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ÖZET 

 

Visseral ağrı en sık rastlanılan ağrı tipi olup, mekanizması tam olarak 

anlaĢılamamıĢtır. Doku hasarına bağlı olarak salgılanan prostaglandinler ağrı 

reseptörlerinin eĢiğini düĢürmektedir. Dolayısıyla, sitokinlerin ve diğer 

proinflamatuvar faktörlerin ekspresyonunu kontrol eden c-Raf kinaz sinyal yolağının 

farmakolojik olarak inhibe edilmesi bu eĢiğin yükselmesine sebep olabilir.    

 

 Bu araĢtırma selektif c-Raf inhibitörü olan GW5074‟ün kimyasal ağrı 

modelinde antinosiseptif etkisinin olup olmadığını test etmek amacıyla 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Metamizol (250 mg/kg), GW5074 0.5 ve 2 mg/kg dozlarında asetik asitle 

indüklenen abdominal kontraksiyon testinde antinosiseptif aktivite gösterdi. 

GW5074 her iki dozda da kıvranma sayılarını önemli derecede azalttı. 

 

Bu bulgular ıĢığında, GW5074‟ün kimyasal ağrı modelinde farelerde periferik 

antinosiseptif özellik gösterdiği düĢünülebilir. Buna göre, c-Raf sinyalizasyonunun 

inhibe edilmesinin ağrı yönetiminde olası yararı olabilir.  

 

 

Anahtar Kelimeler: Antinosisepsif etki, c-Raf kinaz, C57BL/6 fareleri, GW5074, 

Kimyasal ağrı modeli. 
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ABSTRACT 

 

 Visceral pain is the most common type of pain, and its mechanism isn‟t 

understood exactly. Prostaglandins which are released depending on tissue damage 

reduce the pain receptors threshold. Thus, pharmacological inhibition of c-Raf kinase 

signaling which controls expressions of cytokines and other proinflammatory factors, 

may increase mentioned threshold.  

 

The present investigation was performed to assess if there is any possible 

antinociceptive effect of GW5074, a selective c-Raf inhibitor, in chemical pain 

model.  

 

Metamizole (250 mg/kg), GW5074 0.5 and 2 mg/kg showed antinociceptive 

activity in the abdominal constrictor test induced by acetic acid. Both doses of 

GW5074 significantly reduced the number of stretches in the abdominal constrictor 

test.  

 

Therefore it is possible to conclude that GW5074 has a peripheral 

antinociceptive effect in mice evaluated from chemical pain model. The analgesic 

effect of GW5074 suggests that inhibition of c-Raf signaling may be potentially 

useful for managing pain.  

 

 

Key words: Antinociceptive effect, Chemical pain model, c-Raf kinase, C57BL/6 

mice, GW5074. 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Ağrı, zararlı uyaranlara karĢı koruyucu bir mekanizma (Verma ve ark. 2014) 

olup, doku hasarının eĢlik ettiği hoĢ olmayan sensorial ve emosyonel bir duygudur 

(Swieboda ve ark. 2013). Hastalar tarafından sık ifade edilen çok faktörlü kompleks 

bir olgu olan ağrı, hem nörobilim alanında hem de tıbbi araĢtırmalarda önemli bir 

yere sahiptir (Barrot 2012). Bilimin ve bilimsel metotların geliĢmesine paralel olarak 

analjezi yöntemlerinin geliĢtirilmesi araĢtırmacıların en büyük ilgi alanlarından biri 

olmaya devam etmektedir.    

Ağrı tedavisinde sık kullanılan ve narkotik analjezikler olarak da bilinen 

opioidlerin bağımlılık ve tolerans geliĢmesi yanında solunum depresyonu, 

konstipasyon gibi kullanımını kısıtlayan ciddi yan tesirleri bulunmaktadır (Mete 

2008).  

Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaçlar (NSAĠĠ), özellikle Ģiddetli olmayan 

ağrılarda çok sık kullanılmaktadır. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda NSAĠĠ‟ın 

analjezik etkilerine karĢı da tolerans geliĢebildiği gösterilmiĢtir (Yılmaz ve Ulugöl 

2009). Bu durum günümüzün en fazla kullanılan bu ağrı kesici ilaç grubu için ciddi 

bir sakınca olarak görülmektedir. 

Ağrı yapıcı kimyasal veya mekanik etkenlerin periferde prostaglandinlerin 

sentezini ve periferik afferent sinir uçlarının ağrı uyarılarına karĢı duyarlılığını 

artırdıkları belirtilmiĢtir (Kayaalp 2009). Prostaglandinler hem nosiseptif duyarlılığı 

artırırlar hem de lokal dolaĢımda vazodilasyona sebep olarak daha fazla algojenik 

(aljezik) madde birikmesine sebep olurlar (Aydın 2002). Bununla iliĢkili olarak 

NSAĠĠ‟ın çoğu dokularda siklooksijenaz enzimlerini inhibe ederek (prostaglandin 

sentezi inhibisyonu) analjezik etki göstermektedir (Kayaalp 2009). 

Genel bir analjezik olarak sık kullanılan bu grup ilaçlar, ciddi gastrointestinal yan 

tesirleri yanında böbrek hasarı da yapmaktadır. Bu ilaçların ciddi yan tesirlerinin 

oluĢu araĢtırmacıları yeni ilaçlar üzerinde çalıĢmalara yöneltmektedir (Mete 2008).    

GW5074 (5-iyodo-3-[(3,5-dibromo-4-hidroksi fenil) metilen]-2-indolinon) c-Raf-

1 kinazın spesifik inhibitörüdür. c-Raf-1 kinaz sinyal yolağı sitokinlerin ve diğer 

proinflamatuar faktörlerin ekspresyonunu kontrol eder. Bunu da nükleer faktör kappa 
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B (NF-κB) sinyalizasyonunu stimüle ederek yapar. Serbest NF-κB‟nin çoğu 

inflamatuar proteinleri stimüle ettiği bilinmektedir (Burgess ve Echeverria 2010). 

