan olustugu ve olumlu zeta potansiyeline sahip nanometre boyutundaki
partikiiller olarak dikkat ¢ekmistir (Akanda vd., 2023, Miiller ve Keck, 2004; Wissing
vd., 2004). Bu tasiyict sistemin lipitlerden veya yag asitleri, steroit, mum ve trigliseritler,
asil-gliserol ya da bunlarin kombinasyonlarindan olustugu bildirilmektedir. Stabilizasyon
saglamak i¢in lesitini, safra tuzlar1 (sodyum taurokolat gibi), etilen oksit/propilen oksit
kopolimerleri gibi iyonik olmayan emiilgatorler, sorbitan esterler, yag asidi gibi
emiilgatorlerin yaygin olarak kullamildigi bildirilmektedir. KLN tasiyic1 sistemlerin
lipozomlarin, emiilsiyonlarin ve polimerik nanopartikiillerin iistiin 6zelliklerini tasidigi

bildirilmektedir (Akanda vd., 2023).

Bu sistemlerin stiinliikleri arasinda;

<\

Kolloidal biiyiikliikte olmalari,

Biyolojik olarak gecimli olmalari,

Hidrofilik ve lipofilik ilaglarin yiiklenebilmesini,

Uretim igin gerekli aletlerin basit olmast,

Tastyicinin biyotoksik olmamasi,

Genellikle organik ¢oziicii kullanilmamasi,

Genis olgekli iiretimde ve sterilizasyonda problem olusmamasi,
Kolay hazirlanabilmesi,

Tedavi icin daha diisiik dozlarin gerekmesi,

Diistik maliyetli formiilasyon ajanlarina sahip olmasi,

AN N NN Y U U N NN

Sterilize edilebilir ve dondurarak Kkurutulabilir olmalar1 gibi sonuglar birgok
yapilan deney sonucunda goriilmiistiir (Mehnert ve Méder, 2012; .Singh, 2019;
Akbari vd., 2022; Viegas vd., 2022; Kalkumbe vd., 2023).

Dezavantajlari arasinda ise,

v Hazirlamada kullanilan sicak homojenizasyon yonteminde kullanilan yiiksek
sicakligin her etkin madde i¢in uygun olmayist,

v" Ongoriilemeyen jellesme olayi,
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v’ Yiiksek basinca bagli olarak ilag bozulmalarinin gézlenmesi,

<\

Pargacik biiylimesi,

v Yiiksek konsantrasyonda yiizey etkin madde ve yardimci yiizey etkin madde
kullanimu1 belirtilmektedir (Akanda vd., 2023; Kalkumbe vd., 2023; Yadav vd.,
2013; Mehnert ve Mader,2012; Karami vd.,2016; Toksoy ve Tirnaksiz, 2021).

2.7.2. Kat1 lipit nanopartikiillerin hazirlanma yontemleri
KLN’lerin hazirlanmasinda lipit, emiilgator (ylizey etkin madde), su/¢oziicii kullanildigi
bildirilmektedir. Lipit olarak trigliserit, yag asitleri (Stearik asit, palmitik asit), kolesterol
gibi steroitler ve setil palmitat gibi bilesiklerin kullanildig1 belirtilmektedir. Emiilgator

kullaniminin partiikiiliin topaklasmasini nledigi gozlenmistir (Manjunath vd., 2005).

2.7.2.1. Yiiksek basin¢h homojenizasyon

KLN’leri hazirlamak i¢in ilk kez kullanilan ve en giivenilir bir yontem olarak
bildirilmektedir (Kalkumbe vd., 2023). ila¢ endiistrisinde 6zellikle damlaciklarin ve
dispersiyonlarin  boyutunun kiigiiltiilmesi, karistirilmast ve stabilizasyonun da
kullanildig1 belirtilmektedir (Yadav ve Kale, 2020). Parenteral uygulama yapmak i¢in
kullanilan bir yontem oldugu bildirilmistir. Yiiksek basingli homojenizasyon yontemi
polimerik nanopartikiillerin yani sira katt lipit nanopartikiilleri, nanoyapili lipit
tastyicilar,, nanokristaller gibi farkli vezikiiler ve vezikiiller olmayan lipit bazlh
nanosistemlerin hazirlanmasi1 ¢ok yonlii ve biiyiik 6lgekli iiretim igin kullanilan bir
yontem olarak tanimlanmistir. Sicak ve soguk homojenizasyon olmak iizere ikiye
ayrildig1 belirtilmektedir. Lipitin her iki siiregte de eritildigi bilinmektedir. Aktif bilesigin
yiikksek basingli homojenizasyonda c¢oziindiirerek ve dagitilarak islem yapildig:
bildirilmektedir. Dar bir araliktan 100-2000 bar arasi yiiksek basingli sivinin gegirildigi
belirtilmektedir (Dai vd., 2010; Mehnert ve Méader, 2012; Vinchhi vd., 2021;).

2.7.2.1.1. Sicak homojenizasyon
Lipidin erime noktasinin iizerindeki bir sicaklikta gerceklestirildigi bildirilmektedir
(Dolatabadi vd., 2015). Olusan eriyikte etkin maddenin ¢oziindiiriildiigii fazin yag fazi
oldugu bildirilmistir. Yiizey etkin maddenin sulu ¢6zeltisi su fazi olarak adlandirildig:
bildirilmektedir. Iki faz birbirine karistirilarak yag/su(y/s) tipi emiilsiyon olustugu
belirtilmektedir. Olusan emiilsiyon formu yiiksek basingta dar bir alandan gegirilerek

istenilen partikiil boyutu elde etmek i¢in tekrarlandigi bildirilmistir. Olusan numune daha
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sonra oda sicakligina ya da daha diisiik sicakliklara sogutulmasi ile kati partikiiller

olustugu bildirilmektedir (Toksoy ve Tirnaksiz, 2021; Mehnert ve Méder, 2012).

2.7.2.1.2. Soguk homojenizasyon

Sicak homojenizasyon teknigine benzer oldugu belirtilmistir. Ancak y/s tipi emiilsiyonun
hizlica sogutulmasiyla elde edildigi aciklanmistir. Ayrica sicak homojenizasyonda
goriilen; sicakliga bagli ila¢ bozulmasi, homojenizasyon sirasinda ilacin sulu faza
dagilimi, nanoemiilsiyonun  kristalizasyon = asamasinin  karmasikligi,  cesitli
modifikasyonlara ve/veya asir1 sogutulmus emiilsiyonlara yol agmasi gibi sorunlarin bu
yontemde goriilmedigi belirtilmistir. Olusan emiilsiyon sogutulduktan sonra uygun bir
ogitiicii ile toz haline getirildigi ve boylelikle partikiil boyutunun kiigtltildigi
bildirilmistir (Karami vd., 2016; Toksoy ve Tirnaksiz, 2021).

2.71.2.2. Emiilsifikasyon-¢oziicii u¢curma yontemi
Lipidin organik ¢o6ziiciide ¢oziindiiriilecegi ve yiizey etkin maddenin sulu ¢ozeltisi ile
karistirlldigr gozlenmistir. Kati lipit nanopartikiil tasiyici sisteminin organik fazin
buharlastirilmasiyla elde edildigi bildirilmistir (Pooja vd., 2016). Soguk ve sicak
homojenizasyon yontemine gore avantajinin, isidan etkilenen maddelerin stabilitesini
korudugu belirtilmistir. Dezavantajlar1 arasinda organik ¢oziiclilerin kullanilmasi

sayillmistir (Mehnert ve Méder, 2012).

2.7.2.3. Mikroemiilsiyon yontemi
Kati yag, ylizey etkin madde ve su/coziicii karisimi belli bir sicaklia kadar 1sitilarak sicak
mikroemiilsiyon elde edildigi bildirilmektedir. Elde edilen mikroemiilsiyonlar sogumaya
birakilir ve yag damlacikliklarmin katilagmasi ile kati lipit nanopartikiillerin olustugu
bildirilmektedir (Shah vd., 2016). Kullanilan bu yontemin avantajlar1 arasinda; 6zel
ekipman gerektirmemesi, iiretim i¢in enerji gerektirmemesi ve lipit nanopartikiillerinin
Olcek biiyiitme iiretiminin miimkiin olmas1 sayilmistir. Partikiil slispansiyonun su ile
seyreltildigi i¢in fazla suyun dondurularak ve kurutularak giderilebilecegi bildirilmistir

ve bu yontemin dezavantajlar1 arasinda sayilmistir (Akanda vd., 2023).

2.7.2.4. Cift emiilsifikasyon yontemi
Bu yontemin polimerik mikrokiireler elde etmek icin kullanildig: bildirilmektedir. Ancak

bu yontem igin baz1 dezavantajlar bildirilmistir (Mashhadian vd., 2022).

v Mikro kiirelerin boyut dagilimi genistir.
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v" Son mikrokiirelerin 6zelliklerini tahmin etmek zordur.

Hazirlanmasinda, etkin maddenin ve ylizey etkin maddenin su fazinda
¢cOziindiiriildiigli ve kat1 yag igeren organik faza eklendigi bildirilmektedir. Bu sekilde
su/yag(s/y) tipi bir emiilsiyon elde edildigi ve olugsan emiilsiyon yapinin da baska bir sulu
faza eklenerek s/y/s(su/yag/su) tipi emiilsiyon olusturuldugu belirtilmistir. Organik fazin
buharlastirlimasi ile de kati lipit elde edildigi belirtilmistir (Rosca vd., 2004; Zhang vd.,
2021). Bu yontem ile elde edilen i¢ sulu faz igerigine ve emiilsiyon damlacigina gore i¢
mikro damlacigin boyutuna gbre sonug, bal petegi, kapsiil ve diiz yapiya sahip
mikropartikiillerin karisimi olacagl ongoriilmiistiir. Coziicinlin ortadan kaldirilmasi ve
biiziilmesi sirasinda i¢teki mikrodamlaciklar ¢oken polimerin basinci altinda yavas yavas
birlestigi ve i¢ damlaciklarin ylizeyindeki katmanin yirtilmasi nedeniyle sulu fazin
kismen disar1 atilmasina neden olarak dogal kararsizliklar gozlenebilecegi

bildirilmektedir (Rosca vd., 2004).

2.7.2.5. Coziicii emiilsifikasyon-difiizyon yontemi

Bu yontem biyolojik olarak parcalanabilen mikron alti boyutta parcaciklarin
hazirlanmasinda en sik kullanilan yontem olarak belirtilmektedir (Mora-Huertas vd.,
2011). Mikron boyutunun altinda yiiksek kesmeli homojenizasyon yontemi ile saglandigi
belirtilmektedir. Farkli emiilgator ve farkli lipit yiiklerinin kullanilmasi kati lipit
nanopartikiil boyutunu etkiledigi bildirilmektedir. 50-100 nm boyutunda ortalama
parcacik boyutu elde edildigi bilinmektedir. Avantajlar1 arasinda yiiksek sicakliktan
kaginilmas1 bildirilmektedir. Kolloidal partikiillerin birlesmesini saglamak ve zeta
potansiyelin ayarlamak i¢in lipit 50 °C ‘de bir su banyosunda organik fazda ¢ozildiigu
ve asidik faz olarak kullanilacagi belirtilmektedir. Santrifiijleme yontemi ile kolay bir
sekilde kolloidal partikiiller ayrilabilecegi belirtilmektedir (Akanda vd., 2023; Trotta vd.,
2003).

