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KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI

Ad : A-delta

AP : Amiloid beta peptid

APP : Amiloid prekiirsor protein

CGRP : Kalsitonin gen-iligkili peptid

COX-2 : Siklooksijenaz tip 2 enzimi

DMSO : Dimetil siilfoksit

DRG : Dorsal kok gangliyonu

ERK : Ekstraseliiler-sinyal regiile edilmis kinaz
IASP : Uluslararas1 Agr1 Caligma Dernegi
iNOS : Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

i.p. : Intraperitoneal

i.t. : Intratekal

LRRK2 : Losince zengin tekrarli kinaz 2
NF-xB : Niikleer faktor kappa B

NO : Nitrik oksit

NSAII : Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaclar
sn : Saniye

s.c. : Subkutan

SSS : Santral Sinir Sistemi

siRNA : selektif small interfering RNA
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SEKILLER LISTESI

Sekil 1: Transdiiksiyon
Sekil 2: Agr yollar

Sekil 3: Coziicii ve deney gruplarinin kivranma sayilari



RESIM VE TABLO LISTESI

Resim 1: Deney Hayvani Davranislari. (A: Deney hayvaninin asetik asit yokken
gozlenen davranisi, B: Asetik asit uygulamasindan sonra gdzlenen kivranma
hareketi)

Tablo 1: GW5074’in ¢esitli dozlarinin farelerde abdominal kontraksiyon testi

sonuglarma etkisi



OZET

Visseral agri en sik rastlanilan agri tipi olup, mekanizmasi tam olarak
anlasilamamistir. Doku hasarina bagli olarak salgilanan prostaglandinler agri
reseptorlerinin  esigini  diisiirmektedir. Dolayisiyla, sitokinlerin ve diger
proinflamatuvar faktorlerin ekspresyonunu kontrol eden c-Raf kinaz sinyal yolaginin

farmakolojik olarak inhibe edilmesi bu esigin yiikselmesine sebep olabilir.

Bu aragtirma selektif c-Raf inhibitérii olan GW5074’iin kimyasal agr
modelinde antinosiseptif etkisinin olup olmadigmi test etmek amaciyla

gerceklestirilmistir.

Metamizol (250 mg/kg), GW5074 0.5 ve 2 mg/kg dozlarinda asetik asitle
indiiklenen abdominal kontraksiyon testinde antinosiseptif aktivite gdosterdi.

GW5074 her iki dozda da kivranma sayilarin1 6nemli derecede azaltti.
Bu bulgular 1s1ginda, GW5074’iin kimyasal agri modelinde farelerde periferik

antinosiseptif ozellik gosterdigi disiiniilebilir. Buna gore, c-Raf sinyalizasyonunun

inhibe edilmesinin agr1 yonetiminde olas1 yarar1 olabilir.

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

Kimyasal agr1 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. GIRIS VE AMAC

Agr1, zararli uyaranlara karst koruyucu bir mekanizma (Verma ve ark. 2014)
olup, doku hasarmin eslik ettigi hos olmayan sensorial ve emosyonel bir duygudur
(Swieboda ve ark. 2013). Hastalar tarafindan sik ifade edilen ¢ok faktorlii kompleks
bir olgu olan agri, hem norobilim alaninda hem de tibbi arastirmalarda 6nemli bir
yere sahiptir (Barrot 2012). Bilimin ve bilimsel metotlarin gelismesine paralel olarak
analjezi yontemlerinin gelistirilmesi arastirmacilarin en biiyiik ilgi alanlarindan biri

olmaya devam etmektedir.

Agn tedavisinde sik kullanilan ve narkotik analjezikler olarak da bilinen
opioidlerin bagimlilik ve tolerans gelismesi yaninda solunum depresyonu,

konstipasyon gibi kullanimini kisitlayan ciddi yan tesirleri bulunmaktadir (Mete

2008).

Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar (NSAIl), o6zellikle siddetli olmayan
agrilarda ¢ok sik kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan calismalarda NSAIl’in
analjezik etkilerine kars1 da tolerans gelisebildigi gosterilmistir (Yilmaz ve Ulugol
2009). Bu durum giiniimiiziin en fazla kullanilan bu agr1 kesici ilag grubu i¢in ciddi

bir sakinca olarak goriilmektedir.

Agrt yapict kimyasal veya mekanik etkenlerin periferde prostaglandinlerin
sentezini ve periferik afferent sinir uglarmin agri uyarilarina karst duyarliligim
artirdiklar belirtilmistir (Kayaalp 2009). Prostaglandinler hem nosiseptif duyarlilig
artirirlar hem de lokal dolasimda vazodilasyona sebep olarak daha fazla algojenik
(aljezik) madde birikmesine sebep olurlar (Aydin 2002). Bununla iliskili olarak
NSAIi’in ¢cogu dokularda siklooksijenaz enzimlerini inhibe ederek (prostaglandin

sentezi inhibisyonu) analjezik etki gostermektedir (Kayaalp 2009).

Genel bir analjezik olarak sik kullanilan bu grup ilaclar, ciddi gastrointestinal yan
tesirleri yaninda bobrek hasar1 da yapmaktadir. Bu ilaglarin ciddi yan tesirlerinin

olusu arastirmacilart yeni ilaglar iizerinde ¢aligmalara yoneltmektedir (Mete 2008).