Hastaların, özellikle kanser tedavisi görenlerin ağrısını en aza indirmek veya 

ortadan kaldırmak, yaĢam kalitesini olumlu yönde değiĢtirecektir. ÇalıĢmamızda son 

yıllarda santral sinir sistemi (SSS) üzerindeki etkileri yeni gösterilen raf kinaz 

inhibitörü GW5074'ün farelerde asetik asit ile oluĢturulan deneysel ağrı modeli 

üzerine etkileri araĢtırıldı.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Ağrı  

2.1.1. Ağrının Tanımı 

Ağrı, en yaygın hastalık semptomudur. Ağrılı (noksiyus) uyarılara karĢı 

vücudun cevap olarak verdiği koruyucu bir mekanizmadır (Swieboda ve ark. 2013). 

Uluslararası Ağrı ÇalıĢma Derneği (International Association for the Study of Pain, 

IASP) tarafından yapılmıĢ olan tanıma göre ağrı, “gerçek veya potansiyel doku 

hasarıyla iliĢkili, duyusal ve emosyonel hoĢ olmayan oldukça subjektif bir 

deneyimdir” (Loeser ve Melzack 1999).    

Ağrı, nosisepsiyon içinde bir algılama olayıdır (Yılmaz 2008). Aynı 

Ģiddetteki ağrılı bir uyaran, kiĢiden kiĢiye değiĢen Ģiddette ağrı oluĢturabilir. Hatta 

aynı kiĢide bile değiĢik Ģartlarda değiĢik Ģiddette ağrı oluĢturabilmektedir (Gökçe 

Kutsal ve ark. 2005). 

2.1.2. Ağrının Sınıflandırılması 

Ağrının sınıflandırılması sürekli ve sabit değildir. Sık kullanılan sınıflama 

aĢağıdaki gibidir (Kavlak Adana 2009): 

2.1.2.1. Nörofizyolojik Sınıflandırma 

1. Nosiseptif Ağrı: Sinir sistemi dıĢında tüm doku ve organlarda bulunan 

nosiseptörler (özelleĢmiĢ sinir uçları) tarafından algılanıp, SSS‟ne iletildikten 

sonra hissedilen ağrı tipidir (Gökçe Kutsal ve ark. 2005). Somatik ve visseral 

ağrıyı kapsamaktadır. 

a. Somatik Ağrı: Prensip olarak, somatik ağrı vücudu oluĢturan yapıların 

herhangi birine ait dokudan kaynaklanır. Kas incinmesi örnek olarak 

verilebilir (Gürel Korkmaz 2009). 

b. Visseral Ağrı: Ġç organlardan baĢlayan ağrılı uyaranlar, otonom sisteme 

ait afferent yollarla taĢınmaktadır. Visseral ağrı; yaygın, lokalizasyonu 

güç, yansıyan tipte olabilmektedir (Aydın 2002). Apandisit ağrısı örnek 

olarak verilebilir (Gürel Korkmaz 2009). 
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2. Nöropatik (Nonnosiseptif) Ağrı: Bu ağrı tipi, sinir sisteminin fonksiyonel 

bozukluğu ile ilgilidir. Periferik, santral ve sempatik sinir sisteminin 

bozukluğu nöropati olarak isimlendirilen ağrılı bir duruma neden 

olabilmektedir (Ġrdesel 2010). Diyabetik polinöropatiler örnek olarak 

verilebilir (Aydın 2002). 

2.1.2.2. Süreye Bağlı Sınıflandırma 

i. Akut Ağrı: Daima nosiseptif nitelikte olup, vücuda zarar veren bir olayın 

varlığını göstermektedir. Neden olan lezyon ile ağrı arasında yer, Ģiddet ve 

zaman bakımından iliĢki söz konusudur. Postoperatif ağrı bunun en iyi 

örneğidir (Aydın 2002). 

ii. Kronik Ağrı: Ağrının otonom hastalığın persistan semptomu olduğu, 

nörolojik, psikolojik ve fizyolojik bileĢenler ile birlikte olduğu bir hastalık 

sürecidir. Ağrı davranıĢı uzun sürmekte ve çevresel faktörlerle 

güçlendirilmektedir (Gürel Korkmaz 2009). 3-6 ay süren akut ağrı kronik ağrı 

özelliklerini gösterir (Aydın 2002). 

2.1.3. Nosisepsiyon 

Nosisepsiyon, bedenin bir bölgesindeki doku yaralanmasında uyarının 

nosiseptör ile alınıp, SSS‟ne götürülmesi, belirli bölge ve nöral yapılarda integre 

edilmesi, bu zararlı tehdidin algılanması, buna karĢı fizyolojik, biyokimyasal ve 

psikolojik önlemlerin harekete geçirilmesidir. Nosisepsiyon, doku hasarı ile ağrının 

algılanması arasında oluĢan elektrokimyasal olaylar serisinin bütünüdür (Mete 2008; 

Yılmaz 2008). Ağrı nosisepsiyon içinde bir algılama Ģekli olup kiĢiye ve içinde 

bulunduğu koĢullara göre değiĢen bir duygulanım Ģeklidir (Önal 2005). 

Ağrı inputu dokunun çevresindeki periferal lifler tarafından toplanır ve santral 

aksonlar tarafından spinal kord yoluyla beyine iletilir (Mertens ve ark. 2015). Ağrı 

algılamasının temeli primer afferent nosiseptörlerdir (Kavlak Adana 2009). 

Nosiseptörler cilt, periost, eklemler, kaslar, periton, organ duvarlarında bulunurlar 

(Gürel Korkmaz 2009; Swieboda ve ark. 2013). Temel uyaranları mekanik, termal ve 

kimyasal uyarılardır (Gökçe Kutsal ve ark. 2005; Gürel Korkmaz 2009). 

