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OZET

RUTININ ANALJEZIK ETKI MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Merve Fatma KASAP
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Nisan 2020

Danigman: Prof. Dr. Rana ARSLAN

Rutin analjezik ve antiinflamatuvar etkinligi oldugu bilinen ve pek ¢ok tibbi
bitki igerisinde yer alan bir flavonoiddir. Bu tez galismasinda rutinin analjezik
etkinliginin farelerde sicak plaka ve kuyruk daldirma testleri ile degerlendirilmesi ve bu
etkide rol oynayan agri yolaklarinin ortaya konmasi amaclanmistir. Analjezik etkisinin
degerlendirilmesi i¢in rutin 25, 50, 100 ve 200 mg/kg (i.p.) dozlarda farelere
uygulanmuistir ve pozitif kontrol olarak 300 mg/kg (i.p.) dipiron ve 30 mg/kg (i.p.)
tramadol kullanilmistir. Analjezik etki mekanizmasina katilan yolaklari incelemek
amaciyla; alfa-1 adrenerjik reseptOr antagonisti prazosin ve alfa-2 adrenerjik reseptor
antagonisti yohimbin; serotonerjik reseptor antagonistleri olan ketanserin (5-HT2),
ondansetron (5-HT3) ve WAY100635 (5-HT1); opioid reseptdr antagonisti olan
nalokson kullanilarak  deneyler tekrar edildi. Ayrica rutin ve tramadol
kombinasyonunun analjezik etkisi degerlendirildi. Rutinin uygulanan tiim dozlarinda
anlamli derecede analjezik etkisi oldugu tespit edildi. Antagonistlerin varliginda 100
mg/kg rutinin analjezik etkisini degerlendirdigimizde ise bu etkiye daha ¢ok serotonin
ve opioid reseptorlerinin aracilik ettigi belirlendi. Rutin ve tramadolin kombine
kullaniminin analjezik etkisinin, her iki ilacin tek basina uygulandiklarinda gosterdikleri
etkiden daha diisiikk oldugu belirlendi. Sonug olarak, rutinin analjezik etkisi nedeniyle
yeni ilag gelistirme caligmalarinda degerlendirilme potansiyeli olan bir flavonoid

oldugunu sdyleyebiliriz.

Anahtar Sozcukler: Rutin, Flavonoid, Antinosiseptif Etki, Antiinflamatuar etki.



ABSTRACT

INVESTIGATION of ANALGESIC EFFECT and MECHANISM OF ACTION of
ROUTINE

Merve Fatma KASAP
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, April 2020

Supervisor: Prof. Dr. Rana ARSLAN

Rutin has been known that is an flavonoid which has analgesic and anti-
inflammatory activity and is found in many medicinal plants. In this thesis, it was aimed
to evaluate the analgesic efficacy of routine with hot plate and tail immersion tests in
mice and to reveal pain pathways involved in this effect. Rutin doses of 25, 50, 100 and
200 mg/kg (i.p.) were administered to mice to evaluate the analgesic effect, and 300
mg/kg (i.p.) dipiron and 30 mg/kg (i.p.) tramadol were used as positive controls. In
order to examine the pathways involved in the analgesic effect of rutin; Experiments
were repeated using the alpha-1 adrenergic receptor antagonist prazosin and the alpha-2
adrenergic receptor antagonist yohimbine, serotonergic receptor antagonists ketanserin
(5-HT2), ondansetron (5-HT3) and WAY100635 (5-HT1) and, the opioid receptor
antagonist naloxone. In addition, the analgesic effect of rutin and tramadol combination
was evaluated in this thesis study. It was determined that there was a significant
analgesic effect in all doses of rutin. When we evaluated the analgesic effect of 100mg /
kg routine in the presence of antagonists, it was determined that serotonin and opioid
receptors mediate this effect. The analgesic effect of the combined use of routine and
tramadol was found to be lower than the effects of both drugs when administered alone.
As a result, we can state that it is a flavonoid with potential to be evaluated in new drug

development studies due to its routine analgesic effect.