GW5074 (5-iyodo-3-[(3,5-dibromo-4-hidroksi fenil) metilen]-2-indolinon) c-Raf-
1 kinazin spesifik inhibitoriidiir. c-Raf-1 kinaz sinyal yolag: sitokinlerin ve diger

proinflamatuar faktorlerin ekspresyonunu kontrol eder. Bunu da niikleer faktor kappa
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B (NF-kB) sinyalizasyonunu stimiile ederek yapar. Serbest NF-kB’nin ¢ogu
inflamatuar proteinleri stimiile ettigi bilinmektedir (Burgess ve Echeverria 2010).

Hastalarin, o6zellikle kanser tedavisi gorenlerin agrisin1 en aza indirmek veya
ortadan kaldirmak, yasam kalitesini olumlu yonde degistirecektir. Calismamizda son
yillarda santral sinir sistemi (SSS) flizerindeki etkileri yeni gosterilen raf kinaz
inhibitorii GW5074'iin farelerde asetik asit ile olusturulan deneysel agri modeli

tizerine etkileri arastirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Agn
2.1.1. Agrimin Tanim

Agr1, en yaygin hastalik semptomudur. Agrili (noksiyus) uyarilara karsi
viicudun cevap olarak verdigi koruyucu bir mekanizmadir (Swieboda ve ark. 2013).
Uluslararas1 Agr1 Calisma Dernegi (International Association for the Study of Pain,
IASP) tarafindan yapilmis olan tanima gore agri, “ger¢ek veya potansiyel doku
hasariyla iligkili, duyusal ve emosyonel hos olmayan olduk¢a subjektif bir
deneyimdir” (Loeser ve Melzack 1999).

Agr1, nosisepsiyon icinde bir algilama olayidir (Yimaz 2008). Ayn
siddetteki agrili bir uyaran, kisiden kisiye degisen siddette agri olusturabilir. Hatta
ayni kiside bile degisik sartlarda degisik siddette agri olusturabilmektedir (Gokge
Kutsal ve ark. 2005).

2.1.2. Agrimin Siniflandirilmasi

Agrimin smiflandirilmast stirekli ve sabit degildir. Sik kullanilan siiflama

asagidaki gibidir (Kavlak Adana 2009):

2.1.2.1. Norofizyolojik Stmflandirma

1. Nosiseptif Agri: Sinir sistemi disinda tim doku ve organlarda bulunan
nosiseptorler (6zellesmis sinir uglari) tarafindan algilanip, SSS’ne iletildikten
sonra hissedilen agr1 tipidir (Gok¢e Kutsal ve ark. 2005). Somatik ve visseral

agriy1 kapsamaktadir.

a. Somatik Agri: Prensip olarak, somatik agri viicudu olusturan yapilarin
herhangi birine ait dokudan kaynaklanir. Kas incinmesi ornek olarak

verilebilir (Giirel Korkmaz 2009).

b. Visseral Agri: I¢ organlardan baslayan agrili uyaranlar, otonom sisteme
ait afferent yollarla tasinmaktadir. Visseral agri; yaygin, lokalizasyonu
giic, yansiyan tipte olabilmektedir (Aydin 2002). Apandisit agrisi érnek
olarak verilebilir (Giirel Korkmaz 2009).



2. Noropatik (Nonnosiseptif) Agri: Bu agn tipi, sinir sisteminin fonksiyonel
bozuklugu ile ilgilidir. Periferik, santral ve sempatik sinir sisteminin
bozuklugu noropati olarak isimlendirilen agrili bir duruma neden
olabilmektedir (irdesel 2010). Diyabetik polindropatiler &rnek olarak
verilebilir (Aydin 2002).

2.1.2.2. Siireye Bagh Siiflandirma

i.  Akut Agri: Daima nosiseptif nitelikte olup, viicuda zarar veren bir olayin
varligint gostermektedir. Neden olan lezyon ile agri arasinda yer, siddet ve
zaman bakimindan iliski s6z konusudur. Postoperatif agri bunun en iyi

ornegidir (Aydin 2002).

ii. Kronik Agri: Agrinin otonom hastaligin persistan semptomu oldugu,
norolojik, psikolojik ve fizyolojik bilesenler ile birlikte oldugu bir hastalik
sirecidir. Agr1  davranist  uzun siirmekte ve c¢evresel faktorlerle
giiclendirilmektedir (Giirel Korkmaz 2009). 3-6 ay stiren akut agr1 kronik agr1
ozelliklerini gosterir (Aydin 2002).

2.1.3. Nosisepsiyon

Nosisepsiyon, bedenin bir bolgesindeki doku yaralanmasinda uyarinin
nosiseptor ile alinip, SSS’ne gotiiriilmesi, belirli bolge ve noral yapilarda integre
edilmesi, bu zararli tehdidin algilanmasi, buna karsi fizyolojik, biyokimyasal ve
psikolojik onlemlerin harekete gecirilmesidir. Nosisepsiyon, doku hasari ile agrinin
algilanmasi arasinda olusan elektrokimyasal olaylar serisinin biitiintidiir (Mete 2008;
Yilmaz 2008). Agr1 nosisepsiyon icinde bir algilama sekli olup kisiye ve iginde
bulundugu kosullara gére degisen bir duygulanim seklidir (Onal 2005).