2.7.2.6. Coziicii enjeksiyon yontemi
Su ile karigabilen bir ¢oziiciide yag faz1 karistirilarak kati lipitin erime derecesi tlizerinde
1sitildig bildirilmektedir. Bir igne yardimiyla olusan emiilsiyonun su fazina damla damla
eklendigi bildirilmektedir. Lipit damlalar katilastii ve nano boyutta tanecikler elde
edildigi bildirilmektedir (Kaushik vd., 2012).
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2.7.2.7. Yiiksek hizla karisirma (Ultrasonikasyon) yontemi
Bu yontem ile kati lipit nanopartikiil, yiiksek hizda karistirilmasi ile elde edilebilecegi
bildirilmektedir. Lipit fazinin eritilmesi ile yiizey aktif maddenin sicak suda dagilmasi ile
olusan karistmin yiliksek hizda karistirmanin uygulandigl ve su iginde yag emiilsiyonu

tiretmek i¢in kullanilan bir yontem olarak bildirilmektedir (Akanda vd., 2023).

2.7.2.8. Membran kontaktorii

Olgeklendirilmesi kolay bir kati lipit nanopartikiil hazirlama y&ntemi olarak
bildirilmektedir. Tlag igeren bir lipit faz ile yiizey aktif iceren sulu bir fazdan olustugu
belirtilmektedir. Lipit faz1 erime noktas1 iizerinde eritilerek basing altinda gbézenekli bir
zardan gegirildigi bildirilmektedir. Bu islem sonucunda olusan preparatin oda
sicakliginda sogutulmasiyla nano boyutlu tanecikler olustugu gozlenmistir. Pargacik
boyutunun degistirilmesi farkli gozenek boyutuna sahip membranlarin kullanarak
olusturulabilecegi belirtilmistir (Khairnar vd., 2022; Svilenov ve Tzachev, 2014;
Charcosset vd., 2005).

2.7.3. KLLN iizerinde karakterizasyon ¢calismalari
Incelenen kaynaklara gére KLN’lerde yapilacak karakterizasyon ¢alismalari olarak sunlar

belirtilmektedir:

v' Etkin madde yiikleme kapasitesi

Partikiil boyutu ve dagilimi

Partikiil morfolojisinin incelenmesi

Zeta potansiyel dl¢timii

Fizikokimyasal analizler (FTIR, NMR, DSC, XRD)
Etkin madde salim1 (Kipriye vd., 2017)

NN

2.7.3.1. Etkin madde yiikleme kapasitesi
Nanopartikiillerin membran filtreden siiziilmesinden sonra siipernatant sividan titrasyon
yontemi veya spektroskopik yontem kullanilarak serbest ilaglarin toplam agirlig
Ol¢iilmesine dayandigi bildirilmektedir. Yiikleme kapasitesini ve ilacin lipit igerisine

dahil edilmesini etkileyen faktorler su sekilde belirtilmektedir.

v’ Erimis lipitte ilacin ¢oziintirligi,
v' Kati lipid matrisin kimyasal ve fiziksel yapisi,

v" Lipit materyalin polimorfikligi,
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v Jelatin fenomeni,

v Asiri sogutulmus eriyiklerin varlig1.

Yiiksek yiikleme kapasitesine ulasmak i¢in ilacin lipid eriyiginde yeterince
yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmasi (yani eriyik sogudugunda azaldigi i¢in gerekenden
daha yiiksek olmasi) gerektigi bildirilmektedir. Calismalarda lipid eriyiginde ilacin
¢ozinlrliglini arttirmak igin bazen ¢oziindiiriiciiler kullanildigi gozlenmistir. EK
olarak lipit matrisinde mono ve digliseritlerin varlig1 ilacin ¢6ziiniirligiinii arttirdigi

bildirilmistir (Parh ve Suresh, 2010).

2.7.3.2. Parcacik boyutu ve dagilimi

Par¢acik boyutunun oOlgtimlerinde, foton korelasyon spektroskopisi (PCS) ve lazer
kirmimmi (LD) kullanilan yaygin yontemler olarak bildirilmektedir. Coulter Counter
yonteminin, kiigiik nanopartikiillerin degerlendirilmesinde zorluklar yasandigi i¢in ve
kolloidal dispersiyonlari Kararsizlastirabilecek elektrolitlere ihtiyag duyulmasi nedeniyle
KLN partikiil boyutunu 6lgmek i¢in nadiren kullanildig: bildirilmektedir. PCS (dinamik
151k sacilimi olarak da bilinir), pargacik hareketinin neden oldugu sagilan 15181
yogunlugundaki dalgalanmay1 o6lgtigii bildirilmektedir. Bu yontem ile birkag
nanometreden yaklagik 3 mikrona kadar bir boyut araliktaki partikiillerin 6lgiimiiniin
yapildig1 belirtilmektedir. Lazer kirinimi (LD) yonteminde kirinim agisinin pargacik
boyutuna bagl oldugu belirtilmektedir. Kiiciik pargaciklarin biiyiik pargaciklara gore
yiiksek agilarda daha yogun sagilmalara neden oldugu gézlenmistir. LD yonteminin
avantaji nanometre boyutundan milimetre boyutuna kadar genis bir boyut araliginda
partikiillerin  6¢limiiniin  yapildig:r  bildirilmektedir. Ayrica PIDS teknolojisinin
(Polarizasyon Yogunlugu Diferansiyel Sagilimi) gelistirilmesi, LD'nin daha kiigiik
parcaciklara duyarliligini biiyiik 6lciide arttirdig1 gozlenmistir. Arastirmacilar tarafindan
PCS ve LD yo6nteminin ayn1 anda kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Dogrudan parcacik
boyutu dl¢lilmeyip pargacik boyutu 151k sagcimi etkileri ile hesaplandig: bildirilmektedir
(Silva vd., 2012).

2.7.3.3. Partikiil morfolojisinin incelenmesi
Partikiillerin ylizey morfolojisi ve pargacik boyutunun incelenmesi taramali elektron
mikroskobu (SEM), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) veya atomik kuvvet
mikroskobu (AFM), tarama gibi mikroskobik teknikler kullanilarak gergeklestirildigi
bildirilmektedir (Shirodkar vd., 2019).
34



2.7.3.4. Zeta potansiyel olciimii

Zeta potansiyeli ne kadar yiiksek olursa damlaciklar arasinda elektrostatik itmenin de o
kadar fazla olacagi bulunmustur (Gu vd., 2022). Genel olarak, elektrik itme nedeniyle
yiiklii pargaciklar (yiiksek zeta potansiyeli) i¢in pargacik toplanmasinin meydana gelme
olasiligiin daha diisiik oldugu bildirilmistir (Mehnert ve Mader, 2012).

2.7.3.5. Fizikokimyasal analiz
Nanopartikiillerin hazirlanmasindaki en 6nemli amacin aktif farmasoétik tasiyicinin etken
maddeye dahil edilmesi olarak bildirilmis ve bu amagla ila¢ tuzaginin karakterizasyonu
amaciyla Fourier kizilotesi spektroskopi analizi (IRTracer-100 FTIR spektrometresi,
Shimadzu) yapildig1 belirtilmektedir (Nikandish vd., 2016). Bunun haricinde proton
niikleer manyetik rezonans spektroskobisi (*H NMR) (JEOL NMR-400 MHz)
kullanilarak karakterize edildigi bildirilmektedir (Ak vd., 2021; Kumar vd., 2020).

2.7.3.6. Etkin madde salimi
KLN’lerden etkin madde salinimi modifiye edilmis Franz tipi difiizyon hiicresi, dogrudan
dagilim yontemi (Onaylanmig bir UV-goriiniir yontem) ve Higuchi salim modeli gibi
yontemler kullanildigr bildirilmistir (Kraisit vd., 2021; Gumireddy vd., 2019; Bibi vd.,
2023). Yapilan bir ¢alismada, ilag salim mekanizmasini tahmin etmek igin DD ¢oziicii
yazilimi kullanilarak sifir derece, birinci derece, Higuchi salim modeli, Korsmeyer-
Peppas ve Hixon-Crowell modeli gibi kinetik modellere tabi tutuldugu belirtilmistir (Bibi
vd., 2023). Yapilan bir ¢alismada in vitro etkin madde salinimin1 degerlendirmek igin

diyaliz membran yontemini kullanidigini belirtmistir (Soltani ve Pakravan, 2023).

KLN tasiyict  sistemin, fizyolojik lipitlerden olustugu i¢in polimerik
nanopartikiillerde gozlenen akut ve kronik toksisite riskini azalttigi, metabolizasyon ve
viicuttan atilimlari i¢in organizmada uygun mekanizmalarin oldugu belirtilmektedir.
KLN’lerin tiretiminde lipitler ve yiizey etkin maddeler, tablet, pellet ve kapsiil gibi
geleneksel ilag sekillerininde kullanildigi bildirilmektedir ve KLN tasiyict sistemin
ilaglarin toksisitesini azaltarak giivenli bir sistem olarak kabul edildigi belirtilmistir
(Cavalli. vd., 1998).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar
Kimyasal Madde

Ferulik asit

Diazepam

Tween 80

Compritol® ATO 888
Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Dynasan® 114

Metanol

Mutlak Alkol

Tween® 80

3.2. Kullanilan Cihazlar
Cihaz Adx

Yiikseltilmis art1 labirent cihazi

Agik alan cihazi

Delikli tahta cihazi
Aydinlik-karanlik kutu

Spontan Lokomotor Aktivite kafesi
Buzdolab1

Distile su cihazi

Hassas terazi

Manyetik karistirict

Mikrosantrifiij

Pargacik boyutu cihazi
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Firma Adi, Mensei
Sigma ,USA

Diazem®, Deva, Tiirkiye
Merck, Almanya
Gattefosse, Fransa
Merck, Almanya
Condea, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Firma Adi, Model, Mensei
Ugo Basile, 46650, Varese, Italya

Ugo Basile, 6650, Varese, Italya

Ugo Basile, 46653, Varese, Italya
Ugo Basile, 47443, Varese, Italya
Ugo Basile 47420, Varese, italya
Arcelik, Tiirkiye