Keywords: Rutin, flavonoids, antinociceptive effect, antiinflammatory effect.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tim veri ve bilgiler
icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla
tarandigim1 ve hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Alternatif tip ya da tamamlayic1t tibbin bir 6gesi olan bitkilerin tedavi amagh
kullanim1 insanlik tarihi kadar eskiye dayanmakla birlikte diinya ¢apinda giderek
artmaktadir (Welz vd., 2018). Fitoterapi, tedavi edici degeri olan bitkilerin ya da
bitkilerden elde edilen ekstrelerin kullanilarak hastaliklarin tedavi edilmesi olarak
tanimlanmaktadir. Bitki kokenli maddeler ¢agdas tipta kullanilan onemli terapdtik
ilaglarin gelistirilmesine biiyiikk katkida bulunmusglardir. Diinya capindaki yaklasik
250.000 bitki tiirtiniin oldukga diisiik bir yiizdesi fitokimyasal olarak arastirilmis olup,
yeni ilaglar icin yiiksek potansiyele sahip bir¢ok bitki halen arastirma konusu
olmaktadir (Calixto vd., 2000). Diinya Saglik Orgiitii (DSO), bilimsel bilgi birikimi
yeterli olmadigindan bitki kokenli ilaglarin etkinligi hakkinda arastirma yapmaya tesvik
etmektedir (Chua, 2013). Bu ilaglarin kapsamini genisletmek ve geleneksel tibbin iddia
ettigi farmakolojik Ozelliklerini ve etkinliklerini degerlendirmek igin bilimsel

aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Gulecha vd., 2000).

Agr1, viicudumuzu meydana gelebilecek bir doku hasarina karst korumak igin
sinyaller iireten sinir sisteminin hayati fonksiyonlarindan biridir. Agr1 tedavisinde
cagdas analjeziklerin kullanimi; ¢ogu durum ve hastada, toleransa yol agma egilimi de
dahil olmak iizere ¢cok sayida yan etki ve ilag etkilesimleri sebebiyle ¢esitli sorunlara yol
agmaktadir (Vongtau vd., 2004). Son yillarda agr1 tedavisinin gelismesinde gerceklesen
ilerlemelere ragmen halen daha givenli, etkili ve gugli analjeziklere ihtiyag
duyulmaktadir (Calixto vd., 2000). Geleneksel tipta agr1 kesici olarak kullanilan bitkiler
lizerine yapilan arastirmalar, yeni analjezik ilaglarin kesfinde iiretken ve akilct

stratejilerden biridir (Vongtau vd., 2004).

Bircok tibbi bitkinin igeriginde yer alan rutin ¢esitli farmakolojik aktiviteleri
nedeniyle dikkat c¢eken flavonoidlerden biridir (Chua, 2013). Yapilan arastirmalar
rutinin  antiinflamatuar, antinosiseptif, antibakteriyal ve antioksidan gibi genis
farmakolojik etkilere sahip oldugunu gostermektedir (Toker vd., 2004). Rutinin
karmasik etkileri, rutin tiirevi ilaglarin gelisimini kisitlamaktadir. Rutinin etki
mekanizmalariin aydinlatilmasi, olas1 fizyolojik etkilerinin degerlendirilmesi igin
gereklidir (Chua, 2013). Bu calisma kapsaminda, rutinin analjezik etkisi ve cesitli
antagonistlerin varliginda santral agri modelleri ilizerinde bu etkiye aracilik eden

yolaklarin arastirilmas1 amaglanmaktadir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Agrimin Tanimi