Agr1 inputu dokunun ¢evresindeki periferal lifler tarafindan toplanir ve santral
aksonlar tarafindan spinal kord yoluyla beyine iletilir (Mertens ve ark. 2015). Agr
algilamasmin temeli primer afferent nosiseptorlerdir (Kavlak Adana 2009).
Nosiseptorler cilt, periost, eklemler, kaslar, periton, organ duvarlarinda bulunurlar
(Giirel Korkmaz 2009; Swieboda ve ark. 2013). Temel uyaranlari mekanik, termal ve
kimyasal uyarilardir (Gok¢e Kutsal ve ark. 2005; Giirel Korkmaz 2009).
Nosiseptorler ile cevrelerindeki diiz kaslar, kapillerler ve afferent sempatik sinir

uclar1 nosiseptorlerin  mikro ¢evresini olustururlar (S6nmezocak 2011). Bu

4



reseptorlerin aktivasyonu uyarinin siddeti ve frekansi ile orantilidir (Giirel Korkmaz
2009).

Agr1 iletiminde yer alan liflerin iki tipi vardir (Swieboda ve ark. 2013):
1) A-delta (A9) lifi
2) Clifi

AJ lifleri; genellikle uyarildiklar: tipe gore, mekanik veya termal nosiseptor
adim1 almaktadir (Giirel Korkmaz 2009) ve keskin, iyi lokalize edilebilen bir agri
tiretirler (Giirel Korkmaz 2009; Swieboda ve ark. 2013). Bu lifler miyelinlidir ve
yaklasik 20 m/sn hizda iletme kapasitesine sahiptir (Swieboda ve ark. 2013).

C liflerinin uglart birden fazla stimulusla uyarildiklart i¢in “polimodal
reseptorler” adin1 almaktadir (Mete 2008; Kavlak Adana 2009). Bunlarin miyelin
kiliflar1 yoktur, dolayisiyla agrili uyaranlarin iletimi ¢ok yavas (0.5-2.0 m/sn hizda)
olur (Gokee Kutsal ve ark. 2005; Swieboda ve ark. 2013). Bu tip liflerin uyarilmasi
kiint, yanici, sizlayici, ¢ok iyi lokalize edilemeyen tarzda agriya sebep olur (Gokge
Kutsal ve ark. 2005). C lifi sinir uglari, prostaglandin ve diger mediyatorler

tarafindan duyarliligi artirilabilir (Swieboda ve ark. 2013).

Normal fizyolojik kosullarda agri, hos olmayan bir algilama olarak

tanimlansa da amaci organizmayi zararli bir saldiridan korumaktir (Aydin 2002).

2.1.4. Agrimin Algillanmasi

Agr1 4 asamada algilanir:

a) Transdiiksiyon (Sekil 1): Nosiseptorler termal, mekanik gibi
uyaranlarla uyarildiklar1 gibi aljezik maddeler (prostaglandin,
bradikinin, P maddesi vb.) adi verilen biyokimyasal maddelerle de
uyartlabilir  veya duyarliliklari  artirilabilir  (Yilmaz ~ 2008).
Nosiseptorlerde uyarmin elektriksel aktiviteye dontstiirildigi

asamaya denilmektedir (Aydin 2002).



ENDOJEN - EKSOJEN
DOKU HASARI

NOSISEPTOR l 1 l

—
AfE. (A8, C) /; *Prostaglandin
.‘_

*Bradikinin
*Serotonin
*Histamin
*Noradrenalin
*P maddesi

—

Sekil 1: Transdiiksiyon (Paksoy 2006’dan modifiye edilmistir) (Aff : Afferent).

b) Transmisyon: Nosiseptorlerce algilanan agri bilgisinin iist merkezlere

dogru iletilmesidir. Bu iletimde, Ad ve C lifleri etkindir.

C) Modiilasyon: Baslica spinal kord seviyesinde meydana gelen bir
olaydir. Agrili uyaran burada degisime ugrayarak daha iist merkezlere
iletilir.

d) Persepsiyon: Spinal korddan gegip iist merkezlere dogru iletilen
agrinin algilanmasidir. Persepsiyon asamasinda, agri duyusu hissedilir

(Kavlak Adana 2009).

Agrn algilanmasinin agamalar1 Sekil 2°de gosterilmistir.



Sensorial
korteks

Arka kok

Arka kok
gangliyonu £

Kalin lifler '
ince llﬂer/_\_/_/

Sekil 2: Agr1 yollar1 (Paksoy 2006).

2.2. Deneysel Agr1 Modelleri

Hayvan modelleri son 20 yilda agrimin anlagilmasinda, tedavisinde ve
analjezik etkinligin ongdriilmesinde 6nemli bir ara¢ haline gelmistir (Gigliuto ve ark.
2014). Farmakolojik ajanlarin nosisepsiyon ve analjezideki etkililigini test etmede,

deneysel metotlar kullanilmaktadir (Ekinci ve ark. 2011).

Deneysel agr1 modellerinde, gilivenilir bir model elde etmek ve analjezik
etkiyi tespit etmek i¢in giiglii bir agrinin olusturulmasi 6nemlidir (Olesen ve ark.
2009). Bu modeller genellikle termal, mekanik ve kimyasal uyaranlara kars1 gelisen
agr1 esigine dayanmaktadir (Barrot 2012). Agridan kaynaklanan davraniglarin
degerlendirilmesinde algojenik uyaridan geri ¢ekilme (Kauppila ve ark. 1998),
abdominal gerilme (Gigliuto ve ark. 2014), vokalizasyon, 1sirma, esme, yalama
davraniglar1 en sik kullanilan parametrelerdir (Woolf 1984; Matthies ve Franklin
1992).



2.2.1. Termal Uyari ile Olusturulan Agr1 Modelleri

Istya kars1 nosiseptif cevabi 6lgen testler deneysel olarak sigan ve farelerde
kullanilabilmektedir. Bu gruptaki biitiin testlerde yanma riskinden sakinmak igin

calismalarda, testi durdurma zamani her zaman tanimlanir (Barrot 2012).

