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OZET

PROTOKATESIK ASITIN NOROPATIK AGRI UZERINE ETKIiSI VE OLASI
MEKANIZMASI

Melda OZGURBUZ
Farmakoloji Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019
Danisman: Dog. Dr. Nurcan BEKTAS TURKMEN

Protokatesik asit, norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesi tizerine etkili olmasiyla 6ne
cikan ve daha once noropatik agr iizerine olan etkisi bildirilmemis fenolik bir antioksidandir.
Bu tez ¢aligmasinda protokatesik asitin noropatik agr tizerine olasi etkisinin belirlenmesi ve bu
etkinligin Katp kanallar1 ve A: adenozin reseptdrii stimiilasyonuyla iliskisinin aydinlatilarak
degerlendirilmesi amaglandi. Sicanlarda, kronik konstriiksiyon sinir hasari ile indiiklenen
noropatik agri modeli olusturularak, 75, 150 ve 300 mg/kg protokatesik asitin anti-allodinik
etkisi Elektronik von Frey cihaz ile ve antihiperaljezik etkisi plantar test ile degerlendirilerek,
etki 50 ve 100 mg/kg karbamazepin etkisi ile karsilastirildi. 150 mg/kg protokatesik asit ve 50
mg/kg karbamazepin kombinasyonunun saglayabilecegi avantaj arastirildi. Protokatesik asitin
neden oldugu anti-allodinik ve antihiperaljezik aktiviteye, A: adenozin reseptori
stimiilasyonunun ve Kartp kanal aciliminin katkisi sirasiyla A; adenozin reseptorii antagonisti
DPCPX (3 ng) ve Kare kanal antagonisti glibenklamid (60,7 nmol) kullanilarak arastirildi. 75,
150 ve 300 mg/kg protokatesik asit uygulanmasi, ndropati gelisimi ile birlikte diisen mekanik ve
termal esikleri yiikselterek lokomotor aktiviteyi degistirmeksizin sirasiyla anti-allodinik ve
antihiperaljezik etkinlik gosterdi. Protokatesik asitin, karbamazepin ile kombinasyonundan elde
edilen etki tiim ilag uygulamalarindan elde edilen etkilerden yiiksek bulundu. Protokatesik asitin
anti-allodinik ve antihiperaljezik etkinligine A; adenozin reseptorii stimiilasyonuna eslik eden
Katp kanal aktivasyonunun belirgin katki sagladigi belirlendi. Etki mekanizmasinin her ne kadar
daha detayli aydinlatilmasi gerekse de etki profilini dngérebilme agisindan preklinik veriler elde
edildi. Bu verilerden hareketle protokatesik asitin noropatik agri yonetiminde tek basina veya
yardimci ilag olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. Tez caligmasindan elde

edilen sonuglar yeni tedavi yaklasimlarina katkida bulunacak veriler sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Protokatesik asit, Mekanik allodini, Termal hiperaljezi, Karp kanallari, Ay

Adenozin reseptori



ABSTRACT

THE EFFECT OF PROTOCATECHUIC ACID ON NEUROPATHIC PAIN AND
POSSIBLE MECHANISM

Melda OZGURBUZ
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nurcan BEKTAS TURKMEN

Protocatechuic acid is a phenolic antioxidant whose effect on neuropathic pain has
not been reported before, which is prominent by its effect on the progression of
neurodegenerative diseases. The aim of this study was to determine the possible effect
of protocatechuic acid on neuropathic pain and to evaluate its effectiveness by
clarifying its relationship with Katp channels and A1 adenosine receptor stimulation. A
model of neuropathic pain induced by chronic construction nerve injury in rats was
established and the anti-allodynic effect of 75, 150 and 300 mg/kg protocatechuic acid
was evaluated with electronic von Frey device, the antihyperalgesic effect was
evaluated with plantar test and the effect was compared with 50 and 100 mg/kg
carbamazepine effect. The advantage of a combination of 150 mg/kg protocatechuic
acid and 50 mg/kg carbamazepine was investigated. The contribution of A1 adenosine
receptor stimulation and Katp channel opening to anti-allodynic and antihyperalgesic
activity caused by protocatechuic acid was investigated using A1 adenosine receptor
antagonist DPCPX (3 ng) and Kartp channel antagonist glibenclamide (60,7 nmol),
respectively. Application of 75, 150 and 300 mg/kg of protocatechuic acid showed anti-
allodynic and antihyperalgesic activity, respectively, by increasing the mechanical and
thermal thresholds associated with neuropathy development without changing
locomotor activity. The effect obtained from the combination of protocatechuic acid
with carbamazepine was found to be more powerful than those obtained from all drug
applications. The anti-allodynic and antihyperalgesic efficacy of protocatechuic acid
was found to be a marked contribution with Katp channel activation accompanying A1
adenosine receptor stimulation. Although the mechanism of action should be elucidated
in more detail, preclinical data were obtained to predict the profile of effect. Based on
these data, protocatechuic acid is thought to have the potential to be used alone or as an
adjuvant in the management of neuropathic pain. The results obtained from the thesis
study provide data that will contribute to the new treatment approaches.

Keywords: Protocatechuic acid, Mechanical allodynia, Thermal hyperalgesia, Katp
channels, A1 Adenosine receptor
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya popiilasyonunun yaklasik %3 ile %4,52’lik kesimini etkileyen biiyiik bir
sosyal ve ekonomik sorun olan ndropatik agri; hiperaljezi ve allodini ile karakterize ve
genellikle periferal ya da santral sinirlerdeki travma, inflamasyon veya diger hastaliklar
nedeniyle olusan zedelenmelerle meydana gelen bir agri tipidir (Tampin, 2013; Wu vd.,
2014). Agr1 modiilasyonu, periferden santrale ¢esitli mekanizmalarin bir arada ¢aligmasi
ile kontrol edilen karmasik bir siirectir. Bu siire¢, agr1 tedavisinde farkli etki
mekanizmalarmi etkileyen ila¢ kullanimina neden olurken aynmi zamanda tedavinin
karmasikligina yol agmaktadir. Noropatik agr1 i¢in mevcut farmakolojik yaklagimlar,
hastalarin yaklasik %50'sinin ndropatik agr1 semptomlarinda, %30-50 oraninda azalma
saglamaktadir (Zou vd., 2018). Diinya Saglik Orgiitii, ndropatik agrinin birinci basamak
tedavisini antidepresanlar ve antikonviilzanlara vermektedir ancak yan etki ve
tolerabilite gibi sorunlar nedeniyle yeni ila¢ arastirma ve gelistirmeleri devam
etmektedir (Serpell, 2008). Ayrica, iki veya daha fazla ajanin sinerjistik
kombinasyonlari, ilaglarin tek basma gosterdikleri toksisite ve yan etkilerinden
sakinmaya ve ayrica ¢ok hedefli mekanizma ile daha etkin tedaviye olanak tanimaktadir
(Lehar vd., 2009). Dolayisiyla mevcut analjeziklerle kombine edilebilecek ilag arayist

da devam eden diger bir arastirma alanidir.

Protokatesik asit; antidiyabetik, anti-inflamatuvar, antiseptik, antineoplastik, anti-
apoptotik, anti-tilser, antispazmodik, antihiperlipidemik, antibakteriyel, anti-astmatik ve
noroprotektif aktivite dahil olmak iizere cesitli farmakolojik aktivitelere sahip fenolik
bir maddedir (Luo vd., 2015). Son zamanlarda yapilan sinirli sayidaki ¢aligmalarda
protokatesik asitin akut agrida etkili oldugu agik¢a ortaya konulmaktadir (Bektas ve
Arslan, 2017; Arslan vd., 2018). Akut agrida dikkate deger antinosiseptif etkisi olan
protokatesik asitin daha gii¢c ve karmasik olan noropatik agrinin giderilmesinde de yarar
saglayabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica, bahsedilen sinirh sayidaki ¢alismalarda gesitli
mekanizmalarin analjezik etkisine katilim gosterilmesine ragmen, agr1 modiilasyonunun
karmasiklig1 distiniildiiginde farkli mekanizmalarin da protokatesik asit tarafindan

harekete gecirilmesi olas1 durmaktadir.



Kompleks olan agr1 modiilasyonunda Katp tipi gibi K* kanallari, agrinin temel bir
Ozelligi olan noronal uyarilabilirli§in diizenlenmesinde Onemli bir rol oynamasi
nedeniyle dikkat ¢eken bir hedeftir (Lawson, 2006). Katp akiminin azalmasi, periferik
agr1 yolaklarinda asir1 uyarilabilirligin nedeni olarak gosterilmekte ve membran
uyarilabilirliginin artmasi, norotransmiterlerin serbest birakilmasimin giliclenmesi ve
hiicre Olimiine karsi duyarliligin artmasiyla noropatik agriya neden olmaktadir
(Gribkoft, 2008; Zoga vd., 2010; Zhu vd., 2015). Noropatik agr1 tedavisinde kullanilan
karbamazepin isimli anti-epileptik ilacin harekete gegirdigi ve etkili agri1 kontrolii
sagladigi bilinen diger bir hedef mekanizma ise adenozinerjik reseptorlerdir
(Waszkielewicz vd., 2011). Noropatik agri gelistirilmis hayvanlarda santral ve periferal
AR stimiilasyonunun, noéropati ile gelisen hiperaljezi ve allodiniyi iyilestirdigi
gosterilmistir (Nascimento vd., 2012; Katz, vd., 2015). Ayrica spinal, supraspinal ve
periferik bolgelerde agr1 iletimini diizenleyerek inflamatuvar etkinlik gosterdigi de

bilinmektedir (Sawynok ve Liu, 2003).

Bu bilgilerden hareketle bu tez ¢alismasinda protokatesik asitin noropatik agri
tizerine olast etkisinin belirlenmesi ve bu etkinligin Karp kanallar1 ve AiR
stimiilasyonuyla iligkisinin aydinlatilarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla;
sicanlarda kronik konstriiksiyon sinir hasar1 (KKH) ile indiiklenen ndropatik agri
modelinde oral olarak uygulanan 75, 150 ve 300 mg/kg protokatesik asitin olas1 anti-
allodinik etkisi elektronik von Frey cihazi ile ve antihiperaljezik etkisi plantar test
(Hargreave’s Methodu) ile degerlendirilerek, referans ila¢ olarak kullanilan 50 ve 100
mg/kg karbamazepin ile karsilagtirilmasi planlanmistir. Protokatesik asitin indiikledigi
anti-allodinik ve antihiperaljezik aktiviteye AiR stimiilasyonunun ve Katp kanal
acilminin katkisi sirasiyla A1R antagonisti DPCPX (3 pg) ve Kate kanal antagonisti
glibenklamid (60,7 nmol) kullanilarak arastirilmistir. Ayrica, olusturulan bir
kombinasyon grubuyla, karbamazepin ve protokatesik asit kombinasyonunun

saglayabilecegi avantajin degerlendirilmesi de amaglar arasinda yer almaktadir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Noropatik Agr

Agr1, 1994 yilinda Uluslararas1 Agr1 Arastirmalart Toplulugu-1ASP (International
Association for the Study of Pain) tarafindan “var olan veya potansiyel doku hasari ile
iligkili veya bu hasar ile tarif edilen, hosa gitmeyen duyusal ve emosyonel bir deneyim”
olarak tanimlanmaktadir (Merskey ve Bogduk, 1994). Noropatik agri ise, 1994 yilinda
IASP tarafindan “sinir sistemindeki primer bir lezyon ya da disfonksiyon sonucu ortaya
cikan agr1” olarak tanimlanmistir (Merskey ve Bogduk, 1994). IASP’in 1994 yilinda
yaptig1 tanim, noropatik ve diger agri tiirlerini ayirt etmek icin yararl olmustur, ancak
spesifik tanimlamadaki belirsizlikler ve anatomik hassasiyetten yoksundur (Bouhassira,
2019). Dolayisiyla, 2008 yilinda IASP, noropatik agrinin ‘somatoduyusal sistemi
etkileyen bir lezyon ya da hastaligin direkt sonucu olarak ortaya ¢ikan agri’ seklinde
tanimlanmasint uygun gormiistiir (Merskey ve Bogduk, 1994; Bennett, 2010).
Noropatik agrinin patofizyolojisi, spontan agr1 ve asir1 agr1 duyarliligi ya da uyarilmis
agr1 olarak bilinmektedir (Zou vd., 2018). Noropatik agri; allodini; agr1 esigi distigi
icin normalde agrisiz olan uyar1 kaynakli agri, hiperaljezi; zararli bir uyaran nedeniyle
abartili siddette agr1 olusmasi, hiperpati; hem yanitin siirekli olugsmasi hem de amplitiid
bakimindan abartili agri, hiperestezi; stimiilasyona duyarliligin artmasi, disestesi,
uyarinin, agridan ¢ok rahatsiz edici olmasi gibi kavramlarla karakterizedir (Bridges vd.,
2001; Steeds, 2009; Patel, 2010; Bouhassira, 2019). Periferal sinir lezyonlar1 (travmatik,
iskemik, inflamatuvar), periferal jeneralize polindropatiler (toksik, metabolik, kalitsal
veya inflamatuvar), santral sinir sistemi lezyonlar1 ve kompleks noropatik rahatsizliklar
noropatik agriya neden olmaktadir (Baron, 2006). Noropatik agri yukarida bahsedilen
nedenler araciligiyla direkt olarak meydana gelebilecegi gibi alkolizm, diyabet veya
enfeksiyon kaynakli sekonder olarak da meydana gelebilmektedir. Ayrica sinir
sisteminin kimyasal hasar1 da néropatik agriya neden olabilir ve kemoterapi, radyasyon
terapisi veya cerrahi gibi kanser tedavilerinin bir sonucu olarak meydana
gelebilmektedir (Serpell, 2008). Noropatik agri, tehlikeli uyaranlar olmadan, aniden ve
kendiliginden agriya neden olmaktadir (Tao vd., 2019). Disfonksiyon veya hasarli hale
gelen sinir lifleri, sinir sistemindeki agr1 merkezlerine yanlis sinyaller génderebilir hatta
baz1 sinirler herhangi bir doku hasar1 olmamasi ragmen beyne agri sinyalleri

gondermeye devam edebilir (Serpell, 2008).