Agn, Latince’de iskence, ceza, intikam anlamina gelen “Poena” sodzciiglinden
koken alan ve tanimlanmasi oldukcga gii¢ olan bir kavramdir. Cok faktorlii karmasik bir
olgu olan agri yillar boyunca bilim insanlar1 tarafindan farkl sekillerde tanimlanmigtir
(Altun, 2010). Ginlmuzde kabul goren tanimi ise 1979 yilinda Uluslararasi Agri
Aragtirmalar1 Dernegi (International Association for the Study of Pain, IASP) tarafindan
yapilmustir (Aydin, 2013). Bu tanima gore agr1; viicudun belli bir bélgesinde hissedilen,
gercek ya da olasi bir doku hasari ile birlikte bulunan, kisinin ge¢misteki deneyimleri ile
ilgili, sensoryal, emosyonel ve hos olmayan bir duyum ve davranig seklidir (Durmus,
2009). Bu tanima gore agr1 gercek bir duyu olmayip bilissel, duygusal ve duyusal
bilesenlerden olusan bir algidir. Bu bilesenler agriya bagh kaygi, korku ve farkindalik
saglanmasina (biligsel), motivasyonal degisiklikler ve rahatsizlik hissi duyulmasina
(duygusal), agrinin siddet, siire ve yerlesim olarak algilanmasina (duyusal) neden olur
(Loeser ve Melzack, 1999).

Agr norofizyolojik, biyokimyasal, psikolojik, etnik, kiiltiirel, dinsel, bilissel,
ruhsal ve gevresel etkenlere bagl subjektif bir kavramdir (Dogan, 2011). Agr1 bireyden
bireye farkliliklar gosterebildigi gibi aym siddetteki agrili bir uyaran, ayni bireyde
degisik sartlarda degisik siddette agrilar olusturabilmektedir. Bireylerin agriy1
algilamalar1 ve bu agrili uyarana karsi olusturduklar1 tepki yasamlari boyunca
edindikleri deneyimlere baglidir (Giindiiz ve Ulugol, 2010).

2.2. Agrimin Tarihgesi

Gec¢misi insanlik tarihi kadar eski olan agr ile insanoglunun miicadelesi, farkli
zamanlarda ve farkli kiiltiirlerde ylizyillar gectikce insanlik lehine olumlu gelismeler
gostererek devam etmektedir. Agr1 konusundaki ilk teorilerin ortaya ¢iktigir donem eski
Yunan ve Roma uygarliklar1 donemidir. Ik defa bu dénemde duyumsama teorisinden
ve beynin ve sinir sisteminin agrinin algilanmasinda bir rolii olabileceginden
bahsedilmistir (Erdine, 1987). Tarih g6z Oniine alindiginda, agrinin biyolojik siireci
tizerine iki farklh goriis goze ¢arpmaktadir. Bir goriis; agrinin isitme ya da dokunma gibi
bir duyu, olasi tehlikelere karsi kisiyi uyaran, beyne hasar ile ilgili dogru bilgileri ileten
ve tedaviye yardim eden duyusal biitiinliiglin bir unsuru oldugunu ileri siirer.
Aristoteles’in ileri siirdiigii karsit gorlise gore ise act (agr1) ve onun zitt1 olan zevk bir

duyu degil, ruhun bir yansimasidir, yani her duyusal tecriibeyi duygusal hislerle
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nitelemek ve verilen uyariya, olumlu ya da olumsuz, giiclii bir tepki saglamaktir

(Cerandro, 2009).

Aydinlanma ¢agmin ardindan 17. yiizyilda filozof ve bilim adami Descartes
agrinin tek bir kanal araciligi ile bedenden zihne transfer edildigi refleks teorisinin
temellerini ortaya atmistir. Zararli uyaranin direkt sensoryal noronu uyararak agriyi
olusturdugu bu mekanizma, yiizyillar boyunca agrinin aragtirilmasinda ve tedavi
edilmesinde kullanilmistir (DeLeo, 2006). 19. yiizyilda morfin, kodein gibi maddeler
kesfedilmis ve bu maddeler agr1 tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Bu gelismeleri
aspirinin kesfi takip etmistir. 1965 yilinda Melzack ve Wall’un Kap1 Kontrol Teorisi ile
agr1 tedavisine yeni bir bakis a¢is1 getirilmis ve bunun sonucunda santral sinir sistemi
(SSS), spinal sensitizasyon gibi kavramlar ortaya ¢ikmistir. Boylelikle agri yalnizca
fizyolojik boyutta degil, sensoryal ve emosyonel boyut da ele alinarak daha biitiinciil bir

yaklagimla incelenmeye baslanmistir (Erdine, 1987).