Nosiseptörler ile çevrelerindeki düz kaslar, kapillerler ve afferent sempatik sinir 

uçları nosiseptörlerin mikro çevresini oluĢtururlar (Sönmezocak 2011). Bu 
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reseptörlerin aktivasyonu uyarının Ģiddeti ve frekansı ile orantılıdır (Gürel Korkmaz 

2009). 

Ağrı iletiminde yer alan liflerin iki tipi vardır (Swieboda ve ark. 2013): 

1) A-delta (Aδ) lifi 

2) C lifi 

Aδ lifleri; genellikle uyarıldıkları tipe göre, mekanik veya termal nosiseptör 

adını almaktadır (Gürel Korkmaz 2009) ve keskin, iyi lokalize edilebilen bir ağrı 

üretirler (Gürel Korkmaz 2009; Swieboda ve ark. 2013). Bu lifler miyelinlidir ve 

yaklaĢık 20 m/sn hızda iletme kapasitesine sahiptir (Swieboda ve ark. 2013).  

C liflerinin uçları birden fazla stimulusla uyarıldıkları için “polimodal 

reseptörler” adını almaktadır (Mete 2008; Kavlak Adana 2009). Bunların miyelin 

kılıfları yoktur, dolayısıyla ağrılı uyaranların iletimi çok yavaĢ (0.5-2.0 m/sn hızda) 

olur (Gökçe Kutsal ve ark. 2005; Swieboda ve ark. 2013). Bu tip liflerin uyarılması 

künt, yanıcı, sızlayıcı, çok iyi lokalize edilemeyen tarzda ağrıya sebep olur (Gökçe 

Kutsal ve ark. 2005). C lifi sinir uçları, prostaglandin ve diğer mediyatörler 

tarafından duyarlılığı artırılabilir (Swieboda ve ark. 2013). 

Normal fizyolojik koĢullarda ağrı, hoĢ olmayan bir algılama olarak 

tanımlansa da amacı organizmayı zararlı bir saldırıdan korumaktır (Aydın 2002). 

2.1.4. Ağrının Algılanması 

 

Ağrı 4 aĢamada algılanır: 

a) Transdüksiyon (ġekil 1): Nosiseptörler termal, mekanik gibi 

uyaranlarla uyarıldıkları gibi aljezik maddeler (prostaglandin, 

bradikinin, P maddesi vb.) adı verilen biyokimyasal maddelerle de 

uyarılabilir veya duyarlılıkları artırılabilir (Yılmaz 2008). 

Nosiseptörlerde uyarının elektriksel aktiviteye dönüĢtürüldüğü 

aĢamaya denilmektedir (Aydın 2002). 
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ġekil 1: Transdüksiyon (Paksoy 2006‟dan modifiye edilmiĢtir) (Aff : Afferent). 

 

b) Transmisyon: Nosiseptörlerce algılanan ağrı bilgisinin üst merkezlere 

doğru iletilmesidir. Bu iletimde, Aδ ve C lifleri etkindir. 

 

c) Modülasyon: BaĢlıca spinal kord seviyesinde meydana gelen bir 

olaydır. Ağrılı uyaran burada değiĢime uğrayarak daha üst merkezlere 

iletilir.   

 

d) Persepsiyon: Spinal korddan geçip üst merkezlere doğru iletilen 

ağrının algılanmasıdır. Persepsiyon aĢamasında, ağrı duyusu hissedilir 

(Kavlak Adana 2009). 

 

Ağrı algılanmasının aĢamaları ġekil 2‟de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 2: Ağrı yolları (Paksoy 2006). 

 

2.2. Deneysel Ağrı Modelleri 

Hayvan modelleri son 20 yılda ağrının anlaĢılmasında, tedavisinde ve 

analjezik etkinliğin öngörülmesinde önemli bir araç haline gelmiĢtir (Gigliuto ve ark. 

2014). Farmakolojik ajanların nosisepsiyon ve analjezideki etkililiğini test etmede, 

deneysel metotlar kullanılmaktadır (Ekinci ve ark. 2011).  

Deneysel ağrı modellerinde, güvenilir bir model elde etmek ve analjezik 

etkiyi tespit etmek için güçlü bir ağrının oluĢturulması önemlidir (Olesen ve ark. 

2009). Bu modeller genellikle termal, mekanik ve kimyasal uyaranlara karĢı geliĢen 

ağrı eĢiğine dayanmaktadır (Barrot 2012). Ağrıdan kaynaklanan davranıĢların 

değerlendirilmesinde algojenik uyarıdan geri çekilme (Kauppila ve ark. 1998), 

abdominal gerilme (Gigliuto ve ark. 2014), vokalizasyon, ısırma, eĢme, yalama 

davranıĢları en sık kullanılan parametrelerdir (Woolf 1984; Matthies ve Franklin 

1992). 
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2.2.1. Termal Uyarı Ġle OluĢturulan Ağrı Modelleri 

Isıya karĢı nosiseptif cevabı ölçen testler deneysel olarak sıçan ve farelerde 

kullanılabilmektedir. Bu gruptaki bütün testlerde yanma riskinden sakınmak için 

çalıĢmalarda, testi durdurma zamanı her zaman tanımlanır (Barrot 2012). 

Tail immersiyon testi: Bu testte hayvanın kuyruğu, sıcaklığı sabit tutulan 55⁰C‟deki 

suya daldırılır (Mıshra ve ark. 2011; Haider ve ark. 2012). Birkaç saniye (sn) 

içerisinde sıçan kuyruğunu geri çeker. Bu zamana kadar geçen süre kronometre ile 

kaydedilir (Mıshra ve ark. 2011). Testi sonlandırma zamanı 20 sn olarak 

belirlenebilir (Choi ve ark. 2012).  