2.1.1. Noropatik agrinin epidemiyolojisi

Bir toplulukta, agr1 prevalansi ve sikayetlerinin 6zelliklerini tam olarak belirlemek
ve karsilastirmak zordur (Helme ve Gibson, 2001). Bir hastada goriilen agriyi
tanimlamada, hastanin Oykiisii, norolojik bir lezyon veya hastaligin varligini one
stirliyorsa veya agr1 bununla iligkili ise, agrinin ‘néropatik agr1’ oldugu belirtilmektedir
(Colloca vd., 2017). Duyusal noéropati, termal, mekanik ve kimyasal uyaranlara cevap
olarak elektrofizyolojik parametreler ve allodini ve hiperaljezi gibi davranis testleri

disinda klinik belirtilere sahip degildir (Hoke, 2012).

Genel popiilasyonda noropatik agrinin prevalansini veya bunun toplumsal
diizeyde etkisini ele alan az sayida ¢aligma bulunmaktadir (Smith ve Torrance, 2012).
Bu alandaki epidemiyolojik arastirmalarin yetersizligi, basit tani kriterlerinin
bulunmamasi, uygulanabilir ve kabul edilebilir gecerli vaka tanimlarinin olmamasi,
heterojen caligmalarin yapilmasi ve agrinin primer basvuru sikayeti olmadigi vakalarin
dahil edilmesi gibi olumsuz nedenlere baglidir (Hecke vd., 2014; Colloca vd., 2017).
Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalarin sonucu, genel popiilasyonda noropatik agri
prevalansiin %5-8 araliginda oldugunu gostermektedir (Bouhassira ve Attal, 2013).
Bunun disinda baska bir ¢aligmada, uzun siireli diyabeti olan hastalarda ndropatik agri
prevalansinin %11-24 araliginda oldugu ve zonasi olan hastalarin %15-22’sinde
postherpetik nevralji gelistigini belirtilmektedir (Smith ve Torrance, 2012). Tiirkiye’de
Erbas ve ark.’nmin, 2011 yilinda yaptig1 ¢ok merkezli bir ¢alismada, diyabetik hasta
poplilasyonunda meydana gelen néropatik agr1 prevalanst %14 olarak bildirilmektedir
(Erbas vd., 2011). Kanserli hastalarda ise noropatik agri prevalansmin %19-39,1
arasinda degistigi tahmin edilmektedir (Bennett vd., 2012).

Ileriye doniik yapilan bazi ¢alismalar, noropatik agrimn, yaygmhginmn, sikligmmn
ve etkisinin sadece postherpetik nevralji (prevalans: %8-10) ve agrili diyabetik
polindropati (prevalans: %14-26) kaynakli degil, ayn1 zamanda cerrahi islem
(prevalans: %10-50), multiple skleroz (prevalans: %?20-30), omurilik yaralanmasi
(prevalans: %30-40), felg (prevalans: %5-11) ve kanser (prevalans: %17-19) gibi
durumlarla da indiiklendigini gostermektedir (Bouhassira, 2019).

Epidemiyolojik calismanin yararlarindan biri, calisilan durumun O6nlenmesini

saglayan risk faktorlerinin belirlenmesidir. Popiilasyon ¢aligmalarinda ndropatik agr ile



iligkili risk faktorleri ileri yas, kadin cinsiyeti, diisiik sosyoekonomik durum, kirsal
kesimlerde yasam olarak belirtilmektedir (Smith ve Torrance, 2012). Kronik néropatik
agrinin, kadinlarda, 50 yasindan biiylik hastalarda, bas, sirt ve alt ekstremitelerde daha
sik goriildigi belirtilmektedir (Colloca vd., 2017).

2.2. Noropatik Agr1 Patofizyolojisi

Noropatik agr1 periferik ve santral sinir sistemini etkileyen cesitli fizyopatolojik
mekanizmalar igermektedir. Periferal mekanizmalar primer afferent noéronlarda
degisikliklere, santral mekanizmalar ise dorsal boynuz noronlarinda plastisiteye,
omurilik diizeyinde reorganizasyona, segmenter ve supraspinal agri inhibisyonunda
disfonksiyona bagli olarak gelismektedir (Berker, 2005). Bu mekanizmalar sadece
hastaligin nedenine bagli olarak degisiklik gostermez, bir mekanizma farkl hastaliklarin
ortaya ¢ikmasinda da etkili olabilir (Baron vd., 2010). Sekil 1’de ndropatik agrinin

patofizyolojik mekanizmalar1 6zetlenmistir.

Etkili bir analjezik tedavi saglayabilmek i¢in mekanizma bazli calisilmasi
gerekmektedir (Baron vd., 2010). Tablo 1’de noropatik agri mekanizmalari,

semptomlar1 ve terapdtik girisimler i¢in olasi hedefler 6zetlenmistir.



Tablo 1. Noropatik Agri Mekanizmalar, Semptomlart ve Terapétik Girisimler Icin Olasi Hedefler

(Baron, 2006, s. 98.)

SEMPTOM

MEKANIZMA

HEDEFLER

Spontan agr1 (Zonklama)

Ektopik impuls iiretimi

Na* kanallar1

Spontan agr1

Periferal nosiseptor sensitizasyonu Sitokinler
Sinirlerde inflamasyon
Santral dorsal boynuz hipereksitabilitesi Presinaptik:

Spinal seviyede santral sensitizasyon
Devamli C liflerine artmig sinaptik iletim
C-lif girdisi amplifikasyonu
AP girdisinin kapilanmasi

AJd girdisinin kapilanmasi

u reseptorler
Ca** kanallar
Post-sinaptik:

NMDA reseptorleri
NK-1 reseptorleri
Na* kanallar

Intraseliiler kaskadlar

GABAerjik

GABAg reseptorleri

u reseptorleri

Supraspinal inici modiilasyonda degisiklikler

[nhibitor kontrol

ay reseptorler ve

5-HT reseptorler

Sicak allodini

Sicaklik aktivasyon esiginin azalmasi

TRPV1 reseptorii

Soguk allodini

Soguk aktivasyon esiginin azalmasi

TRPMS& reseptorii

Statik mekanik allodini

Mekanik uyaran ile aktivasyon esiginin azalmasi

ASIC reseptorleri

SMP

NA

a-adrenoseptorleri

Dinamik mekanik
allodini
ve
noktasal mekanik

hiperlajezi

Santral dorsal boynuz hipereksitabilitesi
Spinal seviyede santral sensitizasyon
Devamli C liflerine artmig sinaptik iletim
C-lif girdisi amplifikasyonu
AP girdisinin kapilanmasi

AJ girdisinin kapilanmasi

Presinaptik:

u reseptorler
Ca** kanallar
Post-sinaptik:

NMDA reseptorleri
NK-1 reseptorleri

Na* kanallar

Intraspinal inhibitér internéron azalmasi

GABAerjik, Opioiderjik

GABAg reseptorler

p-reseptorler

Supraspinal inici modiilasyonda degisiklikler

Inhibitor kontrol

ay reseptorler ve

5-HT reseptorler

5-HT: Serotonin, ASIC: Aside duyarli iyon kanali, GABA: Gama-aminobiitirik asit, NA: Noradrenalin,
NK-1: Norokinin 1, NMDA: N-metil-D-aspartat, SMP: Sempatik aracili agri, TRPV1: Transient reseptor
potansiyel kanallar1 vanilloid reseptor 1, TRPMS: Transient reseptdr potansiyel kanallari melastatin

kanal ailesi 8.



2.2.1. Noropatik agrinin periferal mekanizmalari

Periferik noropatik agr1 bir lezyon varliginda, primer duyusal ndronlarin bazi
bilesenlerinde hasar veya bozulma ile karakterizedir. Lezyon periferik bir sinirde, dorsal
kok gangliyonunda veya dorsal kokte meydana gelebilir ve travma, kompresyon, tiimor,
iskemi, inflamasyon, sitotoksik ajanlar ve dejeneratif bozukluklardan kaynaklanabilir
(Woolf, 2004). Inflamatuvar mediyatdrler, nosiseptdr terminalinde hiicre ici sinyal
iletim yollarin1 aktive ederek transdiiser kanallarinin ve voltaj kapili iyon kanallarimin
uyarilmasinda artisa neden olmaktadir. Periferal sinir lezyonlar1 bulunan bazi hastalarda
inflamasyon olmasa da membran uyarilabilirliginin artmasi nedeniyle nosiseptor
duyarlilik gelismektedir ve esik degerindeki azalma termal ve mekanik agriy1 meydana
getirmektedir (Costigan vd., 2009). Periferal sensitizasyona aracilik eden bu

mekanizmalar su sekildedir;
2.2.1.1. Primer afferent nosiseptorlerin sensitizasyonu

Normal fizyolojik kosullar altinda, mekanik, termal ve kimyasal zararli uyarilar,
A-delta (Ad) ve C lifleriyle iligkili yiiksek esikli nosiseptorleri aktive etmektedir
(Bourne vd., 2014). Periferde, sinir hasarinin meydana gelmesi ile aksiyon
potansiyelinin antidromik iletimi, sinir uglarin1 duyarli hale getiren inflamatuvar
mediyatorler saliverilmesine neden olmaktadir. Bu silire¢ sensitizasyon olarak
tanimlanan ve primer afferent nosiseptorleri uyarmak i¢in gerekli olan esik degerinin
distiigi ve spontan desarjlarin artigi bir durumdur. Sonug¢ olarak periferal
sensitizasyonun primer hiperaljeziden sorumlu oldugu disiiniilmektedir (Serpell, 2008;

Bourne vd., 2014).
2.2.1.2. Ektopik desarjlar

Periferal sinir hasarindan sonra asir1 duyarli hale gelen primer afferent néronlarda
patolojik spontan aksiyon potansiyelleri meydana gelmektedir (Woolf, 2004; Baron,
2006). Duyusal noronlarda meydana gelen bir hasar sonucunda siirekli uyarilabilirlige
neden olan desarjlar olugmaktadir. Ektopik desarjlar, dorsal kok gangliyonlarinda
omurilik seviyesinde, yiiksek esikli Ad ve C liflerinin yani sira diisiik esikli A-beta (AB)
liflerinde de goriilmektedir (Steeds, 2009). Bu desarjlar sirasinda duyusal néronlar hasar
gormemis sinir lifleriyle karismaya baglamakta ve bu durum periferik duyarliligin

artmasina neden olmaktadir (Galluzzi, 2005).
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2.2.1.3. Noropeptidlerin ekspresyonunda fenotipik degisme

Hasarli hiicrelerin A8 ve C lifleri, duyusal ve sempatik liflerin uyarilabilirligi
tizerinde dogrudan etkisi olan P maddesi, ndrokinin A ve kalsitonin gen iliskili peptid
dahil olmak {izere bir dizi kimyasal araciy1 serbest birakmaktadir (Lamont vd., 2000).
Ayni zamanda AP liflerinin aktivasyonu da norotransmiterlerin salinimina ve santral
hipereksitabiliteye yol agmaktadir. Bu siire¢ fenotipik degisim olarak bilinmektedir
(Serpell, 2008).

2.2.1.4. Coupling

Elektriksel veya adrenerjik reseptorler aracili kimyasal bir ileti ile sempatik ve
duyusal sinir sistemi arasinda meydana gelen baglanti olarak tanimlanmaktadir (Serpell,

2008).
2.2.2. Noropatik agrinin santral mekanizmalari

IASP, santral sensitizasyonu “santral sinir sistemindeki nosiseptif ndronlarin
normal veya diisiik esikli afferent girislerine karsi duyarliliginin artmasi” olarak
tanimlamaktadir. Ayrica inflamasyon ve sinir hasari sirasinda santral sinir sistemi
nosiseptif ndronlarinin spontan ve uyarilmis aktivitesinde anormal artiglar meydana
gelmektedir (Campbell ve Meyer, 2006; Meacham vd., 2017). Santral sensitizasyona

aracilik eden bu mekanizmalar su sekildedir;
2.2.2.1. Spinal reorganizasyon

Tekrarlanan asir1 stimiilasyona cevap olarak, omurilik dorsal boynuz hiicrelerinde
degisiklikler meydana gelebilmekte ve bu durum santral sensitizasyona veya santral
reorganizasyona neden olmaktadir. Hasar gérmiis sinirde degisiklikler veya ektopik
desarjlar bagladiginda, normal fizyolojik kosullar altinda lamina III ve IV’te sonlanan
AP liflerinin, lamina I ve II agr katmanlarina filizlenmesi sonucu diisiik esikli AB
mekanoreseptorlerinden gelen agrisiz girdiler nosiseptif olarak algilanmaktadir.
Molekiiler seviyede de eksitator aminoasitler glutamat ve aspartat ve P maddesi, spinal
dorsal boynuz iletim hiicrelerinde bulunan reseptorlere baglandiginda, santral duyarlilik

meydana gelmektedir (Harden, 2005).



2.2.2.2. Dorsal boynuzdaki inhibitor sinapslarin depresyonu (disinhibisyon)

Noronlar iizerindeki eksitatér ve inhibitdr etkilerin dengesi, santral sinir
sistemindeki iletimin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Woolf, 2004).
Dorsal boynuz néronlarinin duyarliligi inhibitor néronlara baghidir. Sinir hasar1 sonrasi
inhibe edici reseptorlerde ekspresyonun azaldigi goriiliir ve duyarlilik bu disinhibisyon
mekanizmasindan kaynaklanabilir (Campbell ve Meyer, 2006). Farmakolojik olarak ise,
GABA veya glisin aracili inhibisyonun bloke edilmesi, ¢ok belirgin dokunsal allodini
ile noropatik agrininkine benzer bir agr1 asir1 duyarliligi meydana getirmektedir (Woolf,
2004). Spinal dorsal boynuzda GABAerjik interndronlarda bilateral bir azalma ve hiicre
dis1t GABA ve sinaptozomal GABA'da meydana gelen azalma inhibitér postsinaptik
akimda ciddi bir diislise yol acarak mekanik ve termal hiperlajeziye neden olmaktadir

(Pitcher ve Henry, 2004; Campbell ve Meyer, 2006).
2.2.2.3. Ektopik aktivite

Ektopik aktivite, sinir uclarinda patolojik ve patolojik olmayan iyon kanallarinin
ve reseptdrlerinin ac¢ilmast veya eksitator aminoasit transmisyonunun artmasi ile

hiicrede hipereksitabilitenin meydana gelmesi olarak belirtilmektedir (Harden, 2005).
2.2.2.4. Genis dinamik alan noronlarinin aktivasyonu

Genis dinamik alan (GDA) noronlar omuriligin dorsal boynuzunda bulunan ve
hem ¢esitli nosiseptif uyaranlarla hem de zayif mekanik stimiilasyon ile aktive edilen
noronlardir (Le Bars, 2002). Genis dinamik alan ndronlari, tekrarlayan yogun
stimiilasyon ile aktive oldugunda agrisiz uyarana, agrili uyaran gibi cevap vermeye
baglamaktadir. Boylece noral hipersensitivitede artma meydana gelmektedir (Marchand,
2008). Bu noronlarin hem zararsiz hem de agrili uyaranlara cevap vermesi Ad lifleri, C

lifleri ve AP liflerinden girdi almig olmalarina baghdir (Le Bars, 2002).