2.3. Agn Teorileri

Agrinin fizyolojik mekanizmalarina agiklik getirebilmek icin cesitli teoriler 6ne
siiriilmesine ragmen heniiz hi¢cbiri agr1 algisimin tiim yonlerini icermemektedir.
Ozgiilliik, Yogunluk, Pattern ve Kap1 Kontrol Teorisi agr1 algisini agiklamaya calisan en

etkili dort teoridir.
2.3.1. Ozgulluk Teorisi (Spesifite Teorisi)

Ozgullilk Teorisi, her somato-sensoryal modalite icin belirlenmis birtakim
yollarin varhigin1 ifade eder. Spesifite Teorisinin temel prensibi, her modalitenin
spesifik bir reseptore ve spesifik bir uyariciya duyarl olan bir periferal afferent nérona
ve agriy1 ileten spesifik duyusal liflere sahip olmasidir (Dubner vd., 1978). Bu uyaranlar
merkezi sinir sisteminde spesifik bir alanda sonlandiklarindan bu model, aciya 6zgii bir
yolun oldugunu akillara getirmektedir (Karanikolas ve Swarm, 2000). Descartes insanda
somatosensor yolunu tanimlayan ilk batili filozoflardan biridir (Moayedi ve Davis,
2013).

2.3.2. Yogunluk Teorisi

Bu teori periferal duyu organlarmin diisilk ya da yiiksek esik degerli tiplere
ayrilmadigini, afferent liflerin zararsiz uyarilar belirli bir diizey meydana getirerek,
zararli uyarilartysa daha kuvvetli bir siddetle ilettigini 6ne siirmektedir (Karanikolas ve
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Swarm, 2000). ilk olarak M.O dérdiincii yiizyilda Platon tarafindan kavramsallastirilan
bu teori 1859°da Arthur Goldscheider tarafindan detaylandirilarak; esik degerin altinda
kalan uyarilarin dayanilamayacak derecede 1zdirap verici hale gelmesi icin oncelikle

belirli miktarda uyar1 olmasi gerektigi sonucuna varilmistir (Moayedi ve Davis, 2013).
2.3.3. Pattern Teorisi

Bu teoriye gore agrili uyaran tasiyan sinir impulslar1 omurilige geldikten sonra
agr1 duyusunun olusabilmesi i¢in birikmeye baglarlar. Eger bu birikim yeterli seviyeye
ulagip sinir1 agarsa agri hissedilir. Noronun yardimei kismi néronun yeniden uyarilmasi
icin siklikla uyarilir. Bu pozitif geri bildirim mekanizma noronu siirekli desarj halinde

tutar (Karanikolas ve Swarm, 2000).
2.3.4. Kap1 Kontrol Teorisi

Ik olarak 1965 yilinda Ronald Melzack ve Charles Patrick Wall tarafindan ileri
stiriilen Kap1 Kontrol Teorisi, agr1 arastirmalarinda ¢igir agmakla beraber gliniimiizde de
halen gecerliligini korumaktadir. Bu teoriye gore agrili uyaranlar algilanmadan 6nce,
beyne iletilmelerine izin verilip verilmeyecegine karar veren kap1 kontrol mekanizmasi
ile kars1 karsiya kalirlar. Bu teoriye gore deriden gelen uyaranlar omurilik ve beyinde
degisime ugrayarak dorsal kolon lifleri, arka boynuz santral transmisyon (T) ve
substantia gelatinoza hiicreleri olmak tizere ti¢ degisik sisteme iletilirler (Melzack ve
Wall, 1965).