Tail flick testi: Nosiseptif testlerin en eskilerinden biridir. Uyarı, kontrol edilen 

radyant ısı ile oluĢturulur. Deney hayvanının kuyruğu bu ısıya maruz bırakıldıktan 

bir süre sonra kuyruk çekme hareketi gözlenir ve bu süre belirlenir. Bu test opiyatlara 

son derece duyarlı olup, sıçanlarda kolaylıkla uygulanabilir. Ancak uygulamadaki 

zorluk, hayvanı stres oluĢturmadan doğru hareketsiz kalmasını sağlamaktır (Barrot 

2012). Doku hasarından sakınmak için ısının Ģiddetine bağlı olarak 10-30 sn sonunda 

ölçüm sonlandırılabilir (Kılıç ve Erol 2000; Koçak ve ġahin 2009). 

Hot plate testi: Sık kullanılan klasik bir testtir (Barrot 2012). Bu test temel olarak, 

elektriksel olarak ısıtılmıĢ bir yüzeyden oluĢmaktadır. Bu yüzey bakır veya cam 

olabilir (Mıshra ve ark. 2011). Sıcaklık sık olarak 52 veya 55⁰C „de tutulur. Daha 

yüksek sıcaklıkta doku hasarı tehlikesi bulunmaktadır.  

Hayvanın ısıtılan yüzeye bırakılmasından sonra ayağını yalamasına veya 

çekmesine kadar geçen süre kaydedilir. Kullanılan yüzey materyaline bağlı olarak 

deney hayvanının pençe yalama latensi 5-10 s arasında değiĢkenlik gösterir (Barrot 

2012). Bazı çalıĢmalarda özellikle farelerde zıplama davranıĢı gösterene kadarki süre 

kaydedilir (Barrot 2012; Choi ve ark. 2012). Ayrıca ayağını kaldırma, sallama 

davranıĢları da gözlenebilir (Zimmer ve ark. 1998). 

2.2.2. Kimyasal Uyarı Ġle OluĢturulan Ağrı Modelleri 

Bu ağrı modellerinde nosiseptif cevap, asetik asit ve formalin ile oluĢturulan 

kimyasal uyarıya karĢı üretilmektedir (Ruiz-Medina ve ark. 2012). 
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Abdominal kontraksiyon testi: Ġnsanlardaki intestinal ağrıyla klinik olarak iliĢkisi 

olduğu düĢünülen hayvan modeli, asetik asit ile indüklenen visseral kontraksiyon 

modelidir (Shamsi Meymandi ve Keyhanfar 2013). Ağrı oluĢturmak için kullanılan 

bu testte asetik asit kullanılmaktadır. Genellikle %0.6-1‟lik asetik asit çözeltisi deney 

hayvanına intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edilir. 15 dakika boyunca gözlenen 

ağrı davranıĢı kaydedilir (Niu ve ark. 2011; Choi ve ark. 2012; Adedapo ve ark. 

2014). Ağrı davranıĢı olarak abdominal kasılmalar, arka ayakların ekstansiyonu ve 

vücudun dönmesi gözlenebilir (Mıshra ve ark. 2011).  

Formalin Testi:  Bu testte, 20 µl %5„lik formalin solüsyonu deney hayvanının arka 

ayağının dorsal yüzeyine subkutan (s.c.) olarak enjekte edilir. Beklenen ağrı 

davranıĢı, deney hayvanının enjeksiyonun yapıldığı pençesini yalaması ve/veya 

ısırmasıdır. Yanıt iki aĢamadan oluĢmakta olup, birinci aĢama 0-9 dakika arası ikinci 

aĢama ise 10-40 dakika arasıdır. Antinosiseptif aktivite, nosiseptif davranıĢ 

inhibisyonunun yüzdesi olarak ifade edilir (Alexa ve ark. 2015). Ġlk aĢamada 

nosiseptörler kimyasal ile direkt uyarılır ikinci aĢamada ise bu duruma inflamasyon 

da eĢlik eder (Arıcıoğlu 2007).  

2.2.3. Mekanik Uyarı Ġle OluĢturulan Ağrı Modelleri 

Ayak çekme testi (Paw withdrawal/ paw pressure test): 1957 yılında Randall ve 

Selitto tarafından geliĢtirilen bu test, temel olarak mekanik uyaran yardımıyla ağrı 

eĢiğinin belirlenmesinde kullanılır. Mekanik uyaran deney hayvanının pençesine 

uygulanır. Bir pedal aracılığıyla giderek artan miktarda basınç uygulanır. Temel 

yanıt olarak vokalizasyon kabul edilir ve çoğu zaman vokalizasyona ayak çekme 

davranıĢı eĢlik eder. Yöntem genel olarak sağlıklı ayak ile inflamatuar maddenin 

enjekte edilip, sonra ilaç uygulamasının yapıldığı ayak arasındaki farkı belirlemeyi 

amaçlar (Arıcıoğlu 2007).  

Kuyruk sıkıĢtırma testi (Tail pinch/ Tail clip test): Temel prensipler ve hayvanın 

olası davranıĢları yönünden ayak çekme testi gibidir. Uygulanan basıncın 

büyüklüğüne göre tepki gösterme süresi değiĢebilir. AraĢtırmada farklı Ģiddette  uyarı 

oluĢturan farklı klipsler kullanılabileceği gibi belli bir klipsle eĢik üstü süre tespit 

edilebilir (Arıcıoğlu 2007; Yılmaz 2008).  
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2.3. c-Raf Kinaz 

Raf kinazlar, memeli hücrelerindeki hücre sinyali transdüksiyon 

mekanizmalarının önemli bileĢenleridir. Aktivasyonları ile normal hücrelerde ve 

kanser hücrelerinde fosforilasyon kaskadı oluĢur. Raf kinazların aktivasyonuyla 

hücresel büyüme ve geliĢmenin düzenlendiği belirtilmiĢtir (Galmiche ve Fueller 

2007).  