2.2.2.5. Wind-up fenomeni

Sinir hasar1 sonrasi omuriligin dorsal boynuzunda degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu degisiklikler sonucu, C lifinin tekrarlayan agrili uyaranla aktivasyonu
santral sinir sisteminde elektriksel cevabin birikmesine ve dorsal boynuz cevabinda
uzamaya neden olmaktadir. Buna wind-up fenomeni denilmektedir (Steeds, 2009;
Helms ve Barone, 2019). Wind-up fenomeni sonucunda sinyal iletiminin artmasiyla
birlikte ndroplastisite meydana gelmektedir. Bu fenomen bir kez gelistiginde, her bir
uyarana karst bir genis dinamik alan néronunu indiiklemektedir (Feizerfan ve Sheh
2014).
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omurilik dorsal

boynuz

el Opioid res.
) NMDA res. B
2@ NA/SHT res.

) GABAres.

) a-adenoreseptor
2 TRPV1 res.

Ml AMPA/KA res.
Ml Kemokin res.
il Sitokin res.

@ Sodyum kanal
©® Kalsiyum kanal

C

Sekil 1. Noropatik agrimin patofizyolojik mekanizmalar: (Baron vd., 2010, s. 812)

(A) omurilik dorsal boynuzdaki primer afferent yolaklar ve baglantilari. C lifleri (kirmizi) daha ist
laminadaki (sar1 noron) spinotalamik ndronlara projeksiyon yapar. Nosiseptif olmayan AP daha derin
laminalara projekte olur. GDA ndronlart (mavi) ikinci sira ndronlardir. Mikroglia (gri) ile etkilegim,
sinaptik iletimi fasilite eder. GABAerjik norolar (yesil), normalde GDA néronlar iizerinde inhibitor
sinaptik girdi gosterir. Ayrica inici modiilatér sistemler (yesil inici terminal), GDA néronlarda sinaps
yapar. (B) primer afferent noronlarda parsiyel sinir lezyonu sonrasinda meydana gelen periferik
degisiklikler, periferik sensitizasyona yol agar. Hasarlanmis veya dejenere olmus bazi aksonlar (1. ve 3.)
halen periferal u¢ organla (deri, 2. ve 4.) baglantilidir. Na* kanallarinin ekspresyonu hasarli néronarda (3.)
lezyonun bir sonucu olarak artmistir. Ayrica NGF gibi Wallerian dejenerasyonuyla iligkili {irinler, zarar
gormemis lifler ilizerindeki kanallarin ve reseptorlerin (Na® kanallari, TRPV1, adrenoseptorler)
ekspresyonunu tetikler. (C) C nosiseptorlerindeki spontan aktivite, santral duyu siirecinde sekonder
degisikliklere neden olur ve mekanoreseptif A liflerinden (mavi noron sistemi; hafif dokunma uyarisi)
alinan girdinin agr1 olarak (allodini) algilanmasina neden olacak omurilik hipereksitabilitesine yol acar
(sar1 norondaki yildiz; ikinci sira nosiseptif ndronlarin santral sensitizasyonu). Cesitli presinaptik (opioid
reseptorler, Ca*? kanallar1) ve post-sinaptik molekiiler yapilar (glutamat, NA/SHT, GABA reseptorleri,
Na* kanallar1) santral sensitizasyona katilir. Inhibitor interndronlar ve inici modiilatér sistemler (yesil),
sinir lezyonu sonras1 islevsiz hale gelir ve omurilik dorsal boynuz néronlariin disinhibisyonuna yol agar
santral sensitizasyon meydana getirir. (D) Periferal sinir hasari, kemokinler araciligiyla omurilik glial
hiicrelerini (gri hiicreler) aktive eder. Aktive olmus mikroglia sitokinler ve biiylime faktorleri salivererek

ve glutamat konsantrasyonlarini artirarak GDA noéronlarin eksitabilitesini arttirir.
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2.3. Agrinin Algilanma ve Yonetim Siireci

Agrimin fizyolojisi, ndral sinyallerin transdiiksiyon, transmisyon, modiilasyon ve
alg1 stireglerini kapsayan nosisepsiyon terimi ile agiklanmaktadir. Nosisepsiyon, agrili
uyaranin sinir sistemi tarafindan algilanmasidir (Steeds, 2009). Transdiiksiyon siireci,
nosiseptorler araciligiyla agrinin elektrik impulslarina kodlanmasidir (Lamont vd.,
2000; Steeds, 2009). Transmisyon ise nosiseptif bilginin periferden santral sinir
sistemine iletilme siirecidir (Steeds, 2009; Patel, 2010,). Bu siire¢, agrili uyaranin
dokuda hasar olusturmasi ile prostaglandin, bradikinin, sitokin, histamin ve serotonin
gibi endojen inflamatuvar kimyasal yan iirlinlerin salimmmasi sonucu baslamaktadir
(Bourne vd., 2014). Bu inflamatuvar mediyatorler, nosiseptorlerin aktif hale gelmesine
ve hassaslasmasina neden olmaktadir (Steeds, 2009). Nosiseptor olarak bilinen
Ozellesmis periferal duyusal noronlar, inflamatuvar mediyatorler disinda sicaklik ve
basing ile belirli ndronal sinyal yolaklarinin aktivasyonuna neden olmaktadir (Dubin ve
Patapoutian, 2010). Sinyal yolaklarinin asir1 uyarilmas: ile bu uyartyr beyin
merkezlerine ileten uzun mesafeli elektrik sinyalleri olusmaktadir ve antinosiseptif veya
pronosiseptif yanitlar meydana gelmektedir. Bdylece nosiseptdr popiilasyonlarinin
aktivasyonu ve ilettikleri bilgilerin islenmesi, c¢ok c¢esitli agr1 yanitlarina neden

olmaktadir (Dubin ve Patapoutian, 2010; Argoff, 2011).

Duyusal bilgi, dorsal kok gangliyonunda bulunan {i¢ ana primer afferent ndron ile
omurilige gelmektedir. Bu noronlar ¢aplarina, miyelinlerine ve iletim hizlarima goére
siiflandirilmaktadir (Rathmell ve Fields, 2015). Titresim, hafif bir dokunma veya
hareketli uyar1 gibi agrisiz uyaranlara yanit veren, en genis ¢apli afferent lifler AP
lifleridir (Steeds, 2009); bunlar omurilige lateral olarak gider, baslica deriyi innverve
eden sinirlerde bulunur ve iletim hizlari saniyede 35 m ile 75 m arasindadir (Marchand,
2008; Bourne vd., 2014; Rathmell ve Fields, 2015). Iletimin hizli olmas1 sonucunda,
kisi agriy1 algilamadan once viicudun refleksleri daha hizli bir sekilde tepki vererek geri
cekilme hareketine neden olmaktadir (Helms ve Barone, 2019). AP liflerin
stimiilasyonu substantia gelatinosadaki nosiseptif girdileri inhibe eden inhibitor
interndronlar1 devreye sokarak da etkinlik gostermektedir (Marchand, 2008). Diger iki
primer afferent liften biri kii¢iik ¢apli miyelinsiz C lifleridir digeri de daha biiyiik capli
miyelinli Ad lifleridir (Bourne vd., 2014; Rathmell ve Fields, 2015). Bu lifler derideki

derin somatik ve viseral yapilardaki sinirlerde bulunmaktadir (Reddi vd., 2013). Pek
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cok Ad ve C liflerin afferentleri, yalnizca agrili uyaranlara cevap verdigi i¢in bu lifler
agr1 reseptorleri olarak da bilinmektedir (Rathmell ve Fields, 2015). Ad lifleri, hem
mekanik hem kimyasal uyariya yanit veren, sicaklik esigi yiiksek olan yiiksek esikli
mekanik nosiseptorler ve ¢ok daha diisiik sicaklik esigi olan ¢ok yiiksek esikli mekanik
nosiseptorler olarak iki ana gruba ayrilir ve keskin, lokalize ve igne gibi batic1 agrinin
algilanmasinda rol almaktadir (Basbaum vd., 2009). C lifleri ise genellikle termal,
mekanik ve kimyasal uyarilara cevap veren ¢ok bi¢cimli nosiseptorlerdir ve uzun siireli,

hafif ve yaygin agrinin algilanmasinda rol almaktadir (Patel, 2010).

Omurilikte meydana gelen modiilasyonlar, omuriligin uyarilabilirligini
artirmaktadir. Dorsal boynuz periferik ve santral sinir sistemleri arasindaki arayliiz
olarak gorev yapmaktadir ve bir¢ok fizyolojik modiilasyon burada ger¢eklesmektedir.
Dorsal boynuzda gergeklesen modiilasyon dort ana mekanizmadan olugmaktadir. Bu
mekanizmalar; endojen opioidler, segmental inhibisyon, kapi kontrol ve endojen
peptitler, serotonin, noradrenalin, GABA gibi bir¢ok ndrotransmitter sistemi iceren
supraspinal inici inhibisyon yolaklarindan olusmaktadir (Serpell, 2008; Helms ve
Barone, 2019). Primer afferent noron aksonlar1 diger primer somatoduyusal néronlar
gibi psddounipolar yapidadir ve omurilige santral projeksiyon yapan ve dokulari
innerve etmek i¢in de periferal projeksiyon yapan iki dali bulunmaktadir (Dubin ve
Patapoutian, 2010; Bourne vd., 2014). Primer afferent liflerin santral projeksiyon
yaptigt omurilik dorsal boynuz, laminalara ayrilmistir ve her bir nosiseptor farkli
laminalara projeksiyon yapmaktadir. Ornegin, A$ lifleri yiizeysel lamina I’e ve derinde
bulunan lamina V’e, C lifleri de II’ye projeksiyon yapmaktadir. Lamina II ve V agrinin
modiilasyonu ve lokalizasyonu i¢in 6nemli alanlardir. GDA ndoronlari, lamina V'te
baskindir ve nosiseptif bilginin yani sira diisiik esikli mekanoreseptorlerden zarari
olamayan girdi almaktadir (Lamont vd., 2000). Lamina III ve IV ise genellikle A lifleri
tarafindan iletilen zararsiz uyarilara cevap verici nitelik gostermektedir (Basbaum vd.,
2009; Bourne vd., 2014). Ayrica AP lifleri omuriligin dorsal boynuzuna orta seritten
girerek dorsal kolonlarda sinaps yapmadan ge¢mektedir (Steeds, 2009). Ad ve C lifleri
uyarildiklar1 zaman, omurilik dorsal boynuzdaki laminalara sekonder ndronlarla sinaps
yapmaktadir (Marchand, 2008). ikinci sira néronlar, spinotalamik ve spinoretikiiler
yolaklara ¢ikmadan omurilik dorsal boynuzda kontralateral tarafa ¢aprazlama yaparak

cikici yolaklar araciligiyla talamusu innerve eder ve talamus aldig1 bu sinyalleri farkina
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vardigimiz ve deneyimledigimiz kompleks hislere yorumlayan serebral kortekse
iletmektedir (Hains, 2007; Serpell, 2008; Guindon ve Hohnman, 2009; Bourne vd.,
2014). Sekil 2°de Rexed laminalari ve dorsal boynuzda primer afferentlerin sonlanmasi

Ozetlenmistir.

Sekil 2. Rexed laminalar: ve dorsal boynuzda primer afferentlerin sonlanmas: (Serpell, 2008, s. 12)

Cikic1 afferent yolaklarda, agrimin duyusal bilesenleri, spinotalamik yoldan
ventrobazal medial ve lateral bdlgelere dogru ilerler ve daha sonra bu bilesenler ¢ikici
yolakta, agrinin yerinin ve yogunlugunun algilanmasina izin veren somatosensoriyel
korteksine projeksiyon yapar. Omuriligin kuneat cekirde§i ve grasilis g¢ekirdegine
dogru, spinoretikiiler projeksiyonlar1 ve dorsal kolon yolagi bulunmaktadir. Diger
limbik projeksiyonlari, hipotalamus ve amigdala ile temas etmeden Once parabrakial
cekirdege gegmektedir. Projeksiyon ndronlart kontralateral talamusta son bulmakta ve
serebral kortekse yansiyan talamik bir ndrona sinapslanmaktadir. (Baron vd., 2010;
Colloca vd., 2017). Sekil 3’te agn siirecinde yer alan subkortikal ve serebral kortikal

yapilar 6zetlenmistir.
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Sekil 3. Agr: siirecinde yer alan subkortikal ve serebral kortikal yapilar (Schweinhardt ve Bushnell,
2010, s. 3789)

Agrinin  duyusal-diskriminatif ve afektif-motivasyonal bilesenleri farkli néral yapilar tarafindan
iletilmektedir. Somatoduyusal talamus, primer somatoduyusal korteks (S1) ve sekonder somatoduyusal
korteks (S2); uyart lokasyonu, yogunluk ve devam siiresi gibi duyusal-diskriminatif bilegsenlerle; medyal
talamus, prefrontal korteks, amigdala, hipokampus, insula ve on singiilat korteks gibi yapilar duygusal
reaksiyonlart bildiren afektif-motivasyonal bilesenlerle iliskilendirilir. Beynin bu bolgeleri arasindaki
etkilesmeler, inici modiilator sistem araciligiyla agrinin algilanmasinda degisiklikler olusturmaktadir
(Ossipov vd., 2014). ACC: On singiilat korteks, Amig: Amigdala, BG: Bazal ganglion, HT: Hipotalamus,
PAG: Periakuaduktal gri madde, PB: Parabrakial niikleus, PCC: Arka singiilat korteks, PF: Prefrontal
korteks, PPC: Arka parietal korteks, S1: Primer somatoduyusal korteks, S2: Sekonder somatoduyusal

korteks, SMA: Tamamlayici motor alant.