MilliQ Millipore, Fransa

Mettler AM 100, Amerika
Jeiotech MS-53M, Kore
Centrifuge,547R, Almanya

Zetasizer Nano-Series, Ingiltere



Prob sonikator

Ultrasonik banyo

Vorteks karistiric

YBSK kolonu

Yiiksek basingl sivi kromatografisi
Zeta potansiyel analiz cihazi
Hassas Terazi

Spontan lokomotor aktivite kafesi

=

Sonics, Amerika

Elma T470/H, Singen, Almanya
Jeiotech VM96B, Kore
LiChrospher® 100, Almanya
Shimadzu 20-A, Japonya
Zetasizer Nano Series, Ingiltere
Ohaus, E12140, isvigre

Ugo Basile, 7436, Varese, Italya

Sekil 9. Yiikseltilmis arti labirent (Elevated plus maze) testi
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Sekil 10. Delikli tahta (Hole-board) testi

Sekil 11. A¢ik alan (Open-field area) testi
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Sekil 12. Aydinlik-karaniik kutu (Light-Dark Box) testi

Sekil 13. Spontan lokomotor aktivite testi

3.3. KLN Sistem Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
KLN sistem formiilasyonu igin sicakta hazirlama ve ultrasonikasyon ile homojenizasyon
teknigi kullanildi. KLN hazirlamada kullanilacak olan kati lipit, erime derecesinin
yaklasik 5-10 °C iizerine 1sitildi. Etkin madde bu eriyikte ¢6ziindiiriildii. Yiizey etkin
madde (YEM) iceren sulu faz da ayni sicaklifa getirildi. Elde edilen karisimlar
sonikatdrde bir araya getirilerek homojenize edildi. Formiilasyon kontrollii olarak oda

sicakligina sogutuldu. Lipidin kristalleserek KLN’ler olusturuldu. Elde edilen KLN’lerin
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partikiill boyutlar1 karsilastiriip en uygun formiilasyon segildi. Formiilasyon
caligmalarinda, Dynasan ® 114 ve Compritol ® ATO 888 kullanildi. YEM olarak
Tween® 80 tercih edildi. Etkin maddeli formiilasyonlar disinda ayni yontemle plasebo

formiilasyonlar da hazirlandi.

3.3.1. Ferulik Asit Miktar Tayini Yontemi
In vitro calismalarda etkin maddenin miktar tayini Yiiksek Basingl S1vi Kromatografisi
(YBSK) yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Literatiirde yer alan yontem modifiye
edilerek uygulanmistir (Trombino vd., 2013). YBSK’nin ¢alisma kosullar1 Tablo 3.3.1

’de sunulmustur.

Tablo 3.3.1. Yiiksek basinglt sivi kromatografisi ¢alisma kosullar:

Kolon 250%4.6 mm LiChrospher® 100 RP-18 oktadesil
silan
Firin Sicaklig 30°C
Hareketli Faz Asetonitril: Su (20:80) + %0.5 glasiyal asetik asit
Dedektor Floresan Dedektor
Caligilan Dalga Boyu 320 nm
Akis Hizi 0.8 mL-dk-1
Enjeksiyon Hacmi 20 mL

Analitik  yontem validasyonunun amact kullanilacak ydntemin uygunlugunu
kanitlamaktir. Miktar tayini validasyonunda dogrusallik, kesinlik ve dogruluk
parametreleri esas alimmistir. Tez c¢alismamizda, Uluslararasi Harmonizasyon

Kongresi’nin Analitik Islem Validasyon Yontemi’ kullanilmistir (ICH, 2014).
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3.3.2. KLLN karakterizasyonuna ait calismalar

3.3.2.1. Par¢actk boyutu ve dagilimi analizi
Hazirlanan KLN formiilasyonunun pargacik boyutu ile dagilimi NaCl ile 50 Ms
iletkenlige ayarlanan distile suda disperse edilerek Ol¢iilmiistiir. Parcacik boyutu ve
dagilim1 Zetasizer Nano ZS (Malvern, Ingiltere) cihazi kullanilarak belirlenmistir

(Zielinska vd., 2019).

3.3.2.2. Zeta potansiyel
Hazirlanan formiilasyonunun zeta potansiyel Ol¢limii Zetasizer Nano ZS (Malvern,
Ingiltere) cihazi kullanilarak yapilmustir. Olgiim, zeta hiicresinde, 25°C oda sicakliginda
ve distile su ile seyreltilerek gergeklestirilmistir. Distile suyun iletkenliginin neden
olabilecegi ufak degisimin Ol¢iim sonucunu etkilememesi amaciyla distile suyun
iletkenligi Ol¢climden once NaCl ile 50 ps’e ayarlanmistir (Biylikkéroglu, 2016;
Elmaskaya, 2020).

3.3.2.3. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini
Dynasan® 114 kat1 lipiti ile hazirlanan KLN formiilasyonunda yiizeyde kalan etkin
madde miktar tayini i¢in etkin maddenin ¢0ziindiigli ancak lipitin ¢éziinmedigi ¢oziicii
olan hareketli faz kullanilmistir. Tez ¢alismamizda tam olarak tartilmis Dynasan® 114-

FA formiilasyonu 5 mL’lik tiipe alinmis ve tizerine 4 mL hareketli faz eklenmistir.

Liyofilize Formiilasyon ultrasonik banyoda lipitin erime derecesinin 10°C
tizerindeki sicaklikta (70-80°C) 5 dk tutulduktan sonra 15 dk 13.000 rpm’de santrifiij
edilerek saydam kisim alinarak ve seliiloz asetat filtreden siiziiliip analiz edilmistir.
Stipernatanda bulunan serbest etkin madde miktari, ilgili dalga boyunda YBSK

kullanilarak analiz edilmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi hesab1 agagida verilen esitlik ile gerceklestirilmistir.
%Enkapsiilasyon etkinligi=[(Formiilasyondaki etkin madde derisimi)]— [(Stipernatandaki

etkin madde derisimi) (Formiilasyondaki etkin madde derigimi)] x 100 ............... (3.2)

3.4. Deney Hayvanlari
Deneylerimizde Anadolu Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Birimi’nden alinmis olan yaklasik 25-30 g agirliginda Balb-C(Erkek) fareler
kullanilmustir. Fareler, 12 saat gece/giindiiz aydinlatmali, 18-25°C’de, iyi havalandirilmis

odalarda barindirilmigtir. Beslenmeleri verilen standart yem peletleri ve ¢esme suyu
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verilerek saglanmistir. Kendi aralarinda esit sayilarda gruplandirilmis, beslenmeleri
amaciyla standart yem paletleri verilerek istedikleri kadar yem ve su tiiketmelerine izin
verilmistir. Tez c¢alismamz Anadolu Universitesi Farmakoloji Ana Bilim Dali
laboratuvarinda sicaklik ve nem sabit bir ortamda her giin 09.00-16.00 saatleri arasinda
yapilmistir. Tez ¢calismanin etik kurul onayr 17.03.2021 tarih 2021-11 karar numaras ile
Anadolu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmistir.

3.5. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve ila¢c Uygulamalari
Deneylerimizde test maddeleri akut ve subkronik olarak incelendi. Bu amagla ferulik asit
ve KLN-ferulik asit 6nce akut uygulanarak madde uygulamasinda 30 dk sonra test edilmis
ardindan subkronik uygulanarak 1 hafta siire ile enjeksiyonlar yapilmis ve 1 haftanin
sonunda enjeksiyondan 30 dk. sonra yine deneyler tekrar edildi.

Deney gruplar1 Tablo 3.5.’de verildigi sekilde olusturuldu (n=8). Kontrol grubuna
¢oziicti olarak kullanilan %8 lik Tween 80, intraperitoneal (i.p.) yoldan 0.1 ml hacimde
uygulandi. Pozitif kontrol olarak kullanilan diazepam (1 mg/kg) dozunda i.p. olarak
verildi. Anksiyete deneyleri i¢in olusturulan gruplara sirasiyla (25 mg/kg), (50 mg/kg) ve
(100 mg/kg) dozlarinda saf ferulik asit (i.p.) uyguland. Ila¢ uygulamalarinin ardindan 30
dakika sonra deney diizeneklerinde hayvanlarin verdigi tepkiler 6lgiildi. Daha sonra
ferulik asitin KLN formiilasyonuda ayn1 dozlarda deney gruplarina uygulandi ve test
edildi. Ayrica, [Diazepam(0,5 mg/kg)+saf ferulik asit(25 mg/kg)] ve [Diazepam(0.5
mg/kg)+KLN-ferulik asit(25 mg/kg)] kombinasyonuda deney gruplarma (i.p.)

uygulanarak test edildi. Tiim bu islemler subkronik uygulamada da tekrar edildi.

Tablo 3.5. Deney ve kontrol gruplar:

Deney ve kontrol gruplari
1. Kontrol (Tween 80)

2. Diazepam (1 mg/kg)

3. Ferulik asit (25 mg/kg)
4. Ferulik asit (50 mg/kg)
5. Ferulik asit (100 mg/kg)
6

7

8

9

1

. KLN-Ferulik asit (25 mg/kg)

. KLN-Ferulik asit (50 mg/kg)

. KLN-Ferulik asit (100 mg/kg)

. Diazepam (0.5 mg/kg) +FA (25 mg/kg)

0. Diazepam (0.5 mg/kg) +KLN-FA (25 mg/kg)
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3.6. Anksiyete Modelleri
3.6.1. Acik alan testi (Open-field area test)
Test sirasinda hayvan merkeze birakildi. Agik alandaki hareketleri 5 dakika siiresince
gozlemlendi. Ayrica test uygulanirken hayvanin davranislarini gozleme esnasinda
herhangi bir parametrenin gézden kacabilme ihtimaline karsin deneyler manuel 6l¢timler
ile es zamanli olarak kamera ile de kayit altina alindi. Bu siire icerisinde hayvanin
merkezde ve periferde gecilen kare sayilari ile bu kareleri gegme siirelerine bakildi.
Caligsma siiresince her bir hayvandan sonra, diizenekteki idrar ve digki kalintilar1 %70’lik

etanol ile temizlendi (Liu vd., 2019).

3.6.2. Delikli tahta testi (Hole-board test)
Fareler teker teker hole-board test diizenegi tizerine kondu ve kafa daldirma sayilar1 ve
kesfedilen delik sayis1 5 dk. siire boyunca kaydedildi. Ayrica ilk kafa daldirma siireleri
de kaydedildi. Her 6l¢iim arasinda hole-board yiizeyi %70’lik etanol ile temizlendi (Han
vd., 2009).

3.6.3. Yiikseltilmis arti labirent testi (Elevated plus maze test)
Test sirasinda hayvan diizenegin merkezine birakildi. 5 dakika siiresi boyunca hayvanin
hareketleri kaydedildi. Calisma siiresince her bir denekten sonra, diizenekteki idrar ve

disk1 kalintilar1 %70’lik etanol ile temizlendi.