Raf ailesinden ilk olarak 1985‟te keĢfedilen Raf-1, günümüzde c-Raf olarak 

adlandırılmıĢtır (Roskoski 2010). Raf kinazlar, A-Raf, B-Raf ve c-Raf olmak üzere 

üç izoformdan oluĢan bir serin/treonin spesifik kinaz ailesidir (Baccarini 2002; 

Maurer ve ark. 2011; Osborne ve ark. 2012). Bunların  proliferasyon, yaĢam, 

(Galmiche ve Ezzoukhry 2010; Roskoski 2010), apoptozis (Roskoski 2010) ve 

transformasyon gibi çeĢitli hücresel proseslerde yer aldığı rapor edilmiĢtir (Schreck 

ve Rapp 2006). 

Raf izoformları yapıca benzerdir (Chong ve ark. 2003). Bütün Raf kinazların 

CR1, CR2 ve CR3 olmak üzere üç bölgesi vardır (Chong ve ark. 2003; Baccarini 

2005). CR1 bölgesinde iki adet Ras bağlama bölgesi bulunmaktadır (Baccarini 2005) 

ve sistein bakımından zengindir. CR2; serin/treonin bakımından zengindir. CR3 ise 

Raf‟ın katalitik kinaz alanıdır (Chong ve ark. 2003; Baccarini 2005).  

Raf izoformlarının ekspresyonları farklıdır (Chong ve ark. 2003). En yaygın 

üretilen Raf kinazın c-Raf olduğu bildirilmiĢtir (Lei ve ark. 2008). B-Raf ve c-Raf‟lar 

beyinde eksprese edilirken, A-Raf burada eksprese edilmez (Chong ve ark. 2003).  

A-Raf, B-Raf ve c-Raf knockout fareler üretilmiĢtir. A-Raf knockout farelerin 

canlı olarak doğduğu ve genetik profillerine bağlı olarak nörolojik (anormal 

hareketler, tremor, rijidite vb.) ve intestinal defektlerin (megakolon) olduğu 

belirtilmiĢtir. Diğer taraftan; B-Raf ve c-Raf‟ı olmayan embriyoların 

midgestasyonelde iken öldüğü belirtilmiĢtir (Baccarini 2005).  

Ġnaktif halde (Ras-GDP) bulunan Ras proteinlerinin, hücrenin uyarılmasıyla 

aktif duruma (Ras-GTP) gelmesi tetiklenir (Doğan ve Güç 2004). Yani bu sinyal 

iletim yolu Ras aktivasyonuyla baĢlamaktadır (Küçükkaya ve Afrasyap 2012; 

Osborne ve ark. 2012).  
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Fosforillenen Ras proteinleri yüksek afinite ile Raf kinazlara bağlanmaktadır 

(Baccarini 2002; Doğan ve Güç 2004; Küçükkaya ve Afrasyap 2012). Bu proteinler 

Raf kinazların hücre membranına yerleĢimini ve aktivasyonunu sağlamaktadır 

(Baccarini 2002; Doğan ve Güç 2004; Burgess ve Echeverria 2010). Sonra burada 

sırasıyla mitojen ekstraselüler sinyal regüle edici kinaz (Keller ve ark. 2004; Burgess 

ve Echeverria 2010), ekstraselüler-sinyal regüle edilmiĢ kinaz (ERK) fosforillenir ve 

aktive edilir (Schreck ve Rapp 2006). Buna ek olarak; ERK sinyalizasyon yolağının 

hücre çoğalması, hücre ölümü ve hücre iskeletinin Ģekillenmesinde rol oynadığı 

belirtilmektedir (Küçükkaya ve Afrasyap 2012). 

Raf kinazların beyindeki geçici aktivasyonunun nöroprotektif olduğu ve 

normal beyin fonksiyonları için gerekli olduğu belirtilmektedir. Bir derlemede, c-

Raf‟ın geçici aktivasyonunun hücre yaĢamını ve sinaptik plastisiteyi devam ettirdiği 

bildirilmiĢtir. Diğer taraftan anormal aktivasyonunun beyindeki proinflamatuar 

faktörlerin ekspresyonunu aktive ederek veya artırarak nöroinflamasyona, 

nörodejenerasyona ve hatta hücre ölümüne sebep olabildiği belirtilmiĢtir (Burgess ve 

Echeverria 2010). 

c-Raf, NF-κB sinyalizasyonunu stimüle ederek sitokinlerin ve diğer 

proinflamatuar faktörlerin ekspresyonunu kontrol edebilir (Burgess ve Echeverria 

2010). c-Raf aktivasyonunun beyin fonksiyonları üzerine negatif veya pozitif bir 

etkisinin olabileceği, bunun aktivasyon zamanının uzunluğuna bağlı olduğu rapor 

edilmiĢtir (Beeram ve ark. 2003; Doğan ve Güç 2004). 

Ayrıca, c-Raf kinaz inhibitörü olan GW5074 bileĢiğinin nöroprotektif 

olduğunu gösteren çalıĢmalar da mevcuttur (Chin ve ark. 2004, Echeverria ve ark. 

2008). Beyinde amiloid beta peptid (Aβ) birikiminin nöronal hücre ölümünü 

indüklediği belirtilmektedir (Echeverria ve ark. 2008).  

Alzheimer hastalarının postmortem incelemelerinde, beyinlerinde c-Raf‟ın 

upregüle olduğu bulunmuĢtur. Bununla bağlantılı olarak; Echeverria ve ark. 

(2008)‟nın yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada, embriyojenik sıçan kortikal hücreleri 

kültür ortamına alınıp 7 gün sonra 5 µM Aβ ve farklı konsantrasyonlarda GW5074‟ü 

birlikte uygulamıĢlar, 48 saat sonra hücre sağ kalım oranı analiz edilmiĢ ve sonuç 



12 

 

olarak da; %73‟ten (5 µM Aβ), %93‟e (5 µM Aβ + 10 µM GW5074) çıkmıĢtır. 

GW5074‟ün nöroprotektif olduğu belirtilmiĢtir. 