Beyinden gelen inici yolaklar, dorsal boynuz néronlari {izerindeki sinapslarla,
agrili uyaranlardan gelen sinyalleri diizenlemektedir (Pertovaara ve Almeida, 2006).
Ayrica, inhibe edici diizenleme, hayat1 tehdit edici olaylar ve stres donemlerinde artan
agn sinyallerini baskilamaktadir. Supraspinal yapi iceren amigdala ve hipotalamustan
efferent inici yollar; periakuaduktal gri maddeden (PAG), lokus koeruleus ve
rostroventral medulladan olusmaktadir (Bourne vd., 2014; Colloca vd., 2017). Sekil 4’te

cikici ve inici agr1 yolaklar 6zetlenmistir.
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GIKICI iNici

korteks

talamus

amigdala amigdala

hipotalamus hipotalamus

periakuaduktal gri
madde

parabrachial bélge

rostroventral medulla

Sekil 4. Crkici ve inici agri yolaklar: (Bradl vd., 2014, s. 529-536)

Cikic1 ve inici yolaklarin modiilasyonu; hem lokal inhibitér internéronlar hem de beyin sapindan,
farmakolojik olarak 6nemli bir hedef bdlge olan omurilige diisen projeksiyon noéronlari tarafindan

diizenlenmektedir (Fornasari, 2014; Nishikawa ve Nomoto, 2017).

Agr1 deneyimi periferal ve santral sinir sistemi igerisindeki ¢esitli ndronal sinyal
yolaklarinin aktivasyonunu i¢ine alan karmasik bir siirectir. Bu siiregte pek cok
ndrotransmitter veya ndromodiilator birlikte yer alir ve antinosiseptif veya pronosiseptif
yanitlar tretir (Argoff, 2011). Agrinin modiilasyonunda yer alan temel modiilatérlerin,
opioiderjik, serotonerjik, noradrenerjik, glutamerjik ve GABAerjik inhibisyon oldugu
bilinmektedir (Zeilhofer, 2005). Noromodiilatorlerin yani sira voltaj bagimli (Nay1.1 —
Nay1.9, Kvl-Kv7, Ca2.1, Ca,2.2, L-tipi Ca*? kanali, T-tipi Ca*? kanali, Cl- kanali,
TRPV1 kanali gibi) ya da ligand bagimli iyon kanallarinin (Nikotinik asetilkolin
reseptor kanali, GABAA ve glisin reseptor kanallari, 5-HT3 kanali, NMDA, AMPA,
kainat glutamat reseptor kanallari, P2X kanali gibi) aktivitesi de sinirsel uyarilabilirligi

etkilemesi agisindan agri olusum ve kontrol siirecinde 6nemli yer tutmaktadir (Akay
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vd., 2010; Alexander vd., 2011). Bu tez calismasinda, s6z konusu mekanizmalar ile
ilgili ayrintrya girilmemis, yalnizca protokatesik asitin anti-allodinik ve antihiperaljezik

etkisine katkisinin arastirildigi asagidaki mekanizmalara yer verilmistir.
2.3.1. Agr1 Modiilasyonunda Purinerjik Sistemin Rolii

Purinerjik sistemin canlilarda birgok fizyolojik kosulda yer aldigi ve
kardiyovaskiiler sorunlar, astim gibi solunum yolu hastaliklari, enfeksiyon, diyabet ve
obezite gibi bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik hedef haline geldigi
bilinmektedir (Nascimento vd., 2012; Burnstock, 2018). Bunun disinda santral ve
periferik nosisepsiyon/pronosisepsiyon veya antinosisepsiyon/analjezide Onemli rol
oynamaktadir (Hayashida vd., 2005). Purinerjik sistemin agridaki roliiniin mikroglialar
tizerinden oldugu diistiniilmektedir. Yapilan bir calismada, periferik sinir hasari ile
indiiklenen noropatik agrida, spinal dorsal boynuzdaki purinerjik reseptorleri igeren
hiicre yiizeyi reseptorlerinin ve hiicre i¢i sinyal molekiillerinin ekspresyonundaki
degisim ile mikroglia hiicrelerinin aktif hale geldigi goriilmektedir. Purinerjik reseptor
aracili spinal mikroglia fonksiyonlariin dorsal boynuzundaki patolojik olarak
gelistirilmis agr1 islemlerine katkida bulundugu ve mikroglial purinoseptdrlerin,
noropatik agrinin tedavisi i¢in umut verici hedefler olabilecegi diisiiniilmektedir (Inoue
ve Tsuda, 2012). Purinerjik sisteminin, P1 ve P2 reseptor siniflar1 bulunmaktadir. P1
(adenozin) reseptori G-protein kenetlidir ve A1, A2A, A2B ve Az olarak dort farkli alt
tipi vardir; P2 reseptorleri ise P2X ve P2Y olarak ikiye ayrilmaktadir. P2X iyon kanal
reseptorelerinin yedi alt tipi; P2X1-P2X7 ve P2Y G-protein kenetli reseptorlerinin sekiz
alt tipi; P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y1l, P2Y12, P2Y13 ve P2Y14 vardir
(Nascimento vd., 2012; Burnstock, 2018).

Akut veya kronik agrili hastalarda, piirin niikleositin (adenozin) ve piirin niikleotit
adenozin 5’-trifosfatin (ATP) agr1 kesici etkiye aracilik ettigi belirtilmektedir
(Hayashida vd., 2005). ATP uzun zamandir canli hiicrelerde ana enerji kaynag: olarak
bilinmektedir. Diger klasik ndrotransmiterler ve néromodiilatorlerin aksine, ATP'nin
hiicre dis1 eylemleri, viicuttaki hemen hemen tiim hiicre tiplerini etkileyebilecegi icin
pleiotropiktir ve P2 piirinerjik reseptorlerin her iki alt sinifin1 aktive ederek etkinlik
gostermektedir (Burnstock vd., 2014; Burnstock, 2016). Yapilan bir ¢calismada, periferik
sinir hasar1 nedeni ile nosiseptif sinyallesmeyi artiran P2X3 reseptor aktivasyonunun,
endojen ATP salinimina neden olarak kronik néropatik agrinin baglamasi ve gelismesi
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ile iliskilendirildigi goriilmektedir (Burnstock vd., 2014; Jun-2019). Hem periferik hem
de santral sinir sisteminin ko-transmitteri olan ATP’nin, nosisepsiyon ve kronik agri
mekanizmalarinda kritik bir rol oynadig1 belirtilmektedir (Burnstock, 2016; Tao vd.,
2019). Dokularin metabolik aktivitesinin artmasi sonucunda ATP par¢alanmaktadir ve
dokuda adenozin monofosfat (AMP) seviyesi artmaktadir. Artan AMP, plazmada
bulunan 5'-niikleotidaz enzimi ile adenozine hidroliz olmaktadir (Guieu vd., 1998).
Adenozin, periferik ve santral sinir sisteminde ¢esitli modiilator etkilere sahip endojen
bir bilesiktir. Norotransmiterlerin salinmasinin, adenozin reseptorlerinin aktivasyonu ile
kismen kontrol edildigi diisliniilmektedir ve adenozin ve analoglarinin akut agri
modellerinin nosiseptif refleks yanitlar1 iizerinde, inhibe edici etkileri olabilecegi
bildirilmistir (Cui vd., 1997). Adenozin A ve A reseptorleri hem santral hem de
periferik sinir sistemlerinde, esas olarak omurilikte dorsal boynuzun temelini olusturan
substantia gelatinosadaki intrinsik ndronlar {izerinde ve dorsal kok ganglionlarin kiiclik
ile orta ¢apli noronlar1 tizerinde bulunmaktadir (Cui vd., 1997; Nascimento vd., 2012;
Katz vd., 2015). A1 reseptorleri (A1R) ¢ogunlukla neokorteks, serebellum, hipokampus,
dorsal boynuz, adipoz doku, kalp kasi, ve nétrofil gibi inflamatuvar hiicrelerde
bulunmaktadir (Sachdeva ve Gupta, 2013). Az reseptor (A2R) blokajinin, agri
modellerinde antinosisepsiyon ftrettigi iddia edilirken (Burnstock, 2016), AR
aktivasyonunun, mekanik hiperaljeziye kars1 antinosisepsiyon ile sonug¢landigi

bilinmektedir.

Bir¢ok c¢alisma ile A:R aktivasyonunun, spinal, supraspinal ve periferik
bolgelerde agr iletimini diizenledigi ve inflamatuvar etkinlik gosterdigi bildirilmektedir
(Sawynok ve Liu, 2003). Yapilan in vivo ¢alismalar, A{R agonistlerinin, hiperaljezi ve
formalin testleri ile antinosiseptif etki gosterdigini kanitlamaktadir (Nascimento vd.,
2012). AiR'nin santral aktivitesi, ndrotransmiterlerin salinimiyla uyarici sinyallerin
presinaptik veya postsinaptik inhibisyonunu ve agr1 iletiminin azalmasini igeren cesitli
mekanizmalar yoluyla sinaptik transmisyonu inhibe etmektedir (Katz vd., 2015). Ayrica
klinik ¢alismalar sonucunda, kronik noropatik agrili hastalarda, adenozin bilesiklerinin
agr1 modiilasyonundaki ana etkisine, spinal veya supraspinal diizeyde AiR’ne bagh
santral sensitizasyonun aracilik ettigi goriilmektedir. Yapilan birgok c¢alisma,
A:1R’lerinin intratekal enjeksiyonunun, kuyruk ¢ekme, sicak plaka, formalin, asetik asit,

kapsaisin modelleri dahil olmak iizere g¢esitli akut agr1 hayvan modellerinde de
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analjeziye neden oldugunu gostermektedir (Song vd., 2011; Nascimento vd., 2012).
Yapilan calismalarda, periferal AiR aktivasyonunun formaline bagli agriy1 inhibe ettigi
ve PGE2'nin indiikledigi hiperaljeziyi azalttig1 gosterilmistir. Ayrica, periferik adenozin
AR aktivasyonunun, NO/sGMP/PKG/Katp hiicre i¢i sinyal yolunu tetikledigi ve agri
olusumunu 6nledigi goriilmektedir (Lima vd., 2010). Bunlarin disinda, néropatik agri
gelistirilmis hayvanlarda santral ve periferal A1R stimiilasyonunun, ndropati ile gelisen
2015). Sonug olarak adenozin bilesiklerinin, akut perioperatif agr1 ve kronik noropatik
agrida kullanilan mevcut ilaglarin sinirh etki gosterdigi durumlarda potansiyel terapdtik
etki gosterdigi bilinmektedir (Hayashida vd., 2005). Ayrica ndropatik agr1 tedavisinde
etkili bulunan karbamazepinin adenozin reseptorleri {izerinden antinosiseptif etki

gosterdigi bilinmektedir (Tomi¢ vd., 2004).

Omurilik dorsal boynuz transmisyon ndronlarinda veya interndronlarda yer alan
adenozin AiR’leri farkli G protein tirleriyle (Gi-1, Gi-2, Gi-3 veya Go) etkilesime
girmektedir (Guieu vd., 1998). Baz1 galismalar, AiR aktivasyonunun, Gi/o proteini
aracih@ ile miyositlerde ATP duyarhi K" (Katp) kanallarmin agildigimi ve meydana
gelen hiperpolarizasyona bagl farkli beyin bolgelerinde asetilkolin, glutamat, GABA ve
serotonin  gibi  ndrotransmiterlerin  salintmim1  engelleyerek etki  gdsterdigini

bildirmektedir (Guieu vd., 1998; Li vd., 2010).
2.3.2. Agr1 modiilasyonunda potasyum kanalinin rolii

K* kanallari, insanlarda yaklagik 78 gen tarafindan yonetilen, noronlardaki en
kalabalik, yaygin dagilim gosteren ¢ok ¢esitli iyon kanallaridir. K* kanallari, aksiyon
potansiyeli esigini, dalga formunu ve frekansi etkilemekte ve transmembran K* akisini
kolaylastirmaktadir. K* kanal ag¢ikligi noronal membrani repolarize veya hiperpolarize
etmektedir ve hiperpolarizasyon nedeniyle aksiyon potansiyeli olusumunu
engelleyebilir (Tsantoulas ve McMahon, 2014). K* kanallar1 ayrica, genis molekiiler
cesitlilik gosterir ve bu ¢esitlilik sorumlu olduklart fizyolojik fonksiyonlarinin genis
spektrumlu ~ olmasina neden  olmaktadir. K" kanallart  yapilarina  gore
siniflandirilmaktadir. Voltaj kapili K* kanallar1 (Kv), dért Kv alt tinitesinin homo ve
heteromerik kompleksleri tarafindan fonksiyonel kanallardan olusmaktadir. Kv
kanallarinin 12 ailesi (Kv1-Kv12) bulunmaktadir. Noronal Kv7 kanal agicilar

antinosiseptif etki gostermektedir. Ca*? ile aktiflesen K* kanallar1 (Kca), genellikle
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biiyiik, orta ve kiigiik Ca*? iletkenligi ile aktiflesen K* kanallar1 olarak adlandirilir ve
antinosisepsiyonda gorev almaktadir. Iki gdzenekli K* kanallar1 (K2p), omurilik dorsal
boynuzda lamina I ve II iizerinden nosisepsiyona katilmaktadir. Iceri dogrultucu K*
kanallar1 (Kir), memelilerde Ki:1-Ki7 olmak iizere 7 aileye boliinmiis 15 Kir kanal alt
birimi bulunmaktadir (Ocafa vd., 2004; Du ve Gamper, 2013; Busserolles vd., 2016).
Bu Kir kanallarinin iki ailesi nosisepsiyon ic¢in Onemlidir: G-proteini tarafindan
diizenlenen igeri dogrultucu K* kanallar1 (GIRK veya Ki3) ve Kartp kanallar1 (Ki:6)
(Ocafia vd., 2004). Katp kanallari, dort diizenleyici siilfoniliire reseptoérii (SUR) alt
birimi ile bir araya getirilen dort gézenekli K* kanali ve Kir yapilmis oktamerlerdir.
Katp kanallari, supraspinal (korteks, hipokampus, hipotalamus, locus koeruleus) ve
spinal (dorsal boynuz) seviyedeki santral sinir sisteminin ¢esitli kisimlarinda
bulunmaktadir (Lawson, 2006). Periferik ve santral noronlarin yani sira Katp
kanallarinin, K;6.2-SUR1 (pankreas adacik hiicreleri), K;i6.2-SUR2A (kalp) ve
Kir6.1/Ki6.2-SUR2B (vaskiiler diiz kas) alt tipini i¢eren farkli bircok dokuya 6zgii alt
birim kombinasyonlari tanimlanmaktadir (Zoga vd., 2010; Wu vd., 2011). Periferik sinir
sisteminde, duyusal néron hiicre gévdeleri, dorsal kok gangliyonlarinda bulunmakta ve
hem periferik hem de santral hedeflere zarar veren aksonlara yayilim gostermektedir
(Rasband-2001). Katp kanallari, fizyolojik ATP tarafindan inhibe edilmekte ve hiicre igi
ADP/ATP orani, hipoksi, iskemi veya metabolik stres gibi ikincil enerji tiiketiminin bir
sonucu olarak artig1 zaman Katp kanallar1 aktive olmaktadir. Katp kanal aktivasyonu ile
K* akisi meydana gelmektedir. Bu durum membran hiperpolarizasyonuna,
eksitabilitenin ve transmiter salgilanmasinin azalmasina neden olmaktadir (Zoga vd.,
2010;Wu vd., 2011). Katp kanallari, membran uyarilabilirligi, ndrotransmiter
saliniminin diizenlenmesi ve noroprotektif etki gibi onemli rollere sahiptir (Wu vd.,
2011). Katp kanallari, birgok G protein kenetli reseptor agonistleri tarafindan
indiikklenen antinosisepsiyonda rol almakta ve Katp kanal agicilariin santral
uygulanmasinin, hayvan modellerinde nosiseptif etkiyi inhibe ettigi goriilmektedir

(Lawson, 2006).