Agriyt ileten sinir liflerinin uzantilar1 dorsal boynuz hiicreleri ile sinaps yapar.
Rexed tarafindan 10 laminaya ayrilmig gri cevherin igerisine cesitli kademelerden giris
yapan bu lifler laminalar arasinda ilerlerler. Kap1 kontrol teorisinin anlatilmasinda bu
laminalardan en 6nemli olanlar1 2., 3. ve 5. laminalardir. 2. ve 3. laminalardaki kii¢iik
hiicreler yogunlasip paketlenerek substantia gelatinosayr olusturur ve deriden gelen
afferent liflerin ¢ogu burada sonlanir (Esener, 1983). Yapilan ¢aligmalar substantia
gelatinosanin sinirsel uyarilar1 periferal liflerden merkezi hiicrelere taginmasint modiile
eden bir gecit kontrol sistemi olarak gorev yaptigim1 gostermektedir (Melzack ve Wall,
1965). 5. laminaya gidecek uyarilart modiile ve regiile eden bu hiicreler bu gorevlerini
5. laminada bulunan ve duyusal bilgiyi beyne iletmekten sorumlu T hicrelerini
baskilayarak yaparlar. Buna gore SG hiicrelerinin uyarilmasi baskilayici etkiyi artirir,

inhibe edilmesi ise baskilayici etkiyi azaltir (Esener, 1983).



Melzack ve Wall ince liflerin kap1 hiicrelerini inhibe ederek kapiy1 agik tuttugunu,
kalin liflerinse kap1 hiicrelerini uyararak iletimi inhibe edip kapiy1 kapattigini ileri stirer
(Celik, 2005). Agrinin varlig1 ve siddeti norolojik uyarilarin gegisine baglidir. Eger kap1
aciksa agrili uyaranlar biling diizeyine ulasir ve agr1 algilanir, kapali ise biling diizeyine
ulasamaz ve agri hissi olugmamaktadir (Yiicel, 2006). Halen supraspinal agr

mekanizmalar1 agiklanirken Kap1 Kontrol Teorisine dayandirilmaktadir (Aydin, 2002).

2.4. Agrimin Smiflandirilmasi

Agr1; mekanizmalarina, baslama siirelerine ve kaynaklandigi bolgeye gore farkli

sekillerde siiflandirilabilir (Aydin, 2002).
*Baslama siiresine gore;
-Akut agr1

-Kronik agr1
*Mekanizmalarina gore;
-Nosiseptif agr1

-Noropatik agri
-Deafferantasyon agrisi
-Reaktif agr1

-Psikosomatik agri
*Kaynaklandig1 bolgeye gore
-Somatik agri

-Visseral agr1

-Sempatik agri

-Periferal agn



2.4.1. Baslama siiresine gore agrimin simiflandirilmasi
2.4.1.1. Akut Agn

Genellikle viicuda zarar veren bir olayin varligina bagli olarak ani olarak baslayip
lyilesme siireci boyunca azalarak kaybolan gegcici agr1 tablosudur. Neden olan lezyon ile
arasinda yer, zaman ve siddet agisindan yakin bir iliski bulunmaktadir. Agrinin
algilanmasi; dogrudan agrili uyaranin ya da hasara ugrayan dokudan salgilanan
mediyatorlerin nosiseptorleri harekete gegirmesi sayesinde gerceklesmektedir. Akut agri
travma sonrast, cerrahi miidahale ve enfeksiyon, doku hipoksisi gibi durumlarda goriliir