Liu ve ark. (2011)‟nın yapmıĢ oldukları çalıĢmada, GW5074‟ün dopamin 

nöron kaybına olan etkisini incelemek için transgenik Caenorhabditis elegans modeli 

(Lösince zengin tekrarlı kinaz 2 (LRRK2) G2019S-indüklediği nörodejenerasyon 

modeli) kullanılmıĢtır. LRRK2‟nin transgenik ekspresyonu, dopaminerjik nöron 

kaybı ve davranıĢ eksiklikleri ile sonuçlanmıĢtır. 7 günlük hayvanlara %1‟lik DMSO 

uygulanmasının ardından deneklerin %52‟sinin en az 1 dopamin nöronunda 

dejenerasyon olduğu, %48‟inin ise, intakt 6 anterior dopamin nöronları olduğu 

gösterilmiĢtir. Ancak, 25 ve 10 µM GW5074 uygulamasının hayvanın dopamin 

nöron sağ kalımını önemli derecede artırdığı belirtilmiĢtir. 

Nöropatik ağrı modellerinde GW5074 uygulamasının hiperaljezi ve allodiniyi 

önemli derecede azalttığını gösteren çalıĢmalar da mevcuttur (Jaggi ve Singh 2012; 

2013). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deney Hayvanı 

Deneylerde, Bilkent Üniversitesi Fen Fakültesi Moleküler Biyoloji ve 

Genetik Bölümü Deney Hayvanları Ünitesi‟nden sağlanan 9 haftalık genç-yetiĢkin 

erkek C57BL/6 türü fareler kullanıldı. Fareler adı geçen deney hayvanları 

ünitesinden Tıbbi Farmakoloji laboratuvarına deneylerden en az 1 hafta önce 

getirilerek laboratuvar koĢullarına adaptasyonları sağlandı. Laboratuvar oda 

sıcaklığında (23 ± 1 
o
C) ve 12 saat aydınlık – 12 saat karanlık döngüsünün olacağı 

Ģekilde ayarlandı. Farelere ihtiyaçları kadar yiyecek (standart pellet yem) ve içme 

suyu verildi. Deneyler ve ilaç uygulamaları 09:30-15:30 saatleri arasında yapıldı. Bu 

çalıĢma için, etik kurul onayı Necmettin Erbakan Üniversitesi KONÜDAM Deneysel 

Tıp Uygulama ve AraĢtırma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu‟ndan 

(03.04.2015/2015-010) alındı (Bk. Ekler).  

3.2. Kullanılan Ġlaçlar ve Uygulama ġekilleri  

Deneylerde GW5074 (Tocris), DMSO (Sigma), glasiyel asetik asit (Sigma) 

ve metamizol (Novalgin ampul, Sanofi Aventis Ġlaç San.) kullanıldı. Metamizol 

sodyum‟un, serum fizyolojik içerisindeki çözeltileri hazırlandı. Uygulamalarda 

ilaçlar 10 g vücut ağırlığı baĢına 0.1 ml olacak Ģekilde hazırlanıp i.p. olarak enjekte 

edildi. 

3.3. ÇalıĢma Grupları 

ÇalıĢmamızda 5 grup oluĢturuldu. 

Grup 1: DMSO (çözücü) (n=6),  

Grup 2: Metamizol (Referans ilaç) 250 mg/kg dozda (Kılıç ve Erol 2000) verildi 

(n=5).   

Grup 3: GW5074 0.1 mg/kg dozda (n=6), 

Grup 4: GW5074 0.5 mg/kg dozda (Chin ve ark. 2004) (n=6), 

Grup 5: GW5074 2 mg/kg dozda (Chin ve ark. 2004) enjekte edildi (n=6).  

ÇalıĢmaya baĢlamadan önce deney hayvanları tartıldı ve ağırlıklarına göre 

verilecek ilaç dozları hesaplandı. Enjeksiyonlar yapıldıktan 30 dakika sonra farelere 

%0.6‟lık asetik asit verildi ve abdominal kontraksiyon testi yapıldı. 
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3.4. Kimyasal Ağrı Modeli 

ÇalıĢmada, kimyasal ağrı modeli olarak abdominal kontraksiyon testi 

kullanıldı. %0.6‟lık asetik asit çözeltisi i.p. olarak enjekte edildi (Arıhan ve ark. 

2010). Asetik asit enjeksiyonundan sonra 15 dakika boyunca gözlenen kıvranma 

sayıları kaydedildi. Gözlenen kıvranma (Resim 1) sayılarının ortalaması alındı. 

Çözücü ve referans ilaç grubunun kıvranma sayıları ile karĢılaĢtırılarak analjezik 

aktivite değerlendirildi. 

% Analjezik aktivite aĢağıdaki formüle göre hesaplandı (Koçak ve ġahin 

2009‟dan modifiye edilmiĢtir). 

 

           Çözücü grubundaki       _     Deney grubundaki 

                 ortalama kıvranma sayısı     ortalama kıvranma sayısı 

% Analjezik aktivite  =   ---------------------------------------------------------------- X 100  

           Çözücü grubundaki ortalama kıvranma sayısı 

 

3.5. Sonuçların Değerlendirilmesi ve Ġstatistiksel Analiz 

Elde edilen sonuçlar ortalama ± standart hata Ģeklinde hesaplandı. 

ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz verilerin istatistiksel analizi “IBM SPSS Statistics 

Version 20” programı kullanılarak yapıldı. Sonuçların istatistiksel olarak analizi için 

çoklu gruplara ait verilerin değerlendirilmesi ve karĢılaĢtırılmasında tek yönlü 

varyans analizi (One-way ANOVA) ve post-hoc Tukey testi kullanıldı. p değerleri 

0.05‟ten küçük olanlar anlamlı olarak kabul edildi (p<0.05).  
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Resim 1: Deney Hayvanı DavranıĢları. (A: Deney hayvanının asetik asit yokken gözlenen davranıĢı, 

B: Asetik asit uygulamasından sonra gözlenen kıvranma hareketi) 
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4. BULGULAR 

Metamizol (250 mg/kg) ve GW5074 (0.1, 0.5 ve 2 mg/kg) abdominal 

kontraksiyon testinde çözücü grubuna göre kıvranma sayılarını azalttı (ġekil 3). 