Dorsal kok gangliyon noronlarinda agrili sinir hasarindan sonra Karp akimlarinin
azaldig1 rapor edilmistir. Katp akiminin azalmasi, membran uyarilabilirliginin artmasi,
norotransmiterlerin serbest birakilmasinin giiclenmesi ve hiicre Oliimiine kars1

duyarliligin artmasiyla néropatik agriya neden olmaktadir (Zoga vd., 2010; Zhu vd.,
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2015). Ayrica omurilikteki sinir hasar1 sonrast Katp kanallarinin azalmasi, astroglial
kavsak fonksiyonunu bozarak, noropatik agriya neden olabilir. Katp kanal acici
kromakalimin, astroglial kavsaklar1 diizenledigi ve noropatik agr1 tedavisinde etkili
oldugu goriilmektedir (Zhu vd., 2015). Yapilan ¢alismalarda, Katp kanal agonistlerinin
kemirgenlerde, deri yaralanmasi, formalin enjeksiyonu ve spinal sinir ligasyonu ile akut
ve kronik agrinin azalmasinda rol oynadigi belirtilmektedir (Luu vd., 2019). Sinir hasari
ile olusan noéropatik agri ile ATP kanalinin down regiilasyonu indiiklenirken, Katp kanal
acicilar ile noropatik agr1 tedavi edilmektedir (Xia vd., 2014). Yapilan ¢alismalarda,
Katp kanal agicilariin antinosiseptif etkilerinin, opioid reseptor aktivasyonu ile olusan
antinosisepsiyon mekanizmalarini  uyarabilecegini  gosteren kanitlarin  oldugu
belirtilmektedir. Bununla birlikte, dogrudan Kate aktivasyonunun periferik
antinosisepsiyon iizerindeki etkileri ilizerine yapilan calismalarin yeterli olmadigi

goriilmektedir (Du vd., 2011).
2.4. Noropatik Agrinin Hayvan Modelleri

Noropatik agrinin tedavisinde, ilag sayisindaki yetersizlikler ve mekanizmasinin
yeterli olarak aydinlatilamamasi nedeniyle deneysel noropati modelleri Onem
kazanmistir (Ulugdl vd., 2006). Noropatik agrinin farkli etiyolojilerini, periferik sinir
hasar1 ve spinal sinir hasarinin neden oldugu periferik ve santral agri modellerini igeren
cesitli hayvan modelleri bulunmaktadir. Deneysel noropatik agri modelinin olusmasi

icin deney hayvani olarak siklikla sigan kullanilmaktadir (Jaggi vd., 2011).

Noropatik agr1 modelleri; santral uygulamalara bagli modeller (epileptojenik
yaklasim, eksitotoksik omurilik zedelenmesi, fotokimyasal omurilik zedelenmesi, allen
modeli), sistemik uygulamalara bagli modeller (streptozosin ve alloksan ile olusturulan
diyabetik noropati, obesiteye bagli ve nutrisyonel diyabetik noropati, postherpetik
nevralji ve kemoterapdtiklerle olusturulan periferik noropati), total denervasyon
modelleri (aksotomi, total siyatik sinir kesisi ve resiitiire edilmesi ile olusturulan
noropati, total siyatik sinir ezilmesi ile olusturulan néropati, total siyatik sinir
dondurulmasi ile olusturulan noéropati, multipl servikal spinal nérektomi, total brakial
pleksus kesisi, total trigeminal rizotomi, dorsal rizotomi, ventral rizotomi, inferior
kaudal govde rezeksiyonu) ve parsiyel denervasyon modelleri (kronik konstriiksiyon
sinir hasar1, parsiyel siki ligasyon, spinal sinir ligasyonu, siyatik sinirin periferik
dallarinin zedelenmesi, safen sinirin zedelenmesi, parsiyel trigeminal rizotomi, multipl
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dental pulpektomi, trigeminal kronik Kkonstriiksiyon sinir hasar1) olarak
siiflandirilmaktadir (Wang ve Wang, 2003; Ulugél vd., 2006; Sousa vd., 2016).

Noropatik agr1 modelleri arasinda cerrahi modeller, agri indiikklenmesinde 6nem
tagimaktadir. Siyatik sinirin kronik konstriiksiyon hasari, kismi siyatik sinir ligasyonu,
spinal sinir ligasyonu, ayrik sinir hasari, brakiyal pleksus kopmasi, siyatik sinirin enine
kesilmesi ve siyatik sinirin ii¢ esit par¢aya boliinmesi gibi birgok cerrahi hayvan modeli
bulunmaktadir (Challa, 2015). Yapilan g¢alismalara gore, periferik ve santral fizyolojik
stireci igeren spinal ve siyatik sinir ligasyonu ndropatik agr1 mekanizmalarimin temelini

olusturmaktadir (Vranken, 2009).
2.5. Noropatik Agrimin Tedavisi

Preklinik calismalar, periferden santral sinir sistemine kadar cesitli anatomik,
molekiiler ve elektrofizyolojik degisiklikleri ve noropatik agr1 ve tedavileri hakkindaki
bilgileri ortaya koymaktadir (Colloca vd., 2017). Noropatik agrinin tedavisinde, ilag
sayisindaki yetersizlikler ve mekanizmasinin yeterli olarak aydinlatilamamasi nedeniyle
yeni ve farkli mekanizmalara sahip yan etki acisindan daha iyi tolere edilebilen ilaglarin

gelistirilme ¢aligmalar1 devam etmektedir.

Noropatik agr1 hastalarina alternatif tedaviler uygulansa da, non-farmakolojik
tedavinin etkinligini destekleyen kanitlar sinirlidir (Gilron vd., 2006). Giincel klinik
caligma verileri néropatik agrinin tedavisinde, nortriptilin, amitriptilin ve imipramin gibi
trisiklik antidepresan (TSA)’larin, duloksetin gibi serotonin-noradrenalin gerialim
inhibitorii (SNRI)’niin, pregabalinin ve gabapentinin birinci basamak tedavi olarak
kullanilmasini desteklemektedir (O'Connor ve Dworkin, 2009; Alles, 2018). Tramadol
gibi zayif opioidler, kanser agrisinin ve postoperatif agrinin kontroliinde endikedir fakat
esas olarak nosiseptif agrinin tedavisinde kullanilmaktadir (Galluzzi, 2005; Hagen ve
Rekand, 2015; Nishikawa ve Nomoto, 2017). Yapilan bir ¢alismaya gore, ndropatik agri
tedavisi i¢in recetelenen ilaglarin  %30,1’ini  antidepresanlarin, %20,4’{inii
antikonviilzanlarin ve %?20,1’ini opioid analjeziklerin olusturdugu goriilmektedir.
Antikonviilzan olan karbamazepinin, néropatik agrinin tiim kosullarinda siklikla recgete
edildigi belirtilmektedir (Hall vd., 2006). Ayrica, néropatik agri1 ve ameliyat sonrasi agri
modellerinde morfinin analjezik etkinligini artirdig1 bildirilmektedir. Bunlara ek olarak

karbamazepinin hasta uyuncunu azaltan bir¢ok yan etkileri bulunmaktadir. Bunlar bas
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donmesi, uyusukluk, ataksi, bulanti, kusma, bulanik gérme, konfiizyon, gli¢siizliik,
halsizlik, nistagmus, aplastik anemi, karaciger fonksiyon testlerinde anormallikler ve
¢ok nadir goriilen karaciger yetmezligi olarak siralanmaktadir (Ren vd., 2015). Bununla
birlikte TSA kullanimi ile sedasyon, antikolinerjik etkiler ve ortostatik hipotansiyon gibi
yaygin yan etkiler goriilebilir, bu yan etkiler nedeniyle serotonin selektif gerialim
inhibitér (SSRI)’lerin kullaniminin artig1 da goriillmektedir (Khangura vd., 2019).

Noropatik agr ile iligkili anomalileri iyilestirmek ve kullanilabilecek sayisiz
hedefleri kesfetmek igin bircok ¢alisma yapilmaktadir. Bu calismalarin  ¢ogu
noradrenalin ve serotonin tasiyicilarini, voltaj kapili sodyum kanallarini, voltaj kapili
kalsiyum kanallarini, purinerjik reseptorleri (P1, P2Y ve P2X), TRP kanallarini,
metabotropik ve iyonotropik (NMDA ve AMPA) glutamat reseptorleri ve glial glutamat
tasinmasini inhibe etmeyi hedeflemektedir. Birgok calisma da voltaj kapili potasyum
kanallarinin, GABA reseptorlerinin ve tasiyicilarinin  agilmasini  hedeflemektedir
(Khangura vd., 2019). Bunlarin disinda néropatik agrinin mekanizmasini aydinlatmak
icin Katp kanal agicilar ve A1R agonistlerinin etkili oldugu calismalar da son yillarda

dikkat ¢ekmektedir (Lima vd., 2010).
2.5.1. Noropatik agrimin bitkisel tedavisi

Yapilan arastirmalar, eski uygarlik donemlerinde insanlarin hastaliklardan
korunmak ve tedavi olmak igin bitkileri kullandigin1 ve bitkilerin bir¢ok biyolojik aktif
bilesiklerinin yeni ilag kesifleri icin bir kaynak niteligi gosterdigini belirtmektedir
(Kipeli vd., 2007). Nitekim sadece ge¢miste degil giiniimiizde de bitkisel ilaglardan
tedavide faydalaniimaktadir (Forouzanfar ve Hosseinzadeh, 2018). Geleneksel ve
modern tipta, hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkilere ‘tibbi bitki® ad1 verilmektedir
(Deveci vd., 2017). Son yillarda hastaliklarin hafif komplikasyonlarinda kullanilan
sentetik ilaclarin ciddi yan etki profilleri nedeniyle, tibbi bitkilerin aktif bilesenlerinden
elde eldilen bitkisel ilaglarin kullaniminin arttigi goériilmektedir (Singh vd, 2017;
Forouzanfar ve Hosseinzadeh, 2018). Antioksidan bilesiklerin baslica kaynagini
olusturan tibbi bitkilerin bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanim1 giderek artmaktadir ve
icerdikleri aktif fenolik maddelerin analjezik ve anti-inflamatuvar etkiye araci oldugu
bildirilmektedir (Singh vd., 2017; Stern, 2019). Ayrica akut agrida oldugu gibi;
noropatik agrili hastalarda yapilan c¢alismalarda da fenolik bilesik igeren bitkisel
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ilaglarin antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-apoptotik ve ndroprotektif etkiler

araciligiyla analjezi sagladigi bilinmektedir (Forouzanfar ve Hosseinzadeh, 2018).

2.5.1.1 Protokatesik asit

|
H

Sekil 5. Protokatesik asitin kimyasal yapis: (Khan vd., 2015, s. 644)

Protokatesik asit (Sekil 5. 3,4-dihidroksibenzoik asit) antioksidan aktivite ve ilave
biyolojik fonksiyonlari nedeniyle arastirmacilarin son birka¢ yildir ilgisini ¢eken bir
katekol tipi o-difenol fenolik asittir (Masella vd., 2012). Fenolik asitler; hidroksibenzoik
ve hidroksisinamik asitlerden olusmaktadir (Yakup, 2008). Hidroksibenzoik asitler,
ortak olarak C6-C1 yapisina sahip olan salisilik, gallik, p-hidroksibenzoik, protokatesik
ve vanilik asitleri igermektedir. Hidroksisinamik asitler, kafeik, ferulik ve p-kumarik
asitlerin bulundugu, ii¢ karbonlu yan zinciri olan aromatik bilesiklerdir (Balasundram
vd., 2006). Yiiksek oranda antioksidan aktiviteye sahip olan fenolik asitler analjezik,
anti-aging, antidiyabetik, kardiyoprotektif ve antikanser etkinlik gostermektedir.
(Saibabu vd., 2015; Yao vd., 2016; Boussouf vd., 2017; Pajak vd., 2019). Son yillarda
dikkat ceken ve bu tez ¢alismasinda kullanilan protokatesik asit yalnizca kepek ve
karabugdayda degil, ¢ay, erik, iizim, hindiba, ahududu, karnabahar, findik gibi bir¢ok
meyve ve sebzede diisiik konsantrasyonlarda yaygin olarak bulunmaktadir (Khan vd.,
2015; Han wvd., 2018). Serbest radikal iiretimini Onleyerek ve radikallerin
uzaklastirilmasi ile noétralizasyonlarini saglayarak giiclii antioksidan aktivite gosteren
protokatesik asitin oksidatif stres kaynakli ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
etkili oldugu bildirilmektedir (Khan vd., 2015; Kho vd., 2018). Hem meyve ve

sebzelerde bulunan antosiyaninlerin ve prosiyanidinlerin ana metaboliti olmas1 hem de
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noroprotektif etkilere sahip olmasi son yillarda protokatesik asite ilginin artmasina
neden olmaktadir (Pereira vd., 2017). Protokatesik asitin dolasimda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunabildigi ve kolayca kan beyin bariyerini gegebildigi
bilinmektedir. /n vitro ve in vivo yapilan ¢alismalar, Alzheimer ve Parkinson hastaliklari
gibi norodejeneratif siireclerin kontroliinde etkili ve bu siirecte gilivenli terapotik aday
oldugunu gostermektedir (Krzysztoforska vd., 2019). Bunun diginda antidiyabetik, anti-
inflamatuvar, antiseptik, analjezik, antineoplastik, anti-apoptotik, anti-iilser,
antispazmodik, antihiperlipidemik, antibakteriyel, anti-astmatik ve noroprotektif aktivite
dahil olmak {izere gesitli farmakolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir (Luo vd.,
2015; Khan vd., 2015; Dhanshree vd., 2017; De vd., 2018).