3.6.4. Spontan lokomotor aktivite testi
Spontan lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in, pleksiglas, kafes seklinde olan aktivite
kafesi isimli cihazi kullanildi. Cihazin karsilikli iki dikey kenarinda bulunan pargalar kizil
Otesi 1sinlart iiretmekte ve hayvan yatay ve dikey yonlerdeki hareketleri bu isinlar
kesintiye ugratmakta ve bu sekilde fotosel yardimiyla kaydedildi. Cihazin elektronik
diizenegi Olgiilen veriyi Onceden belirlenmis olan araliklarla kaydedildi ve yazdirildi
(Marazioti vd., 2009). Ilaclarin uygulanmasindan sonra anksiyete deney modellerinden

sonra 15’er dk. siire boyunca hayvanlarin lokomotor aktiviteleri 6l¢iildii.

3.6.5. Aydinhk-karanhk kutu testi (Light—dark box test)
Test diizenegi, aydinlik ve karanlik bdlgeler olmak {izere iki kompartmandan
olugsmaktadir. Fareler ayr1 ayr1 kapiya bakan karanlik bolmenin ortasina yerlestirilecek ve
aktivite 5 dakika siireyle kaydedildi. Aydinlik bolmeye ilk gegis zamani (yani, siganin
karanlik bélmeye ilk olarak yerlestirilmesinden tamamen aydinlik bélmesine gegmesine

kadar gecen siire), aydinlik bélme de kalma zamani1 ve aydinlik ve karanlik bélmelere
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toplam gegis sayilar1 gozlemlendi (Rodriguez-Landa vd., 2019; Mi vd., 2005).
Diizenekteki idrar ve digski kalintilar1 %70’lik etanol ile temizlendi. Ayrica test
uygulanirken hayvanin kesif ve anksiyete bozuklugunu isaret eden davranislar1 gozleme
esnasinda herhangi bir parametrenin gézden kagabilme ihtimaline karsin deneyler kamera

ile de kayit altina alindi.

3.7. Istatistiksel Analiz
Tez ¢alismamizda verilen tiim degerler, deney sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel
ortalamas1 olarak verildi (ortalama + standart hata [SEM]). Hayvanlarda anksiyolitik
benzeri etkinin ve lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi igin tek-yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Tiim istatistiksel
analiz sonuclart GraphPad Prism ver. 5.0 paket programi kullanilarak hesaplandi.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi baslangic olarak p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Akut Uygulama Sonuclari
4.1.1. Aydinhk-karanhk kutu (Light-dark box) testi sonuglari
Bu test diizenegi, aydinlik ve karanlik bolgeler olmak flizere iki kompartmandan
olusmaktadir. Hayvanlarin aydinlik ve karanlik bélgelerde gecirmis oldugu siireler
Ol¢iilmiistiir. Sekil 14°de deney hayvanlarinin aydinlik alanda gecirdikleri siirelere gore
elde edilen veriler goriilmektedir. Tiim deney gruplar1 kontrole gore anlamli diizeyde

anksiyolitik benzeri etkili bulunmustur (* p< 0.001). Saf ferulik asit ve KLN-ferulik asit
(25 mg/kg),(50 mg/kg),(100 mg/kg)

uygulanan tiim dozlarda birbirleriyle
karsilagtirildiginda KLN formiilasyonlu gruplarin etkiyi anlamli derecede arttirdigi
goriilmektedir (tiim dozlarda KLN-ferulik asitin anlamlilig1; ®*°p< 0.001). Diazepama
gore karsilastirildiginda KLN-ferulik asit ve kombinasyonlu tiim dozlarda anlamh

diizeyde anksiyolitik benzeri etki vardir (***p< 0.001).

Light-Dark Box Testi-Akut Uygulama-Aydinlik Alanda Gegirilen Suire
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Sekil 14. Akut Aydinlik-Karanlik Kutu (Light-Dark Box) Testinde aydiniik alanda gegirilen siire verileri.

"p<0.001; Kontrol grubuna gére anlamli farklilik (n: 8); ®°°p<0.001, Saf FA grubunun KLN-FA
grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); #p<0.001, Diazepam grubuna gore anlamli farklilik (n: 8).
Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir.
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Light-Dark Box Testi-Akut Uygulama-Karanlik alanda Gegirilen Siire
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Sekil 15. Akut Aydinlik-Karanhk Kutu (Light-Dark Box) Testinde karanlik alanda gegirilen siire verileri.

"p< 0.001; Kontrol grubuna gére anlaml farklilik (n: 8); ®°p<0.001; Saf FA grubunun KLN-FA
grubuna gore anlaml farklilik (n: 8); #4p<0.001, #p<0.01; Diazepam grubuna gore anlaml farklilik(n: 8).
Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulanmstir.

Ayni sekilde bu test diizeneginde karanlik alanda gegirilen stireler sekil 15°de
goriilmektedir. Tiim gruplar kontrole gore anlamlidir ve tiim dozlarda KLN-ferulik asit
saf ferulik asite gore anksiyolitik benzeri etkide anlamli bir artis saglamistir
(***p<0.001,°*°p<0.001). KLN-ferulik asit formiilasyonu kullanilan tiim dozlarinda
diazepam ile karsilastirildiginda da anlamli bir etki géstermektedir (***p<0.001,%p< 0.05).

4.1.2. Acik alan (Open-field area) testi sonuclari
Bu test diizenegi 16 kare perifer, 9 kare merkez olmak iizere toplam 25 kareden olusur.
Hayvanlarin merkez bolgedeki gectikleri kare sayisi ile bu bolge de gecirilen siireler
Olctilmiistiir. Sekil 16 ‘de deney hayvanlarinin merkez bolgedeki gecirdikleri siireler
gosterilmistir. Kontrole gore ferulik asit 25 mg hari¢ hepsi anlamli diizeyde anksiyolitik
benzeri etkide etkili c¢ikmistir (***p<0.001;**p<0.01). Saf FA ve KLN-FA
karsilastirilldiginda KLN-FA (50 mg/kg) ve [Diazepam (0.5 mg/kg)+KLN-FA(25
mg/kg)] dozlarinda anlamli diizeyde anksiyolitik benzeri etki bulunmustur (°*°p<0.001;
bp< 0.05). KLN-FA (25 mg/kg) ve (100 mg/kg) da anlaml diizeyde anksiyolitik benzeri
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etki bulunmamustir. Ancak anksiyolitik benzeri etkide goreceli diizeyde bir artis vardir.
Diazepama gore karsilagtirildiginda KLN-FA(50 mg/kg), [Diazepam(0,5 mg/kg)+FA(25
mg/kg)] ve [Diazepam(0.5 mg/kg)+KLN-FA(25 mg/kg)] dozlarinda anlamli olarak
anksiyolitik benzeri etki bulunmustur (?**p<0.001; #8p<0.05 ). Diger dozlarinda anlamli
diizeyde anksiyolitik benzeri etki bulunamamistir. Ancak diger dozlarinda anksiyolitik

benzeri etki de goreceli bir artisg vardir.

Open Field Testi-Akut Uygulama-Merkez Gegirilen Siire Verileri
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Sekil 16. Akut A¢ik Alan (Open-Field Area) Testinde merkezde gegirilen siire verileri.

“*p<0.001, “p<0.01; Kontrol grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); *°p<0.001, *°p<0.01; Saf FA
grubunun KLN-FA grubuna gére anlamli farklilik (n: 8); #3p<0.001, 2p<0.05; Diazepam grubuna gore
anlaml farklilik (n: 8). Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi
uygulanmuistr.

Acik alan testinde merkezde gecilen kare sayisi sekil 17’de goriilmektedir.
Merkez de gegilen kare sayisi degerlendirildiginde kontrole gore diazepam(1 mg/kg),
KLN-FA(50 mg/kg) ve (100 mg/kg) ve kombinasyonlu dozlarda anlamli olarak
anksiyolitik benzeri etki bulunmustur ("“p< 0.001;”p< 0.01). Saf FA, KLN-FA ile
karsilastirildiginda sadece (100 mg/kg) dozunda anlamli olarak anksiyolitik benzeri etki
goriilmiistiir (°°°p< 0.001). Ferulik asitin diger dozlarinda saf FA ile KLN-FA arasinda

anlaml diizeyde anksiyolitik benzeri etki goriilmemistir. Ancak anksiyolitik benzeri etki
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de goreceli bir artis vardir. Anksiyolitik benzeri etki diazepama gore karsilastirildiginda
[Diazepam(0,5 mg/kg)+FA(25 mg/kg)] ve [Diazepam(0.5 mg/kg)+KLN-FA(25 mg/kg)]
dozlarinda anlamli olarak etki bulunmustur (**%p<0.001;*p<0.01). Ancak diger
dozlarinda anlamli anksiyolitik benzeri etki bulunamamistir. Yalnizca KLN-FA (50

mg/kg) ve (100 mg/kg) dozlarinda goreceli bir artis vardir.

Open Field Testi-Akut Uygulama-Merkezde Gegilen Kare Sayisi
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Sekil 17. Akut A¢ik Alan (Open-Field) Testinde merkezde gegilen kare sayist verileri.

"p<0.001, ~"p< 0.01;Kontrol grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); "°°p<0.001; Saf FA grubunun KLN-
FA grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); #2p<0.001, #p<0.01; Diazepam grubuna gore anlamh farklilik
(n: 8). Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir.

4.1.3. Delikli tahta (Hole-board) testi sonug¢lar:
Bu test diizeneginde kafa daldirma sayisina ve kesfedilen delik sayisina bakilmistir.
Delikli tahta testinde kafa daldirma sayis1 Sekil 18” de gosterilmektedir. Kafa daldirma
sayisina bakildiginda tiim dozlar kontrole gore anksiyolitik benzeri etki de anlaml
bulunmustur (7p< 0.001; “p<0.01; “p<0.05). Saf FA ve KLN-FA arasinda bakildiginda
anksiyolitik benzeri etki de anlamli bir fark goriilememistir. Ancak goreceli olarak

anksiyolitik benzeri etki de goreceli bir artis vardir. Diazepama gore bakildiginda yine
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anksiyolitik benzeri etki de anlaml bir fark goriilememistir. Ancak FA(50 mg/kg), KLN-
FA(25 mg/kg),(50 mg/kg),(100 mg/kg) ve kombinasyon dozlar1 goreceli anlamli
cikmustir. FA(25 mg/kg),(100 mg/kg) da anlamli ve goreceli olarak anksiyolitik benzeri

etki de artig goriilmemistir.

Hole Board Testi-Akut Uygulama-Kafa Daldirma Sayisi
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Sekil 18. Akut Delikli Tahta (Hole-Board) Testinde kafa daldirma sayisi verileri.

"p<0.001, "p<0.01, "p<0.05; Kontrol grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); Tek-ydnlii ANOVA ve
ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir.