Tail immersiyon testi: Bu testte hayvanin kuyrugu, sicakligi sabit tutulan 55°C’deki
suya daldirilir (Mishra ve ark. 2011; Haider ve ark. 2012). Birkag saniye (sn)
icerisinde sigan kuyrugunu geri ¢eker. Bu zamana kadar gecen siire kronometre ile
kaydedilir (Mishra ve ark. 2011). Testi sonlandirma zamani 20 sn olarak
belirlenebilir (Choi ve ark. 2012).

Tail flick testi: Nosiseptif testlerin en eskilerinden biridir. Uyari, kontrol edilen
radyant 1s1 ile olusturulur. Deney hayvanmin kuyrugu bu 1stya maruz birakildiktan
bir siire sonra kuyruk ¢ekme hareketi gozlenir ve bu siire belirlenir. Bu test opiyatlara
son derece duyarli olup, siganlarda kolaylikla uygulanabilir. Ancak uygulamadaki
zorluk, hayvani stres olusturmadan dogru hareketsiz kalmasini saglamaktir (Barrot
2012). Doku hasarindan sakinmak i¢in 1sinin siddetine bagli olarak 10-30 sn sonunda
6l¢tim sonlandirilabilir (Kilig ve Erol 2000; Kogak ve Sahin 2009).

Hot plate testi: Sik kullanilan klasik bir testtir (Barrot 2012). Bu test temel olarak,
elektriksel olarak 1sitilmis bir yiizeyden olusmaktadir. Bu ylizey bakir veya cam
olabilir (Mishra ve ark. 2011). Sicaklik sik olarak 52 veya 55°C ‘de tutulur. Daha
yiiksek sicaklikta doku hasar1 tehlikesi bulunmaktadir.

Hayvanin 1sitilan yiizeye birakilmasindan sonra ayagimi yalamasina veya
cekmesine kadar gecen siire kaydedilir. Kullanilan yiizey materyaline bagli olarak
deney hayvanimin penge yalama latensi 5-10 s arasinda degiskenlik gosterir (Barrot
2012). Bazi ¢alismalarda o6zellikle farelerde ziplama davranisi gosterene kadarki siire
kaydedilir (Barrot 2012; Choi ve ark. 2012). Ayrica ayagmi kaldirma, sallama

davraniglar1 da gozlenebilir (Zimmer ve ark. 1998).

2.2.2. Kimyasal Uyari Ile Olusturulan Agr1 Modelleri

Bu agr1 modellerinde nosiseptif cevap, asetik asit ve formalin ile olusturulan

kimyasal uyariya kars1 tiretilmektedir (Ruiz-Medina ve ark. 2012).



Abdominal kontraksiyon testi: Insanlardaki intestinal agriyla klinik olarak iliskisi
oldugu diisiiniilen hayvan modeli, asetik asit ile indiiklenen visseral kontraksiyon
modelidir (Shamsi Meymandi ve Keyhanfar 2013). Agri olusturmak i¢in kullanilan
bu testte asetik asit kullanilmaktadir. Genellikle %0.6-1’lik asetik asit ¢ozeltisi deney
hayvanina intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edilir. 15 dakika boyunca gozlenen
agr1 davranig1 kaydedilir (Niu ve ark. 2011; Choi ve ark. 2012; Adedapo ve ark.
2014). Agr davranist olarak abdominal kasilmalar, arka ayaklarin ekstansiyonu ve

viicudun donmesi gozlenebilir (Mishra ve ark. 2011).

Formalin Testi: Bu testte, 20 pl %5°lik formalin soliisyonu deney hayvaninin arka
ayaginin dorsal yiizeyine subkutan (s.c.) olarak enjekte edilir. Beklenen agri
davranisi, deney hayvaninin enjeksiyonun yapildigi pengesini yalamasi ve/veya
isirmasidir. Yanit iki asamadan olusmakta olup, birinci asama 0-9 dakika aras1 ikinci
asama ise 10-40 dakika arasidir. Antinosiseptif aktivite, nosiseptif davranis
inhibisyonunun yiizdesi olarak ifade edilir (Alexa ve ark. 2015). Ilk asamada
nosiseptorler kimyasal ile direkt uyarilir ikinci asamada ise bu duruma inflamasyon

da eslik eder (Aricioglu 2007).

2.2.3. Mekanik Uyari ile Olusturulan Agr1 Modelleri

Ayak ¢cekme testi (Paw withdrawal/ paw pressure test): 1957 yilinda Randall ve
Selitto tarafindan gelistirilen bu test, temel olarak mekanik uyaran yardimiyla agri
esiginin belirlenmesinde kullanilir. Mekanik uyaran deney hayvaninin pengesine
uygulanir. Bir pedal araciligiyla giderek artan miktarda basing uygulanir. Temel
yanit olarak vokalizasyon kabul edilir ve ¢ogu zaman vokalizasyona ayak ¢ekme
davranigi eslik eder. Yontem genel olarak saglikli ayak ile inflamatuar maddenin
enjekte edilip, sonra ila¢ uygulamasinin yapildigi ayak arasindaki farki belirlemeyi
amaglar (Aricioglu 2007).

Kuyruk sikistirma testi (Tail pinch/ Tail clip test): Temel prensipler ve hayvanin
olasi davraniglar1 yoniinden ayak c¢ekme testi gibidir. Uygulanan basincin
biiyiikliigiine gore tepki gosterme siiresi degisebilir. Arastirmada farkli siddette uyari
olusturan farkli klipsler kullanilabilecegi gibi belli bir klipsle esik iistii siire tespit
edilebilir (Aricioglu 2007; Yilmaz 2008).