Ancak bu azalma GW5074‟ün 0.1 mg/kg dozunda anlamlı değil iken, 0.5 ve 2 mg/kg 

GW5074 ve metamizol (250 mg/kg) gruplarında anlamlılık belirlendi (p<0.05).  

 

* p<0.05 çözücü grubuna göre anlamlı olarak kabul edildi. 

ġekil 3: Çözücü ve deney gruplarının kıvranma sayıları 

  

GW5074 (0.1, 0.5 ve 2 mg/kg)‟ün antinosiseptif etki yüzdesi hesaplandı 

(Tablo 1). Sonuçlara göre, GW5074‟ün 0.5 ve 2 mg/kg dozlarında antinosiseptif 

etkiyi artırdığı görülmektedir. 

 

ĠLAÇ Doz  

(mg/kg, i.p.)    

% Antinosiseptif Etki   

GW5074 0.1 13.18 

GW5074 0.5 58.11 

GW5074 2 67.23 

Metamizol 250 100 

 

Tablo 1: GW5074‟ün çeĢitli dozlarının farelerde abdominal kontraksiyon testi sonuçlarına etkisi 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Raf kinaz, dorsal kök gangliyon nöron geliĢiminde (farklılaĢma ve akson 

geliĢimi) ve nöronun canlılığının devamında önemli rol oynamaktadır (Jaggi ve 

Singh 2013). c-Raf‟ın geçici aktivasyonunun sinaptik plastisiteyi devam ettirdiği de 

bildirilmiĢtir.  

Raf inhibitörü sorafenib‟in transgenik fare modelinde beyinde siklooksijenaz 

tip 2 enzimi (COX-2), indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), ve amiloid prekürsör 

protein (APP) ekspresyonunu azalttığı ve bellek bozukluğunu düzelttiği rapor 

edilmiĢtir (Burgess ve Echeverria 2010). Dolayısıyla nitrik oksit (NO) miktarı Raf 

inhibitörü ile azaltılmıĢtır. NO birikmesinin hiperaljeziye neden olduğu belirtilmiĢtir 

(Kayaalp 2009). Bununla iliĢkili olarak, çalıĢmamızda kullandığımız c-Raf inhibitörü 

GW5074 NO miktarını ve hiperaljeziyi azaltabilir veya önleyebilir. 

Ağrı, en yaygın hastalık semptomu olup (Swieboda ve ark. 2013) hoĢ 

olmayan bir deneyimdir. Ağrı durumuyla iliĢkili olan kimyasal mediyatörler, ağrı 

bilimcilerin her zaman ilgi gösterdikleri bir konu olmuĢtur (Verma ve ark. 2014). 

Doku hasarına bağlı olarak salgılanan prostaglandinler ağrı reseptörlerinin eĢiğini 

düĢürmektedir (Paksoy 2006). Dolayısıyla, sitokinlerin ve diğer proinflamatuvar 

faktörlerin ekspresyonunu kontrol eden c-Raf kinaz sinyal yolağının (Burgess ve 

Echeverria 2010) farmakolojik olarak inhibe edilmesi bu eĢiğin yükselmesine sebep 

olabilir. Bu nedenle çalıĢmamızda bu yolağı inhibe eden GW5074‟ün kimyasal ağrı 

modelinde antinosiseptif etki gösterebileceği hipotezini kurduk.  

Lei ve ark. (2008) GW5074 ve antiinflamatuvar bir ilaç olan deksametazonun 

hava yolu hiperreaktivitesi üzerine etkisini incelemiĢler. ÇalıĢmalarında “sidestream 

smoke fare modeli”ni kullanmıĢlar. Sidestream smoke ve inflamatuar cevap arasında 

güçlü bir korelasyon bulunduğu, sidestream smoke‟ın sistemik inflamatuar sitokin 

üretimini ve oksidatif stresi indüklediği belirtilmiĢtir. Deney modelini oluĢturmak 

için fareler 4 hafta boyunca her gün 4 adet sigaranın dumanına maruz bırakılmıĢ. 1. 

Haftadan sonra deney hayvanlarına 3 hafta boyunca GW5074 (0.5 ve 2 mg/kg) veya 

deksametazon i.p. olarak uygulamıĢlar. 4 haftanın sonunda hayvanların trakealarını 

incelemiĢler ve karbakol, endotelin-I ve potasyum‟a karĢı kontraktil cevabın önemli 

derecede arttığını göstermiĢler. Ayrıca yaptıkları patolojik inceleme sonuçlarına göre 

inflamatuar hücrelerin trakea düz kas tabakasına infiltrasyonu ve muköz bezlerde 
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hipertrofi gözlenmiĢtir. Ancak deksametazon ve GW5074 uygulamasının 

hayvanlardaki bu patolojik değiĢiklikleri azalttığı ve artmıĢ olan kontraktil cevabın 

da önemli ölçüde baskılandığı gösterilmiĢtir. Sonuç olarak yapılan bu çalıĢmaya 

göre, c-Raf inhibisyonu ile inflamasyon sinyalizasyonunun inhibe edilebileceğini 

söyleyebiliriz. Ġnflamasyonun inhibe edilmesi ağrının azaltılması anlamına da 

gelmektedir. Dolayısıyla c-Raf inhibisyonunun inflamasyon kontrolünde olduğu 

kadar ağrı yönetiminde rolü olabilir.    