Delikli tahta testinde kesfedilen delik sayisi sekil 19’ de gosterilmektedir. Kesfedilen
delik sayisina bakildiginda kombinasyonlu dozlar hari¢ hepsi kontrole gore anksiyolitik
benzeri etki de anlamli ¢ikmustir (7 p<0.001). Saf ferulik asit ve KLN-ferulik asit
arasinda anksiyolitik benzeri etkiye bakildiginda KLN-ferulik asit (25 mg/kg) ve (100
mg/kg) dozlarinda anlamli oldugu gériilmiistiir (*°p<0.01, ®p<0.05). Ancak (50 mg/kg)
ve kombinasyonlu dozlarda goreceli olarak anksiyolitik benzeri etkide artig vardir.
Dizapeme gore anksiyolitik benzeri etki bakildiginda hicbir dozda anlamli bir artis
yoktur. Goreceli olarak KLN-FA(50 mg/kg) ve (100 mg/kg) dozlarinda anksiyolitik

benzeri etki de artis vardir. Diger dozlarda goreceli olarak da bir artis goriilememistir.
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Hole Board Testi- Akut Uygulama-Kesfedilen Delik Sayisi
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Sekil 19. Akut Delikli Tahta (Hole-Board) Testinde kesfedilen delik sayis1 verileri.

"p<0.001; Kontrol grubuna goére anlamli farklilik (n: 8); °p<0.05, *°p<0.01; Saf ferulik asit grubunun
KLN-FA grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); Tek-yonliit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu
kargilagtirma testi uygulanmustir.

4.1.4. Yiikseltilmis arti labirent (Elevated plus maze) testi Sonuglari
Bu test diizeneginde sekil 20’ de gosterilen merkezde gegirilen siireye bakilmistir. Tiim
dozlar kontrole gore anksiyolitik benzeri etkide olarak anlamli bulunmustur (7 p<0.001).
Saf FA ve KLN-FA arasinda anksiyolitik benzeri etkiye bakildiginda KLN-FA(25 mg/kg)
dozunda anlaml oldugu goriilmiistiir (°*°p<0.001). Ancak (50 mg/kg) ve kombinasyonlu
dozlarda goreceli olarak anksiyolitik benzeri etki de artis vardir. (100 mg/kg) dozunda
goreceli olarak da bir artis goriilmemistir. Dizapeme gore anksiyolitik benzeri etki
incelendiginde KLN-FA (100 mg/kg) hari¢ diger KLN-FA dozlarinda ve [Diazepam(0.5
mg/kg)+KLN-FA(25 mg/kg)] kombinasyon dozunda anlamli olarak bir artis soz
konusudur (**p< 0.001, ?p< 0.05). Goreceli olarak KLN-FA (100 mg/kg) ve diger

dozlarinda anksiyolitik benzeri etki de artig vardir.
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Elevated Plus Maze Testi-Akut Uygulama-Merkezde Gegirilen Siire
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Sekil 20. Akut Yiikseltilmis Arti Labirent (Elevated Plus Maze) Testinde merkezde gegirilen stire verileri.

“*p<0.001; Kontrol grubuna gére anlaml farklilik (n: 8); ®®°p<0.001; Saf FA grubunun KLN-FA
grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); #%p<0.001, p<0.05; Diazepam grubuna gore anlaml farklilik (n: 8).
Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir.

4.1.5. Spontan lokomotor aktivite testi Sonuglari
Sekil 21 ve 22°de tiim dozlarin akut uygulamalarinin spontan lokomotor aktivite testi
deneylerinde yatay ve dikey hareketlerinin sayisi goriilmektedir. Akut uygulamada yatay
hareketlerinin sayisi kontrole gore incelendiginde FA(25 mg/kg), KLN-FA(25 mg/kg) ve
kombinasyonlu dozlar disinda tiim dozlarda anlamli bir artis s6z konusudur(*p<0.05,
**p<0.01,***p<0.001). FA(25 mg/kg) ve KLN-FA(25 mg/kg) dozlarinda ise goreceli
olarak anlamli bir artis gozlenmis olup [DZP(0.5 mg/kg)+ FA(25 mg/kg)] dozunda
degisme olmamigtir. Yatay hareketlerde artis solmasi bize lokomotor aktivitede artig
oldugunu disiinmektedir. Sedasyon gelismemistir. [DZP(0.5 mg/kg)+KLN-FA(25
mg/kg)] dozunda ise diisme goézlenmistir. Dikey hareketlerin sayisi incelendiginde,
kombinasyonlu dozlarda anlamli olarak kontrole gore diistisler gézlenmistir(*p<0.05,
**p<0.01). Kontrole gore dikey hareketlerdeki diisiisler kesif davraniginin azaldigi

anlamina gelmektedir.
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Spontan Lokomotor Aktivite Testi-Akut Uygulama-Yatay Hareketlerin Sayisi
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Sekil 21. Akut Spontan Lokomotor Aktivite Testinde yatay hareketlerin say verileri.
*p<0.05, **p<0.01,***p<0.001; Kontrol grubuna gére anlaml farklilik (n: 8);Tek-yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir.

Spontan Lokomotor Aktivite Testi- Akut uygulama-Dikey Hareketlerin Sayisi
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Sekil 22. Akut Spontan Lokomotor Aktivite Testinde dikey hareketlerin say: verileri.
*p<0.05, **p<0.01; Kontrol grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); Tek-yonlit ANOVA ve ardindan
Tukey HSD coklu karsilastirma testi uygulanmustir.
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4.2. Subkronik Uygulama Sonuglari
4.2.1. Aydinhk-karanhk kutu (Light-dark box) testi sonuglari
Bir hafta siiresince saf FA ve KLN-FA uygulamasi sonucu aydinlik alanda gecirilen siire
test diizeneginde elde edilen veriler sekil 23’de karsilastirilmistir. Bu sonuglara gére tiim
test maddeleri kontrol grubuna gore anlamli anksiyolitik benzeri etki géstermistir
(""p<0.001). Saf FA ve KLN-FA gruplari karsilastirildiginda ise (25 mg/kg) ve (50
mg/kg) dozlarda KLN formiilasyonu anlamli fark gdstermistir ( °p<0.05 ). (100 mg/kg)
dozda ise KLN-FA istatiksel olarak anlamli etki gostermezken goreceli olarak
anksiyolitik benzeri etkiyi artirmistir. Tiim dozlardaki KLN formiilasyonlari diazepam ile
karsilastirildigida anksiyolitik benzeri etki anlamli olarak artis saglamistir (**p<0.001).
Kombinasyon gruplarinin agik alanda kalma siirelerine bakildiginda ise kontrole ve

*kk

diazepama gore anlamli fark goriilmektedir ( p<0.001; **#p<0.001).

Light-Dark Box Testi-Subkronik Uygulama-Aydinlik Alanda Gegirilen Siire
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Sekil 23. Subkronik Aydmnlik-Karanlik Kutu (Light-Dark Box) Testinde aydinlik alanda gegirilen siire

verileri.

*p<0.001; Kontrol grubuna goére anlamli farklilik (n: 8); ®p<0.05; Saf FA grubunun KLN-FA grubuna
gore anlamli farklilik (n: 8); #2p<0.001, 2p< 0.05; Diazepam grubuna gore anlamli farklilik (n: 8). Tek-
yonlii ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir.

Bu test diizeneginde sekil 24’de gosterilen karanlik alanda gecirilen siire

degerlendirilmistir. Aydinlik-karanlik Kutu testinde karanlik alanda gegirilen siire
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degerlendirildiginde hem saf FA hem de KLN-FA gruplar kontrole gére anlamli etki
gostermistir. Bunun yani sira KLN-FA ile saf FA karsilastirildiginda yine tim dozlarda
anlamli  etki goriilmektedir  (°p<0.05;°°p<0.001). Diazepam(l mg/kg) ile
karsilastirildiginda tiim KLN formiilasyonlar1 ve kombinasyonlu dozlarda anlamli etki

gorilmistir (*®p<0.001, #¥p<0.01).

Light-Dark Box Testi-Subkronik Uygulama-Karanlk Alanda Gegirilen Siire
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Sekil 24. Subkronik Aydmniitk-Karanlik Kutu (Light-Dark Box) Testinde karanlik alanda gegirilen siire

verileri.

“*p<0.001; Kontrol grubuna gére anlamli farklilik (n: 8); °®°p<0.001, ®p<0.05; Saf FA grubunun KLN-
FA grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); #2p<0.001, #p<0.01; Diazepam grubuna gore anlaml farklilik
(n: 8). Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmugtir.

4.2.2. Acik alan (Open-field area) testi sonuclari
Anksiyolitik benzeri etkiyi degerlendirme de kullanilan diger bir model agik alan testidir.
Bu testte merkezde gecilen kare sayisi ile merkezde gegirilen siire degerlendirmeye

alinmistir. 1 hafta siiresince uygulanan saf ferulik asit- KN ferulik asit uygulamasinda,

Sekil 25°de gosterilen merkezde gecirilen siirede anksiyolitik benzeri etki incelendiginde
diazepam haric tiim dozlar anlamli olarak etkili ¢cikmustir (7 p<0.001, “p<0.01,"p<0.05).
Diazepam anksiyolitik etki olarak goreceli kontrole gore artis gostermistir. Saf ferulik asit
ile KLN-ferulik asit kendi aralarinda incelendiginde (50 mg/kg) dozu harig tiim dozlarda
anksiyolitik benzeri etki de anlaml1 bir artis vardir (°®p<0.001, *’p<0.01). KLN- ferulik
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asit (50 mg/kg) dozunda saf ferulik asite gore goreceli bir artis vardir. Diazepama gore
bakildiginda KLN-FA(50 mg/kg) dozu hari¢ tiim KLN-FA dozlarinda anksiyolitik
benzeri etki bakimindan anlamli bir artis vardir (**p<0.001,**p<0.01). KLN-FA(50
mg/kg) dozunda ve diger dozlarda anksiyolitik benzeri etki bakimindan goreceli bir artis

vardir.

Open Field Testi-Subkronik Uygulama-Merkezde Gegirilen Siire
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Sekil 25. Subkronik A¢ik Alan (Open-Field) Testinde merkezde gegirilen siire verileri.

“p<0.001, ~"p<0.01, "p<0.05; Kontrol grubuna gore anlamli farklilik (n: 8); "*°p<0.001, *’p<0.01; Saf
FA grubunun KLN-FA grubuna gore anlaml farklilik (n: 8); #2p<0.001; Diazepam grubuna gore anlaml
farklilik (n: 8). Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulanmusgtir.

Sekil 26’ de gosterilen merkezde gecilen kare sayist incelendiginde kontrole gére
saf FA (50 mg/kg) ve (100 mg/kg) hari¢ diger tiim dozlarda anksiyolitik benzeri etki
bakimimdan anlamli olarak etkili ¢ikmustir (*p<0.001, “p<0.05 ). KLN-FA ve saf FA
arasinda incelendiginde KLN-FA(100 mg/kg) dozunda anlamli diizeyde anksiyolitik
benzeri etkili ¢ikmistir (*®p<0.01 ). Diger dozlarda géreceli olarak anksiyolitik benzeri

etkide artis vardir. Diazepam ile karsilastirildiginda kombinasyonlu dozlarda anlamli bir
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artts vardir (**p<0.001, #p<0.01). Diger dozlarda anksiyolitik benzeri etki de KLN-
FA(25 mg/kg), (50 mg/kg) ve (100 mg/kg) dozlarinda goreceli bir artis bulunmaktadir.