Sentetik ilaglarin bircogu yan etkilere neden oldugu i¢in yeni ve giivenli analjezik
ve anti-inflamatuvar ajanlara ihtiyag¢ duyulmaktadir. Birgok kaynak, polifenollerin
sinyal iletim yollarin1 degistirerek etkili olabileceklerini ileri siirmektedir (Masella vd.,
2012). Bu baglamda son arastirmalara gore, protokatesik asitin, kimyasal ve 1s1 ile
indiiklenen agr1 ve inflamasyon modellerinde 6nemli analjezik ve anti-inflamatuvar
aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Lende vd., 2011; Masella vd., 2012). Arslan ve ark.,
(2018), protokatesik asitin spinal/supraspinal seviyelerde kolinerjik, opioid ve
noradrenerjik sistemlerin dahil oldugu bir analjezi sagladigini bildirmislerdir (Arslan
vd., 2018). Dhanshree ve ark., 2017°de yaptig1 bir ¢alismada, diyabetik noropatik agri
modelinde 21 giin boyunca protokatesik asit ile yapilan tedavinin, agr1 esigini
arttirdigint gostermistir. Protokatesik asitin analjezik etkisinin sinirli sayida caligmada
gosterilmis olmasi nedeniyle, s6z konusu etkinlige aracilik eden mekanizmalar heniiz

tam olarak bilinmemektedir (Dhanshree vd., 2017).
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Bu bilgilerden hareketle bu tez calismasinda protokatesik asitin noropatik agri
tizerine olast etkisinin belirlenmesi ve bu etkinligin Karp kanallart ve AiR
stimiilasyonuyla iliskisinin aydinlatilarak degerlendirilmesi amac¢lanmistir. Bu amagla;
siganlarda KKH ile indiiklenen noéropatik agri modelinde oral olarak uygulanan 75, 150
ve 300 mg/kg protokatesik asitin olast anti-allodinik etkisi elektronik von Frey cihazi ile
ve antihiperaljezik etkisi plantar test (Hargreave’s Methodu) ile degerlendirilerek
referans ilag olarak kullanilan 50 ve 100 mg/kg karbamazepin ile karsilastirilmasi
planlanmistir.  Protokatesik asitin indiikledigi anti-allodinik ve antihiperaljezik
aktiviteye AR stimiilasyonunun ve Katp kanal agiliminin katkist sirasiyla AR
antagonisti DPCPX (3 png) ve Kartp kanal antagonisti glibenklamid (60,7 nmol)
kullanilarak — aragtirillmigtir.  Ayrica, olusturulan bir kombinasyon grubuyla,
karbamazepin ve protokatesik asit kombinasyonunun saglayabilecegi avantajin

degerlendirilmesi de amaglar arasinda yer almaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Protokatesik asit (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, A.B.D.), Ketamin (Richter
Pharma AG, Wels, Avusturya), Ksilazin (Bioveta, Ankara, Tiirkiye), Karbamazepin
(Sigma), Kartp kanal antagonisti Glibenklamid (Sigma), A:R antagonisti DPCPX
(Abcam, Istanbul, Tiirkiye).

3.2. Kullanilan Cihazlar

Elektronik von Frey Cihaz1 (Ugo Basile, No: 38450=004, Varese, italya), Plantar
Test-Hargreaves Aparati (Model no: 37370; Ugo-Basile, 7280, Italya), Ultrasonik Su
Banyosu (Heto, Allerod, Danimarka), Hassas Terazi (Ohaus, E12140, Isvicre).

3.3. Deney Hayvanlar

200-250 g agirhginda Sprague Dawley disi siganlar kullanilmistir. 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik dongiisine ayarlanmig 22 +1 °C sicakligindaki iyi
havalandirilan odalarda barindirilan hayvanlar deneylerden birka¢ giin once deney
yapilacak odaya alinarak deney ortamina aligmasi saglanmistir. Beslenmeleri amaciyla
standart yem pelletleri ve ¢cesme suyu verilmistir. Hayvan deneyleri i¢in Anadolu
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Komitesi (Karar No: 2018-41,
11.09.2018) tarafindan Etik Kurul Onay1 alinmustir.

3.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve fla¢c Uygulamalar:

KKH’ye bagli noropati gelisiminin tespiti i¢in tiim sicanlarin cerrahi islem Oncesi
termal (Plantar Test) ve mekanik (Elektronik von Frey filament) agri esikleri
Olglilmiigtiir. Daha sonra cerrahi islem ile KKH’ye bagli noropati modeli
olusturulmustur. Bir grup sham kontrol grubu olarak kullanilmak {iizere sinir hasari
olusturulmadan yalnizca sham operasyonuna tabi tutulmustur. Sinir hasar
olusturulduktan ve sham operasyonundan 7 giin sonra, termal ve mekanik esikler tekrar
6l¢iilmiis ve noropati gelisiminin gézlenmedigi siganlar deneye alinmamustir. 8. giin ilag
uygulamalar1 yapilip allodini ve hiperaljezi test yontemleri uygulanarak ilag etkinligi ve
etki mekanizmasi calismalar1 yapilmistir. %50 PEG (polietilen glikol) ve %8 DMSO

(dimetil siilfoksit) ¢6zeltilerinin 1:1 oraninin karisimi protokatesik asitin ¢oziiciisii
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olarak kullanilmistir. Protokatesik asit ve karbamazepin uygulamalari gavaj seti
yardimiyla oral yolla yapilirken tim antagonist uygulamalar1 intraplantar yolla

yapilmustir.

Antihiperaljezik ve anti-allodinik etkinligi degerlendirmek tizere si¢anlar 12 gruba

ayrilmistir. (n=8). Bu gruplara sirasiyla;

1. Esit hacim ¢oziicii uygulamasi Sham kontrol grubu

N

. Esit hacim ¢oziicii uygulamasi Noropatili kontrol grubu

w

. 75 mg/kg protokatesik asit uygulamasi,

SN

. 150 mg/kg protokatesik asit uygulamasi,

(62}

. 300 mg/kg protokatesik asit uygulamasi,

(2]

. 50 mg/kg karbamazepin uygulanmasi,

~

. 100 mg/kg karbamazepin uygulanmasi,

oo

. 150 mg/kg protokatesik asit ile 50 mg/kg karbamazepin kombine uygulamasi,

9. Coziicli uygulanmasindan 15 dk once A1 reseptdr antagonisti 3 pg/kg DPCPX on-

uygulamasi,

10. Protokatesik asit uygulamasindan 15 dk once A1 reseptdr antagonisti 3 pg/kg
DPCPX 6n-uygulamasi,

11. Cozicli uygulanmasindan 30 dk once Karte kanal antagonisti 60,7 nmol

glibenklamid 6n-uygulamasi,

12. Protokatesik asit uygulamasindan 30 dk 6nce Katp kanal antagonisti 60,7 nmol

glibenklamid 6n-uygulamasi,
yapilmustir.

Aktivite kafesi ile lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi i¢in ise noropati
modeli gelistirilmis 2 ayr1 grup (13. ve 14. grup) olusturulmustur. Bir gruba ¢oziicii
uygulamasi yapilirken, diger gruba etkili bulunup etki mekanizmasi ¢aligmasinda da

uygulanan dozda (300 mg/kg) protokatesik asit uygulamasi yapilmistir.
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3.5. Deneysel Yontemler

3.5.1. Kronik konstriiksiyon sinir hasar1 (KKH)’na bagh noéropati modelinin

olusturulmasi

Kronik konstriikksiyon zedelenmesi Bennett ve ark. tarafindan 1988 yilinda
gelistirilen ve noropatik agri ile iligkili deneysel ¢alismalarda siklikla kullanilan bir
modeldir. Siganlar intraperitoneal yolla uygulanan 90 mg/kg ketamin + 10 mg/kg
ksilazin ile anesteziye alindiktan sonra (Pathak vd., 2013), sicanin sag arka bacagi
femurla 90 derecelik ag¢1 olusturulacak sekilde sabitlenmis ve bu bacaga, kalganin
distalinde, femurun 3-4 mm altina, uzunlamasina ekseni boyunca 1 cm’lik bir kesi
atilmistir. Siyatik siniri agia ¢ikarabilmek i¢in dnce sinirin iist kisminda bulunan doku
ve kas tabakasi ayrilmistir. Daha sonra bu sinire, unilateral olarak, 4/0 ipek katkiit
(Dogsan, Trabzon, Tiirkiye) ile esit araliklarla dort ayr1 gevsek diigiim atilmistir (Austin
vd., 2012). Diigiimleri uygun pozisyonda tutabilmek i¢in her bir diiglim {lizerine ikinci
bir diigiim daha atilmistir ve serbest kalan uglar 1 mm olacak sekilde kesilmistir (Shi
vd., 2011). Kesi atilan bolge 4/0 ipek katkiit (Dogsan, Trabzon, Tiirkiye) ile dikilerek
kapatildiktan sonra iyot ¢ozeltisi kullanilarak sterilize edilmistir. Operasyon sonrasi
hayvanlar ayr kafeslere alinarak anesteziden ¢ikana kadar dikkatlice gozlemlenmis ve

ila¢ uygulamasindan 6nce bir hafta ndropati gelisimi i¢in dinlendirilmistir.
3.6. Agr1 Esiklerinin Degerlendirilmesi
3.6.1. Elektronik von Frey cihazi-Mekanik allodini

Mekanik uyarana kars1 agn esikleri, elektronik von Frey cihazi (Ugo Basile, No:
38450, Varese, ltalya) ile dlgiilmiistiir. Elektronik von Frey cihazi sensorii tiim kuvvet
kapasitesi (1=1000gf) boyunca metal filament uc¢ kullanarak siirekli bir kuvvet
uygulamasi saglamakta ve hayvan tepkisini otomatik olarak kaydetmektedir. Mekanik
allodini, mekanik stimiilasyona tepki olarak sicanin pence geri ¢ekme esiginin
belirlenmesi ile degerlendirilmistir. Her sigcan alt1 tel orgiilii olan cihazin 6zel plastik
kafeslerine yerlestirilmis ve ortama alismalart i¢in Slglimler oncesi 15-30 dk arasi
kesfetme davranisi sonlanana dek bekletilmistir (Bordet vd., 2008). Mekanik uyari, ¢api
0.5 mm olan paslanmaz ¢elik bir filament araciligiyla hayvanin arka ayak pengesinin
orta plantar yiizeyine dik olarak artan bir kuvvet ile uygulanmistir (Huang vd., 2004;
Thangamani vd., 2013). Penge ¢cekmenin gerceklestigi gii¢ (gram=gf) cihaz tarafindan
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otomatik olarak kaydedilmistir. 3’er dk araliklarla 3-4 ardisik 6l¢tim yapilmis ve her bir
sican ic¢in geri ¢cekme esigi bu degerlerin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Penge
dokusunun hasar gormemesi i¢in kuvvet kesme noktasi (cut-off) 50 g¢f olarak
belirlenmistir (Huang vd., 2004; Bordet vd., 2008).

3.6.2. Plantar test (Hargreaves metodu)-Termal hiperaljezi

Termal uyarana karsi agri1 esikleri plantar test-Hargreaves aparati (Model no:
37370; Ugo-Basile, 7280, Italya) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Termal hiperaljezi, termal
uyarana tepki olarak siganin arka pengesini g¢ekme siiresinin belirlenmesi ile
degerlendirilmistir. Teste baglamadan 6nce hayvanlar cihazin 6zel cam tabanli ve seffaf
plastik kutu seklindeki kafeslerine yerlestirilmis ve ortama aligmalari i¢in Ol¢limler
oncesi 15-30 dk aras1 kesfetme davramisi sonlanana dek bekletilmistir. Yiiksek
yogunluklu hareket edebilir radyant 1s1 kaynagi, hayvanin arka ayak pengesinin orta
plantar yiizeyine denk gelecek sekilde cam tabanin altina yerlestirilmistir. Hayvanin
refleks hareketleri radyant isinin basglangicindan pengenin ¢ekilisine kadar gegen siire
olacak sekilde dl¢iilmiis ve otomatik kaydedilmistir (Hori vd., 2010). 3’er dk araliklarla
3-4 ardisik Ol¢lim yapilmis ve her bir sigan igin penge geri ¢gekme siiresi bu degerlerin
ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Plantar test cihazinin infrared 1s1 yogunlugu
nedeniyle olusabilecek penge dokusu hasarini 6nlemek icin deneyin bitirilme zamani

(cut-off) 20 sn olarak belirlenmistir (Austin vd., 2012).