Jaggi ve Singh isimli araĢtırmacıların yaptıkları bir çalıĢmada, kronik 

konstriktif yaralanma modeli ile sıçanlarda nöropatik ağrı oluĢturulmuĢtur. Cerrahi 

müdahaleden iki hafta sonra da GW5074 (2 ve 4 µg) intratekal (i.t.) olarak 

uygulanmıĢtır. Sonuç olarak çalıĢmalarında GW5074 uygulamasının hiperaljezi ve 

allodiniyi önemli derecede azalttığını göstermiĢlerdir. Bu modelde nöropatik ağrı 

yönetiminde c-Raf sinyalizasyonunun farmakolojik olarak inhibe edilmesinin yararlı 

olabileceği belirtilmiĢtir (Jaggi ve Singh 2013). Aynı araĢtırmacıların baĢka bir 

çalıĢmasında, periferik nöropati, vinkristin (50 µg/kg)‟in 10 gün boyunca art arda 

uygulamasıyla elde edilmiĢ ve GW5074 (2 ve 4 µg, i.t.) uygulamasının vinkristinin 

indüklediği hiperaljezi ve allodiniyi önemli ölçüde azalttığı gösterilmiĢtir (Jaggi ve 

Singh 2012).  

Yapılan bir çalıĢmada, Raf-1 selektif small interfering RNA (siRNA)‟in i.t. 

uygulamasıyla c-Raf‟ı knockdown yapılan sıçanlara bir hafta süreyle morfin 

uygulaması yapılmıĢ. Sonuç olarak; bu uygulamanın morfin-aracılı antinosiseptif 

toleransı ve termal hiperaljeziyi azalttığı gösterilmiĢtir. Ayrıca bu çalıĢmada lumbar 

spinal korddaki dorsal horn kalsitonin gen-iliĢkili peptid (CGRP) içeriğinin de 

önemli ölçüde azaldığı bildirilmiĢtir (Tumati ve ark. 2010). 

Yue ve ark. (2008)‟nın yaptıkları bir kültür çalıĢmasında, neonatal sıçan 

dorsal kök gangliyon (DRG) nöronları kullanılmıĢ ve aralıksız morfin aracılı bazal 

CGRP salınımındaki artıĢı GW5074 uygulamasının azalttığı gösterilmiĢtir. Kronik 

opioid agonist uygulamasıyla adenilil siklaz süperaktivasyonu indüklenmekte ve bu 

durumun GW5074 ile azaltılabileceği öne sürülmüĢtür (Yue ve ark. 2006).  
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Yine GW5074 uygulanan bir baĢka neonatal sıçan DRG nöronlarının kültür 

çalıĢmasında, morfin + kapsaisin uygulamasının GW5074 verilmeyen gruba göre 

CGRP salınımını azalttığı gösterilmiĢtir (Tumati ve ark. 2009). 

Bahsettiğimiz bu çalıĢmalardan dolayı, GW5074 bileĢiğinin antinosiseptif 

etkisinin olup olmadığını araĢtırmak istedik ve çalıĢmamızda bu kimyasalı kullandık.  

Asetik asitin indüklediği abdominal kontraksiyon testi, insanlardaki intestinal 

ağrıyla iliĢkili durumu klinik olarak göstermektedir. Bununla bağlantılı olarak, 

insanlardaki analjezik dozlar ile bu testteki ED50 değerleri arasında bir korelasyon 

bulunduğu belirtilmiĢtir. Ayrıca, abdominal kontraksiyon testi ağrı 

değerlendirmesinde son derece duyarlı bir modeldir. Zayıf analjezikler için de 

uygulanabilir ve dolayısıyla yeni ilaçların karĢılaĢtırılması için uygundur (Shamsi 

Meymandi ve Keyhanfar 2013). Bütün bu sebeplerden dolayı çalıĢmamızda ağrı 

modeli olarak bu testi kullanmayı uygun gördük. 

ÇalıĢmamızda, GW5074‟ün muhtemel antinosiseptif etkisi kimyasal ağrı 

modeli ile test edildi. Eldeki veriler değerlendirildiğinde; standart ilaç grubu 

metamizol, 0.5 ve 2 mg/kg GW5074 gruplarında çözücü grubuna göre belirgin bir 

analjezik etkinlik görülmüĢtür. Ayrıca, GW5074‟ün kıvranma testinde antinosiseptif 

etkinlik bakımından 2 mg/kg ile 0.5 mg/kg dozları arasında anlamlı bir fark 

bulunmamıĢtır. Ancak 2 mg/kg dozunda daha yüksek bir antinosiseptif etkinlik 

belirlenmiĢtir (ġekil 3).  

ÇalıĢmamız sonucunda gözlenen etki, bileĢiğin c-Raf kinaz inhibisyonu yaparak 

proinflamatuar mediyatörlerin sentezini engelleyebileceği ve ağrı eĢiğini yükseltmiĢ 

olabileceğinden kaynaklanabilir.  

Ayrıca Raf kinaz sinyalizasyonu ile aktive edilebilen NF-κB interlökin 6, 

interlökin-1 beta ve tümör nekrozis faktör alfa‟yı içeren proinflamatuar 

mediyatörlerin genlerini aktive eder (Lei ve ark. 2008; Tornatore ve ark. 2012). 

GW5074 ile dolaylı olarak bu proinflamatuar mediyatörlerin üretimi azaltılabilir ve 

antinosiseptif etkiye yardımcı olabilir. Elde edilen sonuçların ağrı tedavisi ile ilgili 

yapılan araĢtırmalara katkıda bulunacağı düĢüncesindeyiz. 
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Bu çalıĢmada elde edilen sonuçların doğrulanması ve bu antinosiseptif etki 

mekanizmalarının tam olarak açıklanabilmesi için moleküler düzeyde çalıĢmalara 

gerek vardır. Nöromediyatör düzeyinin belirlenmesi ve reseptör düzeyinde yapılacak 

çalıĢmalar sonucunda c-Raf inhibitörü olan GW5074‟ün ağrı tedavisinde önemli olup  

olmayacağı aydınlatılabilecektir. 
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