Open Field Testi-Subkronik Uygulama-Merkezde Gegilen Kare Sayisi
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Sekil 26. Subkronik A¢ik Alan (Open-Field) Testinde merkezde gecilen kare sayist verileri.

**p<0.001, "p<0.05; Kontrol grubuna gére anlamli farklilik (n: 8); *°p<0.01; Saf FA grubunun KLN-FA
grubuna gore anlaml farklilik (n: 8); #2p<0.001, p<0.01; Diazepam grubuna gore anlamh farklilik
(n: 8). Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmigtir.

4.2.3. Delikli tahta (Hole-Board) testi sonug¢lar:
Delikli tahta testinde sekil 27” de gosterilen kesfedilen delik sayis1 incelenmistir. Kontrole
gore incelendiginde kombinasyonlu dozlar hari¢ diger tiim dozlarda anksiyolitik benzeri
etki de anlamli artis vardir (" p<0.001,""p<0.01, *p<0.05). Kombinasyonlu dozlarda
kontrole gore anksiyolitik benzeri etki de goreceli bir artis vardir. Diazepama gore
kiyaslandiginda KLN-FA(50 mg/kg)-(100 mg/kg), saf FA(25 mg/kg),(50 mg/kg),(100
mg/kg) dozunda anksiyolitik benzeri etki de goreceli bir artis olup hi¢bir dozda anlaml
bir artis yoktur. Saf ferulik asit ve KLN-Ferulik asit karsilastirildiginda (50 mg/kg) ve
(100 mg/kg) dozu ile kombinasyon dozunda [DZP(0,5 mg/kg) +KLN-FA(25 mg/kg)]

anksiyolitik benzeri etki de goreceli artig vardir. Anlamli bir artis goriilememistir.
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Hole Board Testi-Subkronik Uygulama-Kesfedilen Delik Sayisi
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Sekil 27. Subkronik Delikli Tahta (Hole-Board) Testinde kesfedilen delik sayusi verileri.

p< 0.001, "p< 0.01, “p< 0.05; Kontrol grubuna gore anlaml farklilik (n: 8). Tek-ydnlii ANOVA ve
ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir.

Delikli tahta testinde Sekil 28’de gosterilen kafa daldirma sayisi kontrole gore
incelendiginde Diazepam(1 mg/kg), KLN-FA(25 mg/kg), FA(25 mg/kg),(50 mg/kg),(100
mg/kg) ve [DZP(0,5 mg/kg)+KLN-FA(25 mg/kg)] dozlarinda anksiyolitik benzeri etki
de anlaml bir artis s6z konusudur (* p<0.001). Diger dozlarda goreceli bir artis sdz
konusudur. Saf ferulik asit KLN-Ferulik asit ile anksiyolitik benzeri etki bakimindan
karsilastirildiginda (50 mg/kg) ve (100 mg/kg) dozunda anlamli anksiyolitik benzeri etkili
bulunmustur (°*°p<0.001, *°p<0.01 ). (25 mg/kg) ve kombinasyonlu dozda anksiyolitik
benzeri etki de goreceli bir artis s6z konusudur. Dizepama gore karsilastirildiginda
anksiyolitik benzeri etki bakimindan anlamli olan hi¢bir doz bulunamamustir. Ferulik asit
(25 mg/kg) ve KLN-FA(25 mg/kg),(50 mg/kg),(100 mg/kg) dozunda goreceli olarak

anksiyolik benzeri etkili bulunmustur.
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Hole Board Testi-Subkronik Uygulama-Kafa Daldirma Sayisi
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Sekil 28. Subkronik Delikli Tahta (Hole-Board) Testinde kafa daldirma sayust verileri.

~*n<0.001, p<0.01, “p< 0.05; Kontrol grubuna gére anlamli farklilik (n: 8); ®p<0.01, "°p<0.001; Saf
FA grubunun KLN-FA grubuna gére anlamli farklilik (n: 8). Tek-yonlii ANOVA ve ardindan Tukey
HSD coklu karsilastirma testi uygulanmistir.

4.2 4. Yiikseltilmis arti labirent (Elevated plus maze) testi Sonuglari
Yiikseltilmis art1 labirent testinde merkez gegen siire verileri sekil 29°de gosterilmistir.
Kontrole gore incelendiginde tiim dozlarda anksiyolitk benzeri etkide anlamli
bulunmustur (“p<0.001). Saf FA ile KLN-FA anksiyolitik benzeri etki bakimindan
incelendiginde KLN-FA(25 mg/kg) ve FA(50 mg/kg) dozlarinda anlamli olarak
anksiyolitik benzeri etkili bulunmustur (°*°p<0.001). Diazepama goére anksiyolitik
benzeri etki bakimindan incelendiginde KLN-FA(25 mg/kg) ve FA(50 mg/kg) dozlarinda
anksiyolitik etki bakimmdan anlamli bulunmustur (***p<0.001,*p<0.01 ). Diger tiim

dozlarda goreceli bir artis s6z konusudur.
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Elevated Plus Maze Testi-Subkronik Uygulama-Merkezde Gegirilen Siire
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Sekil 29. Subkronik Yiikseltilmis Arti Labirent (Elevated Plus Maze) Testinde merkezde gegirilen siire

verileri.

**p<0.001, Kontrol grubuna gére anlamh farklilik (n: 8); °p<0.001; Saf FA grubunun KLN-FA grubuna
gore anlaml farklilik (n: 8); #3p<0.001, #p<0.01; Diazepam grubuna gére anlamli farklilik (n: 8). Tek-
yonlii ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmustir.

4.2.5. Spontan lokomotor aktivite test sonuclari
Sekil 30 ve 31°de tim dozlarin subkronik uygulamalarinin aktivite kafesi deneylerinde
yatay ve dikey hareketlerin sayisinin lokomotor aktivite iizerine etkisi goriilmektedir.
Sponton lokomotor aktivite testinde yatay hareketlerin sayisina bakildiginda kontrole
gore higbir dozda anlamli etki gériilmemistir ancak kombinasyonlu dozlar hari¢ tiim
dozlarda goreceli artis vardir. Kontrole gore lokomotor aktivite de artiglar gézlenmistir;
sedasyon goriilmemistir. Yatay hareketlerin sayist artmistir. [DZP(0.5 mg/kg)+ FA(25
mg/kg)] dozunda higbir degisiklik olmamistir. [DZP(0.5 mg/kg)+ KLN-FA(25 mg/kg)]
dozunda azalmistir. Dikey hareketlerin sayisi incelendiginde kontrole ve diazepama gore
hi¢bir dozda anlamli olarak bir fark goériilmemistir. DZP(1 mg/kg), FA(50 mg/kg) ve
KLN-FA(50 mg/kg) ve kombinasyonlu dozlarda goreceli bir azalma goriilmiistiir. Kesif

davranis1 azalmistir.
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Sekil 30. Subkronik Spontan Lokomotor Aktivite Testinde yatay hareketlerin say: verileri.

(n: 8) Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmustir.

Spontan Lokomotor Aktivite Testi-Subkronik-Dikey Hareketlerin Sayisi
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Sekil 31. Subkronik Spontan Lokomotor Aktivite Testinde dikey hareketlerin say: verileri.
(n: 8) Tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir.
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4.3. KLN Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

KLN tastyici sistem formiilasyonu bolim 3.3 ’de bahsedildigi sekilde hazirlanmistir.
Compriyol ile hazirlanan Formiilasyonlarda kremalasma tespit edildigi i¢in optimum
formiilasyon kati lipidi olarak Dynasan ile ¢alismalara devam edilmistir. Optimum

formiilasyon igerigi Tablo 4.3 de verilmektedir.

Tablo 4.3. Optimum formiilasyon igerigi (MC1: KLN-FA)

KOD Dynasan® 114 Ferulik Asit Tween® Distile Su
PLASEBO %5 - % 4 % 91
MC1 %5 % 0.5 % 4 % 90.5

Sekil 32. MC-1 formiilasyonu liyofilizasyon oncesi

4.3.1. Ferulik asit miktar tayini
Etkin maddenin miktar tayini boliim 3.3.1. de anlatildig1 sekilde yapilmistir. Analitik
yontemin giivenilirliligi kismi validasyonla gosterilmistir. Buna gore etkin maddeye ait

pik 12. Dakikada gdzlenmistir. Tiim kalibrasyon egriler (n=6) genis aralikta iyi bir
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dogrusal regresyon gostermistir (r> > 0,9992). Kalibrasyon egrisi kullanilan ¢oziiciide

dogrusal elde edilmistir.
4.3.2. Parcacik boyutu ve dagilim analizi

Hazirlanan KLN formiilasyonunlarinin karakterizasyon g¢alismalar1 boliim 3.3.2.1°de
anlatildig1 sekilde yapilmistir. Sonuglar Tablo 4.3.2. de verilmistir. Karakterizasyon
calismalar1 taze hazirlanmis 6rneklerde ve 25° C+ %60 rolatif nem de saklanan

orneklerde 3 ay stabilite calismasi sonucunda sunulmustur. 4° C ve 40 ° C de saklanan

orneklerde stabilite problemi gézlenmistir.