Elektronik von Frey ve plantar testlerinden elde edilen esiklerden hareketle
maksimum olas1 etkinin ytlizdesi (%MPE) asagidaki formiilden hareketle hesaplanmigtir

(Kondo vd., 2009):

%MPE = [(ila¢ sonras1 Olgiilen esik - ilag dncesi Olglilen esik) / (cut off degeri -

ilag 6ncesi dl¢iilen esik)] x 100

%MPE verisindeki ylikselme sirasiyla anti-allodinik ve antihiperaljezik aktivite

olarak degerlendirilmistir.
3.6.3. Aktivite kafesi

Spontan lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in, pleksiglas, kafes seklinde olan
aktivite kafesi isimli cihaz kullanilmigtir. Cihazin karsilikli iki dikey kenarinda bulunan

parcalar tarafindan iretilen kizil otesi isinlar, hayvanin yatay ve dikey yonlerdeki
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hareketleri ile kesintiye ugramakta ve kesintiler kaydedilmektedir (Marazioti vd., 2009).
Cozicii ve 300 mg/kg protokatesik asit uygulanan noropatik agr1 modeli olusturulmus
hayvanlar madde uygulamasindan 45 dk sonra aktivite kafesine alinmig ve 15 dk

siireyle kayit alinmastir.
3.7. Istatistiksel Analiz

Hayvanlarda noropati gelisiminin istatistiksel degerlendirmesi i¢in student’s t-
testi, etki ve etki mekanizmasi degerlendirmeleri i¢in tek-yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve ardindan Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Tim
istatistiksel analiz sonuglar1 Graphpad Prism ver. 5.0 paket programi kullanilarak
hesaplanmistir. Tiim analiz sonuglar1 ortalama +standart hata (S.H.) olarak ifade edilmis

ve istatistiksel anlamlilik diizeyi baslangici olarak p<0,05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE YORUM
4.1. Deneysel Noropati Gelisimi

Tablo 2’de goriildiigii tizere KKH gelistirilmis tiim gruplarin mekanik ve termal
uyarana kars1 agr1 esiklerinde anlamli (P<0,001) bir diisiis gozlenmistir. SHAM
grubunda ise beklendigi sekilde mekanik ve termal agri esiklerinde herhangi bir

degisiklik meydana gelmemistir.

Tablo 2. Elektronik von Frey ve Plantar Testte Deneysel Noropatik Agri Gelisimi

Elektronik von Frey Plantar test
(mekanik allodini-gf)

(ortalama + S.H.)

(termal hiperaljezi-sn)

(ortalama + S.H.)

0. giin 7. giin 0. giin 7. giin

SHAM 21,52+1,264 21,124+0,9436 19,99+0,5161 18,94+0,1843
Kontrol 24,50+1,705 7,280+0,8932*** 18,82+1,086 7,929+0,5977***
75 PKA 22,56+1,070 9,056+0,3135*** 20,34+0,7600 8,973+0,3759***
150 PKA 23,73+1,506 9,653+0,6165*** 18,03+0,8806 8,813+0,4580***
300 PKA 22,26+1,594 5,882+0,2600*** 18,11+0,9333 8,214+0,4804***
50 KBz 26,03+0,7302 10,33+0,6129*** 19,89+1,529 9,876+0,6061***
100 KBZ 25,16+2,617 9,019+0,7219*** 20,57+0,8337 9,103+0,8365***
150PKA+50KBZ 23,88+1,123 8,944+0,5740*** 19,66+0,3795 9,802+0,5139***
GB + ¢oz 22,13+1,853 8,335+0,7299*** 17,16+1,797 8,172+0,7135***
GB + PKA 22,00+1,507 8,951+0,4385*** 18,21+0,7910 10,14+0,3143***
DPCPX + ¢oz 23,76+0,8307 9,456+0,4534*** 22,48+1,298 9,846+0,9321***
DPCPX + PKA 24,05+1,507 10,24+0,4119*** 17,96+1,320 9,254+0,8045***

PKA: Protokatesik asit, KBZ: Karbamazepin, GB: Glibenklamid, C6z: Coziicii. Sonuclar ortalama

*kk

+standart hata (S.H.) olarak verilmistir.
(n=8).

P<0,001; 0. giine gore anlamli fark, Student’s t-testi uygulandi.
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4.2. Anti-allodinik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Sekil 6°da 75, 150 ve 300 mg/kg protokatesik asit, 50 ve 100 mg/kg karbamazepin
ve 150 mg/kg protokatesik asit ile 50 mg/kg karbamazepinin kombine olarak
uygulandig1r gruplarin mekanik allodini esiklerinden hareketle hesaplanan %MPE
degerleri goriilmektedir. Tiim gruplarin %MPE’leri kontrol grubuna goére anlamli
(P<0,001) olarak artti. 150 mg/kg protokatesik asit ile 50 mg/kg karbamazepinin
kombine uygulandig1 gruba ait %MPE degerinin tek baslarina uygulandiklar1 gruplara
gore anlamli (P<0,001) olarak yiikseldigi belirlendi. 300 mg/kg protokatesik asit

etkisinin 50 mg/kg karbamazepin etkisi ile benzer seviyelerde oldugu gozlendi.

Mekanik allodini
+++
50- &&&

*kk

40+

30' *k

*kk

|
.

Sekil 6. Protokatesik asitin anti-allodinik etkisinin degerlendirilmesi

PKA: Protokatesik asit, KBZ: Karbamazepin. ***P<0,001; kontrole gore anlamlilik, ¥%%P<0,001; 50
KBZ’ye gore anlamlilik, ***P<0,001; 150 PKA’ya gore anlamlilik. ortalama +standart hata degerleri
kullanilarak tek-yonlit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulandi. (n=8).
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4.3.Antihiperaljezik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Sekil 7°de 75, 150 ve 300 mg/kg protokatesik asit, 50 ve 100 mg/kg karbamazepin
ve 150 mg/kg protokatesik asit ile 50 mg/kg karbamazepinin kombine olarak
uygulandig1r gruplarin termal hiperaljezi esiklerinden hareketle hesaplanan %MPE
degerleri goriilmektedir. Tiim gruplarin %MPE’leri kontrole gore anlamli (sirastyla;
P<0,01, P<0,001, P<0,001, P<0,05, P<0,001 ve P<0,001) olarak artti. 150 mg/kg
protokatesik asit ile 50 mg/kg karbamazepinin kombine uygulandigi gruba ait %MPE
degerinin, 150 mg/kg protokatesik asite gore degil, 50 mg/kg karbamazepinin tek basina
uygulandig1 gruba gore anlamli (P<0,001) olarak yiikseldigi belirlendi. 150 ve 300
mg/kg protokatesik asit etkisinin 100 mg/kg karbamazepinin etkisi ile benzer
seviyelerde oldugu goriliirken, 300 mg/kg protokatesik asit etkisinin 50 mg/kg
karbamazepinin etkisine gore anlamli (P<0,05) olarak yiiksek oldugu belirlendi.

Termal hiperaljezi
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40- e
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Sekil 7. Protokatesik asitin antihiperaljezik etkisinin degerlendirilmesi

PKA: Protokatesik asit, KBZ: Karbamazepin. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001; kontrole gére anlamlilik,
&P<0,05, 44&P<0,001; 50 KBZ’ye gore anlamlilik. ortalama +standart hata degerleri kullanilarak tek-

yonliit ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulandi. (n=8).
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4.4. Protokatesik Asitin Anti-allodinik ve Antihiperaljezik Etkisine Kartp

Kanalmin Rolii

Sekil 8’de 300 mg/kg protokatesik asit 6ncesi Katp kanal antagonisti 60,7 nmol
glibenklamidin 6n-uygulamasinin mekanik allodini ve termal hiperaljezi esiklerinden
hareketle hesaplanan %MPE degerleri iizerine etkisi goriilmektedir. Glibenklamid 6n-
uygulamasi 300 mg/kg protokatesik asitin yiikseltmis oldugu mekanik ve termal esigi
anlamli (P<0,001) olarak geri ¢evirmekle birlikte protokatesik asitin anti-allodinik ve

antihiperaljezik etkisinin anlaml1 (P<0,001 ve P<0,01) olarak devam ettigi gozlendi.

2]  Mekanik allodini [6]  Termal hiperaljezi
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Sekil 8. Protokatesik asitin anti-allodinik (a) ve antihiperaljezik (b) etkisine Karp kanal aktivasyonunun

rolii

PKA: Protokatesik asit, GB: Glibenklamid. **P<0,01, ***P<0,001; kontrole gore anlamlilik,
&&&p<(,001; 300 PKA’ya gore anlamlilik. ortalama +standart hata degerleri kullanilarak tek-yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulandi. (n=8).
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4.5. Protokatesik Asitin Anti-allodinik ve Antihiperaljezik Etkisinde AiR Rolii

Sekil 9’da 300 mg/kg protokatesik asit Oncesi adenozin AiR antagonisti
DPCPX’in 3 pg/kg 6n-uygulamasinin mekanik allodini ve termal hiperaljezi esiklerden
hareketle hesaplanan %MPE degerleri iizerine etkisi goriilmektedir. DPCPX on-
uygulamasi 300 mg/kg protokatesik asitin yiikseltmis oldugu mekanik ve termal esigi
anlaml (P<0,01 ve P<0,05) olarak geri ¢evirmekle birlikte protokatesik asitin anti-

allodinik ve antihiperaljezik etkisinin anlamli (P<0,001 ve P<0,01) olarak devam ettigi

gozlendi.
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Sekil 9. Protokatesik asitin anti-allodinik (a) ve antihiperaljezik (b) etkisinde A;R

stimiilasyonunun rolii

PKA: Protokatesik asit, **P<0,01, ***P<0.001; kontrole goére anlamlilik, ¥P<0,05, ¥¥P<0,.01; 300 PKA’
ya gore anlamlilik. ortalama +standart hata degerleri kullanilarak tek-yonlii ANOVA ve ardindan Tukey
HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulandi. (n=8).
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4.6. Protokatesik Asitin Lokomotor Aktivite Uzerine Etkisi

Sekil 10°da 300 mg/kg protokatesik asitin aktivite kafesi deneylerinde lokomotor
aktivite tlizerine etkisi goriilmektedir. 300 mg/kg protokatesik asit uygulamasinin
lokomotor aktiviteyi isaret eden yatay (a) ve dikey (b) hareketlerde herhangi bir

degisiklige yol agmadig1 belirlendi.
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Sekil 10. Protokatesik asitin lokomotor aktivite tizerine etkisi

PKA: Protokatesik asit, ortalama +standart hata degerleri kullanilarak Student’s t-testi uygulandi. (n=8).
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, protokatesik asitin noropatik agri {izerine olan etkisini
incelemek ve ndropatik agrinin allodini ve hiperaljezi gibi farkli patolojik 6zelliklerinin
degerlendirilebilmesi i¢in, giivenilir ve kolay tekrarlanabilir bir model olan siyatik
sinirin tek tarafli gevsek ligasyonu ile periferik ndropati olusturmaya yonelik KKH
modeli tercih edilmistir (Colleoni ve Sacerdote, 2010; Jaggi vd., 2011; Hajhashemi vd.,
2014). Sinir iizerindeki parsiyel hasar A ve C liflerinde duyarlilifa neden olarak agri
davraniglarina neden olmaktadir (Jaggi vd., 2011). Bu model insanlardaki kronik
noropatik agrimin allodini ve hiperlajezi gibi pek ¢ok patofizyolojik 06zelligini
gostermesi nedeniyle deneysel calismalarda siklikla tercih edilmekte ve klinikte etkili
olabilecek ilaglarla ilgili gilivenilir sonuglar verebilmektedir (Hajhashemi vd., 2014).
Mekanik allodini ve termal hiperaljezi gibi davramigsal degisiklikler operasyon
sonrasinda bir hafta igerisinde gelismekte ve ikinci hafta siiresince de agr ile iligkili
davraniglar maksimum seviyede ve postiiral asimetriler goriillmektedir (Jaggi vd., 2011).
Nitekim tez caligmasinda 7. glinde agrili uyarana karsi esikleri diismiis ve nodropatik

agriy1 isaret eden mekanik allodini ile termal hiperaljezi gelistigi tespit edilmistir.

Noropatik  agri  kontrolii  anti-allodinik  ve  antihiperaljezik etkinlikle
saglanmaktadir. Bu tez ¢calismasinda, ndropatik agri gelisen sicanlara, 8. giin 75, 150 ve
300 mg/kg dozlarinda protokatesik asit uygulanmis ve protokatesik asitin anlamli anti-
allodinik ve antihiperaljezik etki gosterdigi belirlenmistir. S6z konusu etkinligi
degerlendirmek igin mekanik allodini (Elektronik von Frey filament testi) ve termal
hiperaljezi (Plantar test) testleri kullanilmistir. Elektronik von Frey filament testinde,
artan bir kuvvet uygulanarak penge ¢ekme hareketi ve uygulanan kuvvet izlenerek
mekanik duyarlilik dl¢iilmektedir (Reddy vd., 2018). Mekanik allodini, hafif dokunma
gibi zararsiz uyaranlarin neden oldugu agr1 hissidir ve koruyucu rolii olan inflamatuvar
hiperaljeziden farkli olarak, belirgin bir biyolojik etkiye sahip degildir (Lolignier vd.,
2015). Omurilik hipereksitabilitesine neden olabilen hafif dokunma ile ApB liflerinin
mekanoreseptor girdilerinin agr1 olarak algilandigi belirtilmektedir. Ayrica C liflerinde
meydana gelen dejenerasyon kaynakli dorsal boynuzdaki yeniden yapilanma ile de A3
lifleri allodiniye yol agabilmektedir (Baron vd., 2010). Termal hiperaljezinin
degerlendirilmesinde, Plantar test aparati ile olusturulan termal uyarana cevap olarak

siganin arka pencgesini ¢ekme stiresi belirlenmistir. Termal uyarinin omurilige yiiksek