2.3. c-Raf Kinaz

Raf kinazlar, memeli hiicrelerindeki hiicre sinyali transdiiksiyon
mekanizmalarimin 6nemli bilesenleridir. Aktivasyonlar1 ile normal hiicrelerde ve
kanser hiicrelerinde fosforilasyon kaskadi olusur. Raf kinazlarin aktivasyonuyla
hiicresel biiyiime ve gelismenin diizenlendigi belirtilmistir (Galmiche ve Fueller
2007).

Raf ailesinden ilk olarak 1985°te kesfedilen Raf-1, giinimiizde c-Raf olarak
adlandinnlmistir (Roskoski 2010). Raf kinazlar, A-Raf, B-Raf ve c-Raf olmak iizere
ii¢ izoformdan olusan bir serin/treonin spesifik kinaz ailesidir (Baccarini 2002;
Maurer ve ark. 2011; Osborne ve ark. 2012). Bunlarin proliferasyon, yasam,
(Galmiche ve Ezzoukhry 2010; Roskoski 2010), apoptozis (Roskoski 2010) ve
transformasyon gibi ¢esitli hiicresel proseslerde yer aldigi rapor edilmistir (Schreck

ve Rapp 2006).

Raf izoformlar1 yapica benzerdir (Chong ve ark. 2003). Biitiin Raf kinazlarin
CR1, CR2 ve CR3 olmak iizere ii¢ bolgesi vardir (Chong ve ark. 2003; Baccarini
2005). CR1 bolgesinde iki adet Ras baglama bolgesi bulunmaktadir (Baccarini 2005)
ve sistein bakimindan zengindir. CR2; serin/treonin bakimindan zengindir. CR3 ise

Raf’in katalitik kinaz alanidir (Chong ve ark. 2003; Baccarini 2005).

Raf izoformlarmin ekspresyonlari farklidir (Chong ve ark. 2003). En yaygin
tiretilen Raf kinazin c-Raf oldugu bildirilmistir (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 tiretilmistir. A-Raf knockout farelerin
canli olarak dogdugu ve genetik profillerine bagli olarak norolojik (anormal
hareketler, tremor, rijidite vb.) ve intestinal defektlerin (megakolon) oldugu
belirtilmistir. Diger taraftan; B-Raf ve c-Raf’1 olmayan embriyolarin

midgestasyonelde iken 6ldiigii belirtilmistir (Baccarini 2005).

Inaktif halde (Ras-GDP) bulunan Ras proteinlerinin, hiicrenin uyarilmasiyla
aktif duruma (Ras-GTP) gelmesi tetiklenir (Dogan ve Gii¢ 2004). Yani bu sinyal
iletim yolu Ras aktivasyonuyla baslamaktadir (Kiigiikkaya ve Afrasyap 2012;
Osborne ve ark. 2012).
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Fosforillenen Ras proteinleri yiiksek afinite ile Raf kinazlara baglanmaktadir
(Baccarini 2002; Dogan ve Gii¢ 2004; Kiiciikkaya ve Afrasyap 2012). Bu proteinler
Raf kinazlarin hiicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglamaktadir
(Baccarini 2002; Dogan ve Gii¢ 2004; Burgess ve Echeverria 2010). Sonra burada
sirastyla mitojen ekstraseliiler sinyal regiile edici kinaz (Keller ve ark. 2004; Burgess
ve Echeverria 2010), ekstraseliiler-sinyal regiile edilmis kinaz (ERK) fosforillenir ve
aktive edilir (Schreck ve Rapp 2006). Buna ¢k olarak; ERK sinyalizasyon yolaginin
hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimii ve hiicre iskeletinin sekillenmesinde rol oynadigi

belirtilmektedir (Kiigiikkaya ve Afrasyap 2012).

Raf kinazlarin beyindeki gegici aktivasyonunun noroprotektif oldugu ve
normal beyin fonksiyonlari igin gerekli oldugu belirtilmektedir. Bir derlemede, c-
Raf’in gegici aktivasyonunun hiicre yasamini ve sinaptik plastisiteyi devam ettirdigi
bildirilmigtir. Diger taraftan anormal aktivasyonunun beyindeki proinflamatuar
faktorlerin  ekspresyonunu aktive ederek veya artirarak noroinflamasyona,
norodejenerasyona ve hatta hiicre 6liimiine sebep olabildigi belirtilmistir (Burgess ve

Echeverria 2010).

c-Raf, NF-xB sinyalizasyonunu stimiile ederek sitokinlerin ve diger
proinflamatuar faktorlerin ekspresyonunu kontrol edebilir (Burgess ve Echeverria
2010). c-Raf aktivasyonunun beyin fonksiyonlar1 iizerine negatif veya pozitif bir
etkisinin olabilecegi, bunun aktivasyon zamaninin uzunluguna bagli oldugu rapor

edilmistir (Beeram ve ark. 2003; Dogan ve Giig 2004).

Ayrica, c-Raf kinaz inhibitérii olan GWS5074 bilesiginin noroprotektif
oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur (Chin ve ark. 2004, Echeverria ve ark.
2008). Beyinde amiloid beta peptid (AP) birikiminin ndronal hiicre 6liimiini

indiikledigi belirtilmektedir (Echeverria ve ark. 2008).