(Gordon vd., 2005; Aydin, 2002).
2.4.1.2. Kronik Agr

Akut agrili hastaligin olagan seyrinden veya bir hasarin iyilesme siirecinden gok
daha uzun aylar, hatta yillar boyunca devam eden agriya kronik agr1 adi verilir. Kronik
agriin beraberinde getirdigi diger bozukluklar, bireylerin yasam kalitesini diigirmekle
beraber stres, duyusal ve cevresel etmenler agrinin kaliciligini ve yogunlugunu
arttirmaktadir. Kronik agr1 en fazla iskelet ve kas sistemi ile SSS bozukluklarinda ve
kronik organ rahatsizliklarinda gozlenmektedir. Kronik agrinin nedenleri arasinda
dejeneratif, otoimmiin, metabolik, neoplastik, enfeksiyéz hastaliklar ile psikojen

etkenler sayilabilir (Kayhan, 2004; Aldemir, 2000).
2.4.2.Mekanizmalarina gore agrinin siniflandirilmasi
2.4.2.1. Nosiseptif Agrt

Fizyopatolojik olaylarin sinir sitemi digindaki tim doku ve organlarda bulunan
agr algilayict nosiseptorleri uyarmalarr sonucu ortaya ¢ikan agridir. Nosiseptif agrida;
0zellesmis sinir uglar tarafindan alinan uyarilar, agriy1 ileten lifler araciligiyla medulla
spinalise iletilir. Buradan talamusa giden bu uyarilar en son serebral kortekste islenerek
agr1 olarak algilanir (Erdine, 2007). Nosiseptif agrinin, viicutta lokalize oldugu yerlere

gore somatik, visseral ve noropatik agr1 olmak iizere ii¢ ana tipi vardir (Vadivelu vd.,
2009).



2.4.2.2. NOropatik Agr:

Periferik, santral ve sempatik sinir sistemindeki agri algilayicilarinin hasara
ugramasi sonucunda ortaya c¢ikan aralikli, kisa siireli ve batici bir agridir. Normalde
agriya sebep olmayan bir uyaran, sinir dokusundaki harabiyete bagli olarak agri
olusturabilirken bu uyaranin tekrarlanmasi agrinin daha da artmasina yol agabilir.
Noropatik agrinin nosiseptif agridan en belirgin farki nosiseptif uyarmin siirekli
olmamasidir. Diyabetik polindropatiler, deafferantasyon agrisi, sinir inflamasyonuna ve
baskilanmasina bagli monondropati noropatik agri gesitleridir (Erdine, 2007; Aydin,

2002; Erdine, 2012).
2.4.2.3. Deafferantasyon agrisi

Periferik veya merkezi sinir sitemindeki bozukluklara bagli olarak duyusal
uyaranlarin merkezi sinir sistemine iletiminin kesilmesiyle ortaya ¢ikar. Kol ve bacak
gibi uzuvlari kesilenlerde meydana gelen hayalet agrilari, zona sonrasi goriinen kuvvetli

agrilar deafferantasyon agrisina ornektir. Yanici bir his meydana getirir (Erdine, 2012).
2.4.2.4. Reaktif agr

Motor ya da sempatik afferentlerin refleks aktivasyonu sonucu nosiseptorlerin
uyarilmasi ile ortaya ¢ikan agridir. Siirekli, derin ve sizlayici nitelikte olan miyofasiyal

agr1 bu tip reaktif agrilardan birisidir (Raj, 2002).
2.4.2.5. Psikosomatik agri

Hastanin psikososyal veya psisik sorunlarini agri biciminde algilamasidir.
Psikosomatik agriya ornek olarak somatizasyon denilen durum verilebilir. Birey bir
bakima ¢esitli kisisel sorunlarini agr1 biciminde ifade ederek agriyr kullanmakta ve
toplumun ilgisini kendisi Uzerinde toplamaya ¢alismaktadir (Tirkoglu, 1993; Erdine,
2012).