Tablo 4.3.2. Optimum formiilasyona ait karakterizasyon ¢alismalari ve 3 aylik stabilite sonuglar

) Partikiil o ) Etkin madde
Etkin Polidispesite

Zaman Formiilasyon boyutu . ] Yiikleme
madde indeksi (PDI) o

(nm) Kapasitesi

0. Zaman MC-1 Ferulik asit 503 £ 8.1 0.121 £ 0.042 91.4+0.11
1. Ay MC-1 Ferulik asit 504 £ 1.1 0.132+0.033 91.7+0.13
2. Ay MC-1 Ferulik asit 505+2.3 0.129 £0.021 90.2+0.17
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5. TARTISMA

Anksiyete insanlar arasinda yaygin goriilen ve her yastan insani etkileyebilen
psikolojik bir rahatsizlik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Anksiyete tedavisinde sentetik
anksiyolitik ilaglarin ve bir¢ok bitkisel ilaglarin (Biebersteinia multifida, Mellittis
melisophyllum, Ferula assafoetida, Oryza sativa, Tribulus terrestris, Origanum majorana,
Passiflora incarnata, Melissa officinalis vb.) kullanildig: bildirilmektedir. Ferulik asit (4-
hidroksi-3-metoksisinnamik asit), bugday kepeginde 5 g/kg, seker pancari kiispesinde 9
g/kg ve musir ¢ekirdeginde 50 g/kg arasinda degisen, bitkilerde en bol bulunan fenolik
asitlerden biri olarak belirtilmektedir (Ou ve Kwok, 2004). Melittis melisophyllum "un
ferulik asit i¢erdigi ve bu bitkiden hazirlanan ¢ayin anksiyete ve huzursuzluk tedavisinde
kullanilmakta oldugu bilinmektedir. Ferulik asit icerdigi bilinen Geraniaceae
familyasindan Biebersteinia multifida 'nin kok ekstratinin diazepam ile karsilastirilabilir
diizeyde anksiyolitik benzeri etki gosterdigi belirtilmektedir. Ferula assafoetida, Oryza
sativa ve Tribulus terrestris bitkilerinin anksiyolitik benzeri etki gosterdigi ve bu etkinin
ferulik asit iceriklerinden kaynaklandigi bulunmustur. Origanum majorana bitkisinin
ferulik asit icerdigi bilinmektedir, halk arasinda kullanildig: bildirilmistir ve buna bagh
olarak yapilan c¢aligmalarla anksiyolitik olarak kullanilabilecegi kanitlanmistir. Daha
once ferulik asit ile yapilmis ¢alismalarda da ferulik asitin anksiyolitik benzeri etkili
oldugu bulunmustur. Ancak ferulik asitin biyoyararlaniminin ratlarda ve insanlarda diisiik
oldugu vurgulanmaktadir. Bu durum ferulik asittin kullanimini ve yeni bir ilag olarak
gelistirilmesini ~ kisitlamaktadir  (Monsef-Esfahani  vd., 2013; Jari¢ vd., 2007;
Szymborska-Sandhu vd., 2020; Algasoumi, 2012; Sultana vd., 2015; Kaur vd., 2016;
Ahmed vd., 2020; Amaghnouje vd., 2020; Mancuso ve Santangelo,2014; Grundmann vd.,
2008; Awad vd., 2007).

Giintimiizde ilaglarin biyoyararlanimini ve etkisini artirmak; hedef dokulara daha
kolay ulagmasin1 saglamak amaciyla kati lipit nanopartikiil sistemler arastirmalarda
siklikla kullanilmaktadir. Suda yetersiz ¢oziinen etkin maddeler parenteral yol ile
verilebilmek icin mikron boyutun altindaki biiyiikliikte tasiyici sitemler kullanilarak
calismalar yapilmaktadir (Demirel ve Yazan, 2000; Patra vd., 2018). Kati lipit
nanopartikiillerin kimyasal bozunmaya kars1 igerdikleri bilesikleri korudugu ve kan
diizeylerinde ani yiikselmeleri 6nleyerek, ilag uygulamasindan sonra etkin maddenin yan

etkilerinde azalmaya yardimei oldugu goriilmistiir (Runge ve Miiller, 1998). Ayrica
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uzatilmig salinimli sistemlere yiiklenmeleri halinde etkin maddenin etkisinin uzun

stirelerle devam etmesi de saglanmaktadir.

Suda ¢6zlinmesi zor olan etkin madde ile yiiklenmis kat1 lipit nanopartikiillerin
iv/im yolla verilmesinin biyoyaralanimlarini arttirabilecegi diistiniilmektedir (Demirel ve
Yazan, 2000). Bu calismada; saf ferulik asit ve ferulik asit igeren kati lipit
formiilasyonlarin anksiyolitik etkisi akut ve subkronik olarak uygulandiktan sonra farkli
deneysel anksiyete modelleri kullanilarak incelenmistir. Anksiyete testlerinde lokomotor
aktivitede herhangi bir degisikligi olmaksizin, test edilen tiim dozlarda saf FA
anksiyolitik benzeri etki gosterirken KLN-FA’in bu etkiyi artirdigr belirlenmistir. Akut
ve subkronik uygulamada saf FA verileri ile KLN- FA verileri karsilastirildiginda

tolerans gelismedigi gozlenmistir.

KLN-FA formiilasyonu sicakta hazirlama ve ultrasonikasyon ile homojenizasyon
yontemi ile bagarili bir sekilde gergeklestirildigi gozlenmistir (Tablo 4.3). Formiilasyonun
ortalama pargacik boyutu 503 + 8.1 ile 505 + 2.3 nm arasinda degismektedir. Diisiik
polidispersite indeksleri(0.121 + 0.042 ile 0.132 + 0.033 arasindaki) dar parcacik boyutu
dagilimim gostermektedir (Tablo 4.3.2). Polidispersite indekslerinin (PDI) 0,2 ‘den
kiiciik olmas1 homojen bir partikiil boyutu sundugunu; PDI degerinin 0,3’den biiyiik
olmasmin heterojen bir partikiil boyutu sundugunu belirtilmistir (Alberto vd., 2022;
Zhang vd., 2012). Etkin madde yiikleme kapasitesinin matriks materyalindeki ilag
¢cOziiniirliigline bagli oldugu belirtilmektedir (Saymer ve Comoglu, 2016).
Nanotastyicilarin etkin madde baglama kapasiteleri yiiksek ilag tasiyici sistemler olarak
bildirilmektedir ve bu sayede etkin maddenin hiicre i¢i dagiliminin arttig1 belirtilmektedir
(Tiylek, 2019; Marangoz, 2022). Bu sonuglar bize etkin maddenin basarili bir sekilde
yiiklendigini ve stabilite ¢alismalari sonucunda kararli ve homojen bir formiilasyon olarak

kullanilabilecegini gostermistir.

Aydinlik-karanlik ~ kutu  testi  kemirgenlerin  aydinlatilmis  alanlardan
kaginmalarina, karanlik alanlar tercih etmelerine ve yeni ortam, 1sik gibi stres kaynagi
uygulanmasi sonucu olusan kesif davraniglarina dayandigi belirtilmektedir (Hascoet ve
Bourin, 2009). Anksiyetenin artmasi ile kemirgenler aydinlik bolgeden karanlik bolgeye
kacarlar. Anksiyolitik ajanlarin kemirgenlerin aydinlik bolgede gecirdikleri ve kesif
yaptiklar siireyi arttirmasi beklenmektedir (Prut ve Belzung, 2003; Caliskan vd., 2017).
Akut ve subkronik uygulama da aydinlik-karanlik kutu testinde aydinlik alanda gegirilen
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slire ve karanlik alanda gegirilen siire degerlendirilmistir. Buna gore akut uygulamada saf
FA ve KLN-FA formiilasyonu tim dozlarda kontrole gore anksiyolitik benzeri etkili
bulunmustur. Birbirleriyle karsilastirildiklarinda KLN tasiyici sisteminin FA asitin
anksiyolitik benzeri etkisini anlimli olarak tiim dozlarda artirdigi belirlenmistir.
Diazepam(1 mg/kg) ile karsilastirildiginda da KLN-FA tiim dozlarda anlaml diizeyde
anksiyolitik benzeri etkili bulunmustur (Sekil 14,15). Subkronik uygulama yapilan deney
sonuglarinda anksiyolitik benzeri etkinin akut uygulamaya gore goreceli olarak arttigi ve
kontrole gore anlamli oldugu goriilmektedir. KLN-FA dozlar1 diazepam ile
karsilastirildiginda tiim dozlarinda anlamli olarak anksiyolitik benzeri etkiyi artirdigi
belirlenmigstir. Saf FA ile karsilagtirildiginda ise sadece (25 mg/kg) ve (50 mg/kg)
dozlarda anlamli anksiyolitik benzeri etki goriilmektedir (Sekil 23,24). Bu test sonuglari
bize ferulik asitin kontrole gére anlamli anksiyolitik benzeri etkisi oldugunu ve KLN-

formiilasyonunun anksiyolitik benzeri etki artisina katki sagladigini géstermektedir.

Deneysel anksiyete ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan agik alan testinde merkezde
gegirilen siire ve merkezde gegilen kare sayist degerlendirilmistir. KLN-FA dozlar1 akut
uygulamada-merkezde gecilen siire igin karsilastirildiginda; tiim uygulanan KLN-FA
dozlar1 ve kombinasyonlu dozlarda kontrole gore anlamli bir anksiyolitik benzeri etki
vardir. Sadece KLN-FA(50 mg/kg) saf FA dozuna gore anlamli anksiyolitik benzeri etki
gostermistir. Diazepam ile karsilastirildiginda KLN-FA (50 mg/kg) dozunda ve
kombinasyonlu dozlarda anksiyolitik benzeri etkide anlamli bir artis varken, KLN-FA(25
mg/kg) ve (100 mg/kg) dozlarinda goreceli bir artis goriilmektedir(Sekil 16). Subkronik
uygulamada da tiim KLN-FA dozlar1 kontrole gore anlamhidir ve saf FA gore etkide
anlaml1 bir artis vardir ((25 mg/kg) ve (100 mg/kg) KLN-FA) (Sekil 25).

Acik alan testinde merkezde gecilen kare sayisina bakildiginda ise akut olarak
verildiginde saf FA dozlarinda anksiyolitik benzeri etkide anlamli etki goriilmezken
KLN-FA (50 mg/kg) ve FA(100 mg/kg) dozlarinda anksiyolitik benzeri etki de kontrole
gore anlamli bir artis vardir. Saf FA dozlar1 anksiyolitik benzeri etkide anlamli bir artis
saglamamistir. Saf FA ve KLN-FA karsilastirildiginda ise KLN-FA(100 mg/kg) dozunda
anlaml1 bir artis vardir. Subkronik uygulamada ise tim KLN dozlar1 anlaml1 anksiyolitik
benzeri etki gostermistir (Sekil 17). Saf FA ve KLN-FA arasindaki degerlendirmede
sadece (100 mg/kg) dozda anksiyolitik benzeri etki vardir (Sekil 26). Bu testle lokomotor

aktivite, anksiyete ve kesif davranigi degerlendirilebilmektedir. Agik alan testinde
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kemirgenlerin ait olduklari gruplarindan ve alisik olduklar1 ortamdan alinip yeni bir alana
birakilmalar1 anksiyeteye ve korkuya yol actigr bildirilmektedir. Deneye kemirgenlerin
merkeze birakilmasi ile anksiyetesi olan hayvanlarin merkez bdlgede gegirdikleri siirede
ve merkezde gecilen kare sayisinda azalma olacagi bildirilmistir. Bu nedenle bu test ¢oklu
anksiyete mekanizmasini icermektedir ve bu da bu testin degerlendirilmesinde diger
testlere gore farkliliklar olmasina ve zorlasmasina neden olmaktadir (Carter ve

Shieh,2015; Caliskan vd., 2017).