Alzheimer hastalarinin postmortem incelemelerinde, beyinlerinde c-Raf’in
upregiile oldugu bulunmustur. Bununla baglantili olarak; Echeverria ve ark.
(2008)’nin yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, embriyojenik sigan kortikal hiicreleri
kiiltiir ortamina alinip 7 giin sonra 5 uM AP ve farkli konsantrasyonlarda GW5074’i

birlikte uygulamislar, 48 saat sonra hiicre sag kalim orani analiz edilmis ve sonug
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olarak da; %73’ten (5 uM AP), %93’e¢ (5 uM AP + 10 uM GWS5074) cikmustir.
GW5074’iin noroprotektif oldugu belirtilmistir.

Liu ve ark. (2011)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada, GW5074’in dopamin
noron kaybina olan etkisini incelemek i¢in transgenik Caenorhabditis elegans modeli
(Losince zengin tekrarli kinaz 2 (LRRK2) G2019S-indiikledigi ndrodejenerasyon
modeli) kullanilmistir. LRRK2’nin transgenik ekspresyonu, dopaminerjik ndron
kaybi1 ve davranis eksiklikleri ile sonug¢lanmistir. 7 giinliik hayvanlara %1°lik DMSO
uygulanmasinin ardindan deneklerin %52’sinin en az 1 dopamin ndronunda
dejenerasyon oldugu, %48’inin ise, intakt 6 anterior dopamin néronlart oldugu
gosterilmistir. Ancak, 25 ve 10 uM GW5074 uygulamasimin hayvanin dopamin

noron sag kalimin1 6nemli derecede artirdigi belirtilmistir.

Noropatik agri modellerinde GW5074 uygulamasinin hiperaljezi ve allodiniyi
onemli derecede azalttigini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (Jaggi ve Singh 2012,
2013).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvani

Deneylerde, Bilkent Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii Deney Hayvanlar1 Unitesi’'nden saglanan 9 haftalik geng-yetiskin
erkek C57BL/6 tirii fareler kullanildi. Fareler adi gecen deney hayvanlar
tinitesinden Tibbi Farmakoloji laboratuvarina deneylerden en az 1 hafta once
getirilerek laboratuvar kosullarina adaptasyonlar1 saglandi. Laboratuvar oda
sicakliginda (23 + 1 °C) ve 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik dongiisiiniin olacag
sekilde ayarlandi. Farelere ihtiyaglar1 kadar yiyecek (standart pellet yem) ve igme
suyu verildi. Deneyler ve ilag uygulamalar1 09:30-15:30 saatleri arasinda yapildi. Bu
calisma icin, etik kurul onay1 Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel
Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan
(03.04.2015/2015-010) alind1 (BK. EKler).

3.2. Kullanilan ilaclar ve Uygulama Sekilleri

Deneylerde GW5074 (Tocris), DMSO (Sigma), glasiyel asetik asit (Sigma)
ve metamizol (Novalgin ampul, Sanofi Aventis ila¢ San.) kullanildi. Metamizol
sodyum’un, serum fizyolojik igerisindeki ¢ozeltileri hazirlandi. Uygulamalarda

ilaglar 10 g viicut agirhigi basina 0.1 ml olacak sekilde hazirlanip i.p. olarak enjekte
edildi.

3.3. Calisma Gruplar

Calismamizda 5 grup olusturuldu.

Grup 1: DMSO (¢oziicii) (n=6),

Grup 2: Metamizol (Referans ilag) 250 mg/kg dozda (Kili¢ 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).

Calismaya baglamadan Once deney hayvanlar tartildi ve agirliklarina gore
verilecek ilag dozlart hesaplandi. Enjeksiyonlar yapildiktan 30 dakika sonra farelere

%0.6’11k asetik asit verildi ve abdominal kontraksiyon testi yapildi.
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3.4. Kimyasal Agr1 Modeli

Calismada, kimyasal agri modeli olarak abdominal kontraksiyon testi
kullanildi. %0.6’lik asetik asit ¢ozeltisi i.p. olarak enjekte edildi (Arihan ve ark.
2010). Asetik asit enjeksiyonundan sonra 15 dakika boyunca gozlenen kivranma
sayilar1 kaydedildi. Gozlenen kivranma (Resim 1) sayilarmin ortalamasi alindi.
Coziicti ve referans ila¢ grubunun kivranma sayilar ile karsilastirilarak analjezik

aktivite degerlendirildi.

% Analjezik aktivite asagidaki formiile gore hesaplandi (Kogak ve Sahin
2009’dan modifiye edilmistir).

Coziicti grubundaki ~ _ Deney grubundaki

ortalama kivranma sayis1  ortalama kivranma sayisi

% Analjezik aktivite = ----------mmomrmmmee - s X 100

Coziicii grubundaki ortalama kivranma sayisi

3.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglar ortalama + standart hata seklinde hesaplandi.
Calismamizda elde ettigimiz verilerin istatistiksel analizi “IBM SPSS Statistics
Version 20” programi kullanilarak yapildi. Sonuglarin istatistiksel olarak analizi i¢in
coklu gruplara ait verilerin degerlendirilmesi ve karsilastirilmasinda tek yonli
varyans analizi (One-way ANOVA) ve post-hoc Tukey testi kullanildi. p degerleri
0.05’ten kiigiik olanlar anlamli olarak kabul edildi (p<0.05).
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Resim 1: Deney Hayvami Davranislari. (A: Deney hayvaninin asetik asit yokken g6zlenen davranist,
B: Asetik asit uygulamasindan sonra gézlenen kivranma hareketi)
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4. BULGULAR