2.4.3.Kaynaklandig1 bolgeye gore agrimin siiflandirilmasi
2.4.3.1. Somatik agri

Viicudu olusturan yapilardan herhangi birine ait bir dokudan kaynaklanan,
genellikle somatik sinir lifleriyle tasinan agridir. Ani olarak baslayip batma, sizlama,

zonklama tarzinda hissedilen keskin bir agridir. Genellikle travma, kirik, c¢ikik, kas



incinmesi gibi durumlarda goriilen agr1 6rnek verilebilir (Erdine, 2012; Korkmaz,
2009).

2.4.3.2. Viseral agri

I¢ organlardaki reseptorlerin aktive edilmesiyle meydana gelen, organlarin veya
viseranin ani gerilmesi, baskilanmasi veya genislemesinden kaynaklanan agrdir. Ig
organlardan kaynaklanan bu agrilar yavas yavas artan, yeri kolaylikla anlagilamayan ve
baska bolgelere dogru yayilan agrilardir. Somatik agrinin aksine zayif lokalizedir,

krampl1 veya sancili bir sekilde hissedilir (Vadivelu vd., 2009).
2.4.3.3. Sempatik agr

Sempatik sinir sisteminin aktive edilmesiyle ortaya ¢ikan yanma tarzinda olan
agrilardir. Sempatik agriya refleks sempatik kas erimesi ve damarsal kokenli agrilar

ornek verilebilir (Onal, 2004).

2.5. Agrinin Algilanmasi

Agrt algilanmasinin  baglangic noktast primer afferent nosiseptorlerdir.
Nosiseptorler periferde bulunan kimyasal, mekanik ve termal uyaranlarla harekete
gecen agri reseptorleridir. Agr algilanirken periferden merkezi sisteme belirli agamalar
bulunur. Bu asamalar transmisyon, transdiiksiyon, modiilasyon ve persepsiyondur

(Celik, 2005).
2.5.1. Transduksiyon

Agrili uyaranin duyusal sinir uglarinda elektriksel aktiviteye dontstiiriildigii
asamadir. Kimyasal, termal ve mekanik bir uyaran kendisiyle ilgili reseptorii uyardig:
gibi nosiseptorleri de etkiler (Yiicel ve Ozyalgm, 2002). Nosiseptorler, zararli
uyaranlara cevap veren fizyolojik olarak uzmanlasmis periferik duyu néronlaridir. Agri,
ince miyelinsiz C lifleri ile miyelinli A delta liflerinin distal uzantilar1 tarafindan
algilanir. A delta nosiseptorleri hizli iletkendir, kisa siireli keskin agn ile iliskilidir,
mekanik ve termal uyaranlara cevap verirler. C nosiseptorleri ise yavas iletkendir, uzun
siireli yanma agris1 ile iliskilidir ve ¢ok sayida mekanik, termal ve kimyasal uyarana
cevap verdiginden polimodal nosiseptorler adin1 almistir (Bridgestock ve Rae, 2013).
Transdiksiyon, nosiseptorlerin bir uyarana bagli olarak ortamdaki fiziksel ve kimyasal

degisikliklerin etkisi ile daha duyarli hale gelisini ifade eder (Erdine, 2000).



2.5.2. Transmisyon

Nosiseptorlerce algilanan agrinin noral yolaklar yardimiyla daha iist merkezlere

iletilmesi asamasidir. Transmisyonda ndral yolaklar 3 bilesenden olusur:

- Spinal korda ulasan primer duyusal afferent néronlari,

- Spinalkorddan beyin sap1 ve talamusa uzanan “¢ikan kontrol sistemi” noronlart,
- Talamokortikalprojeksiyon néronlar1 (Yiicel ve Ozyalgin, 2002).