Hayvanlarda duygusallik, kaygi ve/veya strese verilen tepkileri degerlendirmek
icin kullanilan delikli tahta testi, farelerin duygusal durumundaki degisiklikler, kesif
etkinligindeki degisiklikler, toplam lokomotor etkinlik, kafa daldirma sayilari-siireleri ve
ilk kafa daldirma siiresi vb. parametreler agisindan degerlendirilir (Takeda vd., 1998).
Akut ve subkronik olarak delikli tahta testinde kafa daldirma sayisina bakildiginda tiim
dozlarda hem saf FA hem KLN-FA’de kontrole gore anksiyolitik benzeri etki anlamli
olarak artirmistir. KLN-FA(25 mg/kg) ve (100 mg/kg) dozlarda FA’in anksiyolitik
benzeri etkisinde anlamli bir artiga neden olmustur. Subkronik uygulamada ise tim KLN
formiilasyonu tiim dozlarda anksiyolitik benzeri etki artisin1 saglamistir (Sekil 18,28).
Kesfedilen delik sayis1 degerlendirildiginde yine tiim dozlar kontrole gore anksiyolitik
benzeri etkili bulunmustur. Saf FA ve KLN-FA arasinda anksiyolitik etkiye bakildiginda
anlaml1 bir fark goriilmemekle birlikte KLN formiilasyonunun anksiyoliti benzeri etkiyi
kismen artirdigr belirlenmistir (Sekil 19,27). Anksiyete deneylerinde kafa daldirma
sayisinin ve siiresinin artmasi anksiyolitik benzeri etkiyi, tersine azaltmasi ise

anksiyojenik benzeri etkiyi ortaya ¢ikarir (Takeda vd.,1998).

Akut olarak yiikseltilmis arti labirent testinde merkezde gegirilen siire
degerlendirilmistir. Tim dozlar kontrole gore anksiyolitik benzeri anlamli bulunmustur.
Saf FA ve KLN-FA arasinda anksiyolitik benzeri etkiye bakildiginda KLN-FA (25
mg/kg) dozunda anlamli oldugu gériilmiistiir. Ancak (50 mg/kg) ve kombinasyonlu
dozlarda goreceli olarak anksiyolitik benzeri etkide artis vardir. Diazepama gore
anksiyolitik olarak incelendiginde ise KLN-FA (100 mg/kg) hari¢ diger KLN-FA
dozlarinda ve diazepam(0.5 mg/kg)+KLN-FA(25 mg/kg) kombinasyon dozunda anlaml
olarak bir artis s6z konusudur (Sekil 20). Subkronik olarak incelendiginde kontrole gore
tim dozlarda anlamli anksiyolitik benzeri etkili bulunmustur. Saf FA ile KLN-FA
anksiyolitik benzeri etki bakimindan karsilastirildiginda KLN-FA(25 mg/kg) ve FA(50
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mg/kg) dozlarinda anlamli olarak anksiyolitik benzeri etkili bulunmustur. Diazepama
gore anksiyolitik benzeri etki karsilagtirildiginda KLN-FA(25 mg/kg) ve FA(50 mg/kg)
dozlarinda anlamli bulunmustur. Diger tiim dozlarda anksiyolitik benzeri etkide goreceli
bir artis s6z konusudur (Sekil 29). Anksiyolitik benzeri etki gosteren ilaglar merkezde
gecgen siireyi ve merkez girme sayisini arttirirken, anksiyojenik benzeri etki gosteren
ilaglar tam tersi etki yapacagi diisiiniilmiistiir (Ayka¢ vd., 2015). EPM testinde baska
parametrelere bakilmistir ancak tutarli sonuglar elde edilememistir. Ozellikle serotonin
modiile edici bilesiklerin ylikseltilmis art1 labirent testinde tutarsiz sonuglara neden

oldugu bildirilmistir ( Belzung ve Griebel, 2001; Pinar Cetiner, 2017).

Siganlarin yeni bir ortama birakilinca ortami koklamasi, yatay ve dikey
hareketliligi hayvanin kesif isteginden kaynaklanan spontan lokomotor davranislari
olarak bildirilmektedir (Calisir, 2019). Lokomotor aktivite testi 6l¢iimlerinde kullanilan
aktivite kafesi testi farelerin yatay ve dikey hareketlerinin 6l¢iildiigii ve farelerin sedasyon
ve psikostimiilan aktivitelerinin degerlendirildigi bir test olarak belirtilmistir. Lokomotor
aktivitedeki azalmanin sedasyona veya ilaca bagli motor koordinasyonun bozulmasina
neden oldugu bildirilmektedir (Williams ve Porsolt, 2007). Yatay hareketler lokomotor
aktivitenin, dikey hareketler kesif davramisinin bir Olgiisii olarak kullanilmaktadir
(Palenicek vd., 2005; Uvnéas-Moberg vd., 1996). Akut uygulamada yatay hareketlerin
sayisina incelendiginde diazepam(1 mg/kg), FA(50 mg/kg), KLN-FA(50 mg/kg) ve
FA(100 mg/kg) dozlarinda kontrole gére anlamli bir artis gézlenmistir (Sekil 21). Yatay
hareketlerin sayisinin artmis olmasi bize lokomotor aktivitenin arttigini ve ferulik asitin
sedatif etkisinin olmadigin1 géstermektedir. Kombinasyonlu dozlar hari¢ diger dozlarda
kontrole gore ve diazepama gore goreceli bir artis vardir. Kombinasyonlu dozlarda
azalma goriilmektedir. Akut uygulamada dikey hareketlerin sayisi incelendiginde
kombinasyonlu dozlarda anlamli derecede azalma gozlenmistir (Sekil 22). Subkronik
uygulamada yatay hareketlerin sayisi incelendiginde lokomotor aktitede higbir dozda
anlamli hicbir fark gézlenmemistir (Sekil 30). Dikey hareketlerin sayisi incelendiginde

kesif davranisinda yine hicbir dozda anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 31).

Uygulandiginda benzer etkiler olusturan ilaglarin  kombinasyon halinde
uygulandiginda sinerjistik etki ile tedavi de artis gozlenebilecegi diistiniilmektedir.
Sinerjistik etkilesimde dozlarin daha diisiik kullanilabilecegi ve bu durumunda yan

etkilerinin 6nemli Olglide azaltilabilecegi belirtilmektedir (Tallarida, 2011). Yapilan
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calisma sonucunda delikli tahta testi haricinde uygulanan tim anksiyete deney
modellerinde [Diazepam(0.5 mg/kg)+FA(25 mg/kg)] ve [Diazepam(0.5 mg/kg)+KLN-
FA(25 mg/kg)] kombinasyonlu dozlar kontrole ve diazepama gore anlamli anksiyolitik
benzeri etki gostermistir. Spontan lokomotor aktivite testinde ise akut dikey hareket sayisi
anlamli olarak azaltmistir ve kesif davranisinda azalma goézlenmistir. Son yapilan
calismada DZP ve FA’in GABAA reseptorii az Ve az alt birimlerine baglanarak ayni yolak
tizerinden etkisinin oldugu gosterilmistir(Bhuia vd., 2023). Spontan lokomotor aktivite
testinde akut uygulama sonucunda maddelerin kombinasyon seklinde uygulanan
dozlarinda dikey ve yatay hereketlerin sayisinda azalma gozlenmesi, etkisinin ayni yolak

tizerinden olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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6. ONERILER

Anksiyete tedavisinde su an da kullanilan ilaglarin ¢ogu ciddi birgok yan etkiye
sahip oldugu bildirilmektedir. Bu yiizden arastirmacilarin; daha az toksik ve anksiyolitik
etkisi daha yiiksek ekonomik olan yeni bilesikler bulmaya yoneldigi belirtilmektedir.
Bitkisel ilaglarin sentetik ilaglara gbére yan etkilerinin daha diisiik olmasi ve
biyoyararlaniminin daha iyi olmasi sebebiyle hastalar ve hekimler arasinda da kullanimi
yayginlastigi gozlenmektedir. Ancak bitkisel ilaglarin, klinik uygulamasimin ve
¢Oziiniirliigliniin yetersiz olmasi dolayisiyla kullaniminin sinirli oldugu yoniinde goriisler
mevcuttur. Suda ¢o6zinirligi zayif olan ilaglarin  gastrointestinal —sistemde
¢ozinlrligiiniin zayif olacagi ve bu nedenle biyoyararlanimlarmin diisiik olacagi

distiniilmektedir.

Bitkisel ilaclarin kati lipit nanopartikiil tasiyict sistem formunda kullanilmasi ile
¢Oziiniirliglini arttirdig1 ve pargacik boyutunu azaltip Spesifik ylizey alanimi artirarak
biyoyararlanimi1 arttirdign goriilmektedir. Ayrica gastrointestinal sistemde bulunan
enzimatik olaylar ve gastrointestinal epitel yapisi birgok ilacin oral yolla verilmesini
engelledigini yoniinde goriisler mevcuttur. Yapilan bircok deneysel ¢alismada kati lipit
nanopartikiillerin toksisiteyi azalttigi da goriilmiistiir. Suda yetersiz ¢oziinen etkin
maddelerin parenteral uygulanabilmesi i¢in mikron boyutun altindaki tasiyici sistemler

lizerine yogunlagilmistir.

Bu ¢alisma da suda ¢oziiniirliigii ve biyoyararlanimi diisiik olan ferulik asit kati
lipit nanopartikiil haline getirilmistir. Bulgular FA ve KLN-FA akut ve subkronik
uygulamasi anksiyolitik benzeri etki gostermistir. Ayrica KLN-FA diazepam(1 mg/kg)’a
gore akut ve subkronik uygulama da daha fazla anksiyolitik benzeri etki gostermistir.
Ayrica KLN-FA’in FA’e gore kiyasla anksiyete tedavisinde subkronik uygulanmasinin
daha yiiksek anksiyolitik benzeri etki gosterdigi ve subkronik uygulama sonucunda
tolerans  gelismedigi  gozlenmistir. Bu  bulgular incelendiginde, ~KLN-FA
formiilasyonunun saf FA ve diazepam(l mg/kg) ile karsilastirildiginda anksiyolitik
benzeri etki yoniinden daha etkili oldugunu ve akut ve subkronik olarak i.p. yoldan

uygulanabilecegi yoniinde sonuglar sunmustur.

KLN-FA formunun; ekonomik olmasi, mikron boyutuna indirgenerek i.p. yoldan
verilerek suda ¢oziiniirliigiiniin arttirmasi, belirli dokulara hedefleme yapilmasi ve etkin

maddenin salintminin kontrollii olmas1 hem tilke ekonomisinde hem de klinik kullanimda
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saglayabilecegi faydalar diistintildiiglinde, ferulik asitin giivenilir bir anksiyolitik benzeri
etkili bir ajan olarak giivenliginin ve etkinliginin belirlenebilmesi i¢in insan deneklerin

kullanildig1 daha fazla arastirma ve klinik ¢aligmaya ihtiya¢ oldugu kanisindayiz.

Bu tez caligmasi anksiyete benzeri davranislarin tedavisinde saf FA ve KLN-
FA’in akut ve subkronik uygulanmasinda anksiyolitik benzeri etki gostererek yeni tedavi
yaklagimlarina katki saglayacak klinik c¢aligma Oncesi giivenli ve etkili sonuglar

sundugunu diisiinmekteyiz.
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