Metamizol (250 mg/kg) ve GW5074 (0.1, 0.5 ve 2 mg/kg) abdominal
kontraksiyon testinde ¢o6ziicii grubuna goére kivranma sayilarini azaltti (Sekil 3).
Ancak bu azalma GW5074’iin 0.1 mg/kg dozunda anlamli degil iken, 0.5 ve 2 mg/kg
GW5074 ve metamizol (250 mg/kg) gruplarinda anlamlilik belirlendi (p<0.05).

w

Kivranma Savist

60

50

40

30

20

10

Cdoziicii

*

*=
I |
0.1 0.5 2

GW5074 (mg/kg)

Metamizol

GRUPLAR

* p<0.05 ¢oziicli grubuna gore anlamli olarak kabul edildi.
Sekil 3: Coziicii ve deney gruplarimin kivranma sayilari

GW5074 (0.1, 0.5 ve 2 mg/kg)’iin antinosiseptif etki ylizdesi hesaplandi

(Tablo 1). Sonuglara gore, GW5074’iin 0.5 ve 2 mg/kg dozlarinda antinosiseptif

etkiyi artirdig goriilmektedir.

ILAC Doz % Antinosiseptif Etki
(mg/kg, i.p.)

GW5074 0.1 13.18

GW5074 05 58.11

GW5074 2 67.23

Metamizol 250 100

Tablo 1: GW5074’iin gesitli dozlarinin farelerde abdominal kontraksiyon testi sonuglarina etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Raf kinaz, dorsal kok gangliyon noron gelisiminde (farklilasma ve akson
gelisimi) ve noronun canliliginin devaminda 6nemli rol oynamaktadir (Jaggi ve
Singh 2013). c-Raf’in gegici aktivasyonunun sinaptik plastisiteyi devam ettirdigi de
bildirilmistir.

Raf inhibitorii sorafenib’in transgenik fare modelinde beyinde siklooksijenaz
tip 2 enzimi (COX-2), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), ve amiloid prekiirsor
protein (APP) ekspresyonunu azalttigi ve bellek bozuklugunu diizelttigi rapor
edilmistir (Burgess ve Echeverria 2010). Dolayisiyla nitrik oksit (NO) miktar1 Raf
inhibitdrii ile azaltilmistir. NO birikmesinin hiperaljeziye neden oldugu belirtilmistir
(Kayaalp 2009). Bununla iliskili olarak, ¢alismamizda kullandigimiz c-Raf inhibitorii
GW5074 NO miktarini ve hiperaljeziyi azaltabilir veya onleyebilir.

Agri, en yaygm hastalik semptomu olup (Swieboda ve ark. 2013) hos
olmayan bir deneyimdir. Agri durumuyla iligkili olan kimyasal mediyatorler, agri
bilimcilerin her zaman ilgi gosterdikleri bir konu olmustur (Verma ve ark. 2014).
Doku hasarina bagl olarak salgilanan prostaglandinler agri1 reseptorlerinin esigini
diistirmektedir (Paksoy 2006). Dolayisiyla, sitokinlerin ve diger proinflamatuvar
faktorlerin ekspresyonunu kontrol eden c-Raf kinaz sinyal yolaginin (Burgess ve
Echeverria 2010) farmakolojik olarak inhibe edilmesi bu esigin yiikselmesine sebep
olabilir. Bu nedenle ¢alismamizda bu yolagi inhibe eden GW5074’ilin kimyasal agri

modelinde antinosiseptif etki gdsterebilecegi hipotezini kurduk.

Lei ve ark. (2008) GW5074 ve antiinflamatuvar bir ilag olan deksametazonun
hava yolu hiperreaktivitesi iizerine etkisini incelemisler. Calismalarinda “‘sidestream
smoke fare modeli”ni kullanmiglar. Sidestream smoke ve inflamatuar cevap arasinda
giiclii bir korelasyon bulundugu, sidestream smoke’in sistemik inflamatuar sitokin
tiretimini ve oksidatif stresi indiikledigi belirtilmistir. Deney modelini olusturmak
icin fareler 4 hafta boyunca her giin 4 adet sigaranin dumanina maruz birakilmis. 1.
Haftadan sonra deney hayvanlarina 3 hafta boyunca GW5074 (0.5 ve 2 mg/kg) veya
deksametazon i.p. olarak uygulamislar. 4 haftanin sonunda hayvanlarin trakealarini
incelemisler ve karbakol, endotelin-I ve potasyum’a kars1 kontraktil cevabin 6nemli

derecede arttigin1 gostermisler. Ayrica yaptiklar: patolojik inceleme sonuglarina gore

inflamatuar hiicrelerin trakea diiz kas tabakasina infiltrasyonu ve mukdz bezlerde
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hipertrofi  gdzlenmistir. Ancak deksametazon ve GWS5074 uygulamasinin
hayvanlardaki bu patolojik degisiklikleri azalttig1 ve artmis olan kontraktil cevabin
da onemli Ol¢iide baskilandigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak yapilan bu galismaya
gore, c-Raf inhibisyonu ile inflamasyon sinyalizasyonunun inhibe edilebilecegini
sdyleyebiliriz. Inflamasyonun inhibe edilmesi agrmin azaltilmasi anlamma da
gelmektedir. Dolayisiyla c-Raf inhibisyonunun inflamasyon kontroliinde oldugu

kadar agr1 yonetiminde rolii olabilir.