38



esikli, miyelinsiz C lifleri ile iletildigi bilinmektedir (Meyer, 2008). Mekanik ve termal
uyarana karsi olusan agrili uyaranlarin kullandiklar1 yolaklarin, bu yolaklarda rol alan
mekanizmalarin, nosiseptorlerin ve iletimde gorevli liflerin farklilik gdstermesi
nedeniyle her ilag her iki patolojik olay tlizerine benzer sekilde etkili olmayabilir (Huang
vd., 2004; Meyer vd., 2005; Zurowski vd., 2012). Tez calismasinda test edilen
protokatesik asitin uygulanan ii¢ farkli dozda doza-bagh yiikselen sekilde hem anti-
allodinik hem de antihiperaljezik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu etkinlik
antikonviilzan bir ajan olan ve ndropatik agr1 kontroliinde de kullanilan karbamazepinin
(Ren vd., 2015) etkinligi ile karsilagtirilmistir. Noropatik agri ile karakterize hiperaljezi
ve allodininin, periferik ve omurilik afferent agr1 yolaklarinda Na* ve Ca*? kanallarinin
patolojik plastisitesinin bir sonucu olarak ortaya c¢iktigi bilinmektedir (Sidhu ve
Sadhotra, 2016). Karbamazepin, Na* kanallarini inhibe ederek presinaptik noronal
membran stabilizasyonuna neden olmaktadir ve nosiseptif liflerden norotransmiter
salmmmint ve aksiyon potansiyelini azaltmaktadir. Agr1 fizyolojisindeki diger
mekanizmalar1 da GABAerjik ve somatostatinerjik yolaklar {izerinden ve daha az etki
ile Ca™ kanallar1 ve eksitatdr aminoasitlerin blokaji ile antinosiseptif etkinlik
gostermesi olarak agiklanmaktadir (Waszkielewicz vd., 2011). Ayrica adenozinerjik
sistemde AiR’lerin stimiilasyonunun da analjezik etki mekanizmasi arasinda yer aldigi
bilinmektedir (Tomi¢ vd., 2004). Bu calismada pozitif kontrol olarak kullanilan
karbamazepin 50 ve 100 mg/kg dozlarda uygulanmistir. 150 ve 300 mg/kg protokatesik
asitin anti-allodinik etkisi 50 mg/kg karbamazepin etkisi ile benzer seviyelerde iken,
antihiperaljezik etkisi 100 mg/kg karbamazepin etkisi ile benzer goriilmiistiir. Hatta 300
mg/kg protokatesik asitin antihiperaljezik etkisi istatistiksel agidan anlamli olarak 50
mg/kg karbamazepin etkisinden yiiksek bulunmustur. Karbamazepinin antihiperaljezik
ve anti-allodinik etkileri nedeniyle klinikte kullanilmasina ragmen hasta uyuncunu
azaltan bircok yan etkisi de bulunmaktadir. Bunlar bas donmesi, uyusukluk, ataksi,
bulanti, kusma, bulanik gérme, konfiizyon, gii¢siizliik, halsizlik, nistagmus, aplastik
anemi, karaciger fonksiyon testlerinde anormallikler ve nadir de olsa karaciger
yetmezligi vakalaridir (Ren vd., 2015). Noropatik agrida kullanilan ilaglar
degerlendiren bir randomize klinik ¢aligmada, tipik olarak hastalarin %50'sinde agrida
tatmin edici diizeyde azalma goriilirken yan etkilerin (tedaviyi tolere edememek de
dahil) yaygin olarak ortaya c¢iktig1 goriilmektedir (O'Connor ve Dworkin, 2009). Bu

durum karbamazepinin kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle ¢alismalar, giivenli yan
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etki profiline sahip ve endikasyona spesifik ilaglar kesfetmeye yonelmistir. Ayrica daha
glivenli tedaviye olanak taniyan bir uygulama da aralarindaki sinerjizmadan
faydalanarak kombine ilag¢ kullanimidir (Lehér vd., 2009). Bu ¢alismada, protokatesik
asit ve karbamazepin kombinasyonu arasindaki olas1 sinerjizmay1 degerlendirmek i¢in
150 mg/kg protokatesik asit ile 50 mg/kg karbamazepin kombine edilmistir. Istatistiksel
sonuglarda kombine ilag¢ tedavisinin, 150 mg/kg protokatesik asit ve 50 mg/kg
karbamazepin tedavisine gore daha anlamli bir anti-allodinik etki sagladigi
belirlenmistir. Kombinasyonun 150 mg/kg protokatesik asite gore olmasa bile 50 mg/kg
karbamezepine gore daha anlamli ve 100 mg/kg karbamzepine goére daha belirgin
antihiperaljezik etki gosterebildigi tespit edilmistir. Bu verilerden hareketle,
protokatesik asitin noropatik agr1 tedavisinde karbamazepin ile kombine edilerek
kullanilmasiyla karbamazepinin doza bagli yan etkilerinden kaginmak adina yarar
saglanabilecegi diisiiniilebilir. Nitekim 1iki veya daha fazla ajanin sinerjistik
kombinasyonlari, ilaglarin tek baslarima gosterdikleri toksisite ve yan etkilerinden
sakinmaya ve ayrica ¢cok hedefli mekanizma ile daha etkin tedaviye olanak tanimaktadir
(Lehar vd., 2009). Ayrica, analjezik ilaglarin noropatik agri tizerine, lokomotor
aktiviteden bagimsiz bir sekilde etki etmeleri tercih edilmektedir (Stevenson vd., 2009).
Yiiksek analjezik etkiye sahip oldugu belirlenen 300 mg/kg dozda protokatesik asitin
aktivite kafesinden elde edilen veriler degerlendirildiginde lokomotor aktivite tizerinde
herhangi bir degisiklik yapmadigi belirlenmistir. Protokatesik asitin tespit edilen
analjezik etkisinin lokomotor aktivite ile iliskili olmadigin1 ve ayrica analjezik etkinin
gbzlendigi dozlarda yan etki olarak da lokomotor aktiviteyi azaltmadigi veya
artirmadig1 sdylenebilir. Dolayisiyla analjezik etkinin goézlendigi dozlarda lokomotor
aktivitede bir degisiklik gozlenmemesi protokatesik asitin analjezisine bir avantaj

saglamaktadir.

Tez calismasinda test edilen protokatesik asitin, hem anti-allodinik hem de
antihiperaljezik etki gosterdigi belirtilmistir. Bu nedenle protokatesik asitin noropatik
agr1 lizerindeki aktivitesine, allodini ve hiperaljezi gelisimine neden olan bozulmus Af
ve C lifi iletimini diizeltici yonde olan etkisinin araci oldugu sdylenebilir. Daha 6nce
kaynakcada bahsedildigi gibi AP ve C lifi iletimini diizenleyerek agr1 ve kontrol
siirecinde yer alan birgok modiilatér kimyasal ve iyon kanali mevcuttur (Baron vd.,

2010). Noropatik agrinin giderilmesinde rol oynayabilecek cesitli mekanizmalarin
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aydinlatilmasi, etkili maddenin farmakolojik etki profilini belirleyebilmek i¢in onem
tasimaktadir (Shin vd., 2004). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda protokatesik asitin, akut
analjezik aktivitesine aracilik eden mekanizmalar ile ilgili sinirh sayida veri mevcuttur.
Arslan ve ark., (2018), protokatesik asitin spinal/supraspinal seviyelerde kolinerjik,
opioid ve noradrenerjik sistemlerin dahil oldugu bir akut analjezik etki sagladigim
bildirmislerdir (Arslan vd., 2018). Noropatik agr1 ve kontrolii bir ¢ok kimyasalin yer
aldig1 kompleks bir siiregtir. Dolayisiyla farmakolojik etkilerin mekanizma bazl farkli
yontemlerle test edilmesi ve ilgili sistemlerin agonistleri ve antagonistleri ile mekanistik
calismalarinin yapilmasi gerekmektedir (Mansouri vd., 2013). Tez ¢alismasinda, anti-
allodinik ve antihiperaljezik etki mekanizmasini agiklayabilmek {izere protokatesik
asitin son yillarda aktivasyonu ile antinosiseptif etki saglanabildigi bilinen adenozinerjik
Az reseptorii (A1R) (Sawynok, 2013) ile Karp kanal iizerindeki rolii (Luu vd., 2019)
incelenmistir. Protokatesik asitin neden oldugu anti-allodinik ve antihiperaljezik
aktivitenin AiR stimiilasyonu ile iliskisini degerlendirmek icin preklinik agr
modellerinde antinosisepsiyonu geri ¢evirdigi gosterilen (Sawynok, 2013) AiR
antagonisti DPCPX’in periferal intraplantar On-uygulamasi yapilmistir. AiR
antagonistinin protokatesik asitin anti-allodinik ve antihiperaljezik etkisinde etkili bir
geri doniis sagladig belirlenmistir. Caligma sonucglarindan hareketle protokatesik asitin
noropatik agr1 iizerindeki periferal etkinligine Ai1R stimiilasyonunun eslik ettigi
sOylenebilir. Ai1R'nin santral aktivitesi, norotransmiterlerin saliimiyla uyarici
sinyallerin presinaptik veya postsinaptik inhibisyonunu ve agri iletiminin azalmasini
igeren ¢esitli mekanizmalar yoluyla sinaptik transmisyonu inhibe etmektedir (Katz, vd.,
2015). Yapilan ¢aligmalarda A1R aktivasyonunun agri kontroliinii nasil sagladig cesitli
mekanizmalarla agiklanmistir. Bu mekanizmalarin ¢ogu AiR sinyal yolagi ile
uyumludur. sSAMP/PKA (Siklik adenozin monofosfat/ Protein kinaz A) etkilesimi, Gai
proteini araciligiyla Ca*? ve K* kanallar ile etkilesim, Ga veya Py alt iiniteleri
araciligryla PLC/IP3/DAG (Fosfolipaz C/ Inozitol 1,4,5 trifosfat/ Diagilgliserol) yolag
ile etkilesim bu mekanizmalardan bazilaridir. Periferal mekanizmalar ise pertussis
toksin-duyarli G-protein aracili SAMP/PKA inhibisyonu, NO/sGMP/PKG/Kartp (Nitrik
oksit/ Siklik guanilat monofosfat/ Protein kinaz G/ ATP duyarli K* kanali) sinyal yolagi
aktivasyonu ve fosfolipaz C sinyal yolaginin indiiklenmesidir (Sawynok, 2016). Fakat
etkide gozlenen antagonizmaya ragmen protokatesik asit etkisinin anlamli olarak devam

ediyor olmasi gozlenen etkiye farkli mekanizmalarin da dahil oldugunu gostermektedir.
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Bunlarin disinda daha 6nce AiR’nin allodiniye karismadigi bildirilmis fakat burada

gozlenen antagonizmada etkili oldugu bulunmustur.

Bu ¢alismada, protokatesik asitin etkili oldugu analjezide AR stimiilasyonunun
yani sira aralarindaki siki iliskiden dolay: arastirilan diger bir antinosiseptif mekanizma
Katp kanal aktivasyonudur. Bu amagla protokatesik asit oncesi Katp kanal antagonisti
glibenklamidin periferal intraplantar on-uygulamasi yapilmistir. Glibenklamidin
spesifik olarak Katp kanallarini bloke ettigi ve Ca*? bagimli veya voltaj kapilh K*
kanallar1 gibi diger tip K* kanallarini etkilemedigi bilinmektedir (Mansouri vd., 2013).
Protokatesik asitin anti-allodinik ve antihiperaljezik etkisinin glibenklamid ile anlaml
bir sekilde geri ¢evrildigi goriilmiistiir. Buradan hareketle protokatesik asitin etkisinde
Katp kanal aktivasyonunun roliiniin agik oldugu sdylenebilir. Katp kanallari, sinir hasari
ile indiiklenen noropatik agrida dorsal kok gangliyon ndronlarinda hem AP hem de C
lifleri lizerinden antinosiseptif etki olusturmaktadir (Kawano vd., 2009; Luu vd., 2019).
Sinir hasar1 ile olusan néropatik agri ATP kanalinin down regiilasyonunu indiiklerken,
Katp kanal acicilarla néropatik agrinin tedavi edildigi belirtilmektedir (Xia vd., 2014).
Bu kanallarin agilmasi hiicre disina K™ iyon akisina izin vermekte ve bdylece hiicre
membran repolarizasyonu veya hiperpolarizasyonu olugmaktadir. Sonu¢ olarak
membran uyarilabilirliginde azalma ve analjezi meydana gelmektedir (Mansouri vd.,
2013). Ayrica, A1R agonistleriyle yapilan ¢alismalarda AiR stimiilasyonu ile gozlenen
analjeziye ndronlarda bulunan Katp kanallarinin aktivasyonunun aracilik ettigi
bildirilmektedir (Ocana ve Baeyens, 1994). Soyle ki; periferik AiR'lerin
aktivasyonunun, NO/sGMP/PKG yolaginin uyarilmasiyla analjezik etkinlik gosterdigi
kanitlanmistir. Bu yolagin periferik analjezik aktivitesinin Kartp akimlarinin
modiilasyonundan kaynaklandigi diislinilmiis ve Katp kanal blokorii glibenklamid
kullanilarak, AiR aktivasyonunun neden oldugu antinosiseptif etkinin inhibe oldugu
gosterilmistir (Lima vd., 2010). Baska bir ¢alismada ise, A1R agonistinin Kate kanal
acict kromakalim ile birlikte uygulandiginda antinosiseptif etkisinin gii¢lendigi

gozlenmistir (Ocana ve Baeyens, 1994).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi daha once akut analjezide etkili oldugu gosterilen protokatesik
asitin nopatik agr1 kontroliinli sagladigin1 géstermesi agisindan bir ilktir. Bu ¢alismada,
KKH modeli kullanilarak noropati gelistirilmis si¢anlara oral olarak 75, 150 ve 300
mg/kg protokatesik asit uygulanmasi, noropati gelisimi ile birlikte diisen mekanik ve
termal esikleri yiikselterek sirasiyla anti-allodinik ve antihiperaljezik etkinlik
gostermistir. Gostermis oldugu anti-allodinik ve antihiperaljezik etkinligine, lokomotor
aktiviteyi degistirmeden neden olmasi bir avantaj olarak degerlendirilmistir, ayrica
gostermis oldugu etkinligin, klinikte kullanilan karbamazepin ile olusturulan etki ile
benzer seviyelerde oldugu bulunmustur. 150 mg/kg protokatesik asit ve 50 mg/kg
karbamazepin kombine uygulamasindan elde edilen veriler protokatesik asitin nropatik
agri yonetiminde yardimeci ilag olarak da kiymetli olabilecegini gostermektedir.
Protokatesik asitin anti-allodinik ve antihiperaljezik etkinligine, A1R stimiilasyonuna
eslik eden Kate kanal aktivasyonu belirgin bir katki saglamaktadir.

Bu verilerden hareketle protokatesik asitin, noropatik agr1 yonetiminde tek basina
kullanilabilecek veya mevcut ilaglarin tek basimna gosterdikleri toksisite ve yan
etkilerinden sakinmaya veya ¢ok hedefli mekanizma ile daha etkin tedaviye olanak
saglayacak sekilde yardimci ilag olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu sdylenebilir.
Fakat protokatesik asitin noropatik agri etkisinin ve etki mekanizmasinin in vivo ve in
vitro calismalarla desteklenmesi gerekmekle birlikte, tez ¢alismasindan elde edilen

sonuglar yeni tedavi yaklagimlarina katkida bulunacak preklinik veriler sunmaktadir.
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