Jaggi ve Singh isimli arastirmacilarin yaptiklar1 bir c¢alismada, kronik
konstriktif yaralanma modeli ile siganlarda noropatik agri olusturulmustur. Cerrahi
miidahaleden iki hafta sonra da GW5074 (2 ve 4 pg) intratekal (i.t.) olarak
uygulanmistir. Sonug olarak ¢aligmalarinda GW5074 uygulamasinin hiperaljezi ve
allodiniyi 6nemli derecede azalttigin1 gostermislerdir. Bu modelde néropatik agri
yonetiminde c-Raf sinyalizasyonunun farmakolojik olarak inhibe edilmesinin yararh
olabilecegi belirtilmistir (Jaggi ve Singh 2013). Aymi arastirmacilarin baska bir
calismasinda, periferik néropati, vinkristin (50 pg/kg)’in 10 giin boyunca art arda
uygulamasiyla elde edilmis ve GW5074 (2 ve 4 pg, i.t.) uygulamasinin vinkristinin
indiikledigi hiperaljezi ve allodiniyi énemli 6l¢iide azalttigi gosterilmistir (Jaggi ve
Singh 2012).

Yapilan bir ¢caligmada, Raf-1 selektif small interfering RNA (siRNA)’in i.t.
uygulamasiyla c-Raf’1 knockdown yapilan sicanlara bir hafta siireyle morfin
uygulamast yapilmis. Sonu¢ olarak; bu uygulamanin morfin-aracili antinosiseptif
toleransi ve termal hiperaljeziyi azalttigi gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismada lumbar
spinal korddaki dorsal horn kalsitonin gen-iliskili peptid (CGRP) igeriginin de
onemli 6l¢iide azaldigr bildirilmistir (Tumati ve ark. 2010).

Yue ve ark. (2008)’nin yaptiklar1 bir kiiltiir ¢alismasinda, neonatal sigan
dorsal kok gangliyon (DRG) néronlart kullanilmis ve araliksiz morfin aracili bazal
CGRP salinmindaki artist GW5074 uygulamasinin azalttigi gosterilmistir. Kronik
opioid agonist uygulamastyla adenilil siklaz siiperaktivasyonu indiiklenmekte ve bu

durumun GW5074 ile azaltilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Yue ve ark. 2006).
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Yine GW5074 uygulanan bir baska neonatal sigan DRG noronlarinin kiiltiir
calismasinda, morfin + kapsaisin uygulamasinin GW5074 verilmeyen gruba gore

CGRP salinimini azalttig1 gosterilmistir (Tumati ve ark. 2009).

Bahsettigimiz bu c¢alismalardan dolayr, GW5074 bilesiginin antinosiseptif

etkisinin olup olmadigini arastirmak istedik ve calismamizda bu kimyasali kullandik.

Asetik asitin indiikledigi abdominal kontraksiyon testi, insanlardaki intestinal
agniyla iliskili durumu klinik olarak goOstermektedir. Bununla baglantili olarak,
insanlardaki analjezik dozlar ile bu testteki EDsy degerleri arasinda bir korelasyon
bulundugu  belirtilmistir. ~ Ayrica, abdominal  kontraksiyon testi  agn
degerlendirmesinde son derece duyarli bir modeldir. Zayif analjezikler icin de
uygulanabilir ve dolayisiyla yeni ilaglarin karsilastirilmasi i¢in uygundur (Shamsi
Meymandi ve Keyhanfar 2013). Biitiin bu sebeplerden dolayr ¢alismamizda agri

modeli olarak bu testi kullanmay1 uygun gordiik.

Calismamizda, GW5074’tin muhtemel antinosiseptif etkisi kimyasal agri
modeli ile test edildi. Eldeki veriler degerlendirildiginde; standart ila¢ grubu
metamizol, 0.5 ve 2 mg/kg GW5074 gruplarinda ¢6ziicii grubuna gore belirgin bir
analjezik etkinlik gortilmiustiir. Ayrica, GW5074’iin kivranma testinde antinosiseptif
etkinlik bakimindan 2 mg/kg ile 0.5 mg/kg dozlar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. Ancak 2 mg/kg dozunda daha yiiksek bir antinosiseptif etkinlik
belirlenmistir (Sekil 3).

Calismamiz sonucunda gozlenen etki, bilesigin c-Raf kinaz inhibisyonu yaparak
proinflamatuar mediyatorlerin sentezini engelleyebilecegi ve agr1 esigini yiikseltmis

olabileceginden kaynaklanabilir.

Ayrica Raf kinaz sinyalizasyonu ile aktive edilebilen NF-«B interlokin 6,
interlokin-1 beta ve tiimor nekrozis faktor alfa’yr igeren proinflamatuar
mediyatorlerin genlerini aktive eder (Lei ve ark. 2008; Tornatore ve ark. 2012).
GW5074 ile dolayli olarak bu proinflamatuar mediyatorlerin tiretimi azaltilabilir ve
antinosiseptif etkiye yardimci olabilir. Elde edilen sonuglarin agn tedavisi ile ilgili

yapilan arastirmalara katkida bulunacag diislincesindeyiz.
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Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin dogrulanmasi ve bu antinosiseptif etki
mekanizmalarinin tam olarak agiklanabilmesi i¢in molekiiler diizeyde c¢aligmalara
gerek vardir. Noromediyator diizeyinin belirlenmesi ve reseptor diizeyinde yapilacak
calismalar sonucunda c-Raf inhibitorii olan GW5074’tin agr1 tedavisinde 6nemli olup

olmayacagi aydinlatilabilecektir.
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