Hizl iletilen miyelinli A delta lifleri ile yavas iletilen miyelinsiz C lifleri, arka
kok gangliyonunda sinaps yaptiktan sonra arka koklerle birlikte medulla spinalise
girerler. Medulla spinaliste arka boynuzun gerisinde bulunan Lissauer traktusunda

birkag segment asagi iner ya da yukari ¢ikarlar (Durmus, 2009).
2.5.3. Modulasyon

Modiilasyon kavrami; medulla spinalisin dorsal boynuzundaki, orta beynin iist
merkezindeki ve beyin sapindaki agri baskilayici mekanizmalari igerir (Sinatra vd.,
2009). Dorsal boynuz; birgok fizyolojik modiilasyonun gerceklestigi, santral ve
periferik sinir sistemleri arasindaki esas ara boliimdiir. Dorsal boynuzda meydana gelen
modulasyonda; endojen opioidler, segmental inhibisyon, kapi kontrol ve inici
inhibisyon mekanizmalari olmak iizere dort mekanizma gorev almaktadir (Serpel,
2009). Dorsal boynuz, biyokimyasal 6zellikleri, hiicre tipleri ve afferent-efferent
baglantilarina gére Rexed laminalar1 denilen on laminaya ayrilmigtir. Lamina I, I1, 111 ve

V agrinin algilanmasinda digerlerinden daha belirgin rol oynamaktadir.

Gegmiste medulla spinalisin agr iletiminde sadece ara durak olarak gdrev yaptigi
diistintiliirken, 1965°te Melzack ve Wall tarafindan 6ne siirtilen Kap1 Kontrol Teorisiyle
agrili uyaranin medulla spinaliste engelle karsilasarak modiilasyona ugradigi
anlasilmigtir. Transmisyon, transdiiksiyon ve persepsiyon evrelerine subjektif,
emosyonel ve psikolojik 6zellikler de eklenerek agrinin algilanmasinin saglandigi son

asamadir (Yiicel ve Ozyal¢in, 2002; Erdine, 2002).
2.5.4. Persepsiyon

Omurilikten gegen uyarilarin farkli ¢ikan yollar araciligiyla tist merkezlere iletilip

agr1 duyusu olarak algilanmasidir (Erdine, 2000). Agrili uyaranlar baslica spinotalamik



yol, spinoretikiiler yol ve spinomezensefalik yol kullanilarak sinir sisteminin {ist
merkezlerine iletilirler. Spinomezensefalik yol antinosiseptif mekanizmalar iginde yer
alir. Birinci derecede Onem tasimayan spinotelensefalik, spinohipotalamik ve
spinoservikaltraktuslar ile dorsal funikulus da agrili uyaranlari iletme Ozelligi tasir
(Altun, 2010).

2.6. Agr1 Mediatorleri

Agrili uyaranlarin sinirsel uyariya doniisiip agri olusturmasinda bir¢cok endojen
maddenin etkili oldugu diisiiniilmiis ve agri mediatorleri kavrami ortaya atilmistir.
(Esener, 1983). Mediatorler; plazmadan, hiicrelerden veya hasarli dokulardan koken
alan ¢esitli kimyasal maddelerdir. Hiicreden koken alan mediatorler ihtiyag aninda
salgilanir veya bir uyaranla karsilasildiginda sentez edilirler. Plazmadan kdken alanlar
ise aktivite gosterebilmek i¢in bir takim metabolik degisikliklere ugrar veya enzimler
tarafindan inaktive edilirler. Mediatdrlerin bir¢ogu ulasacaklart hiicrelerdeki kendilerine
0zgl reseptorlere baglanarak aktive olurlar (Kuralay ve Cavdar, 2006). Doku hasarinin
ardindan agr1 sinyalleri ve enflamatuar mediatorler, periferik afferent duyusal lifler
yardimiyla serbest birakilir ve nosiseptif néronlarin uyarilip merkezi sinir sisteminde
agrinin algilanmasi igin postsinaptik zar boyunca hareket ederler (Widgerow ve Kalaria,
2012).

Mast hiicreleri viicudun cesitli bolgelerine farkli sekillerde yerlesmis immiinolojik
hiicrelerdir. Yapilan ¢aligmalar; pulmoner hipertansiyon, ateroskleroz, asir1 duyarlilik ve
erkeklerdeki kisirlik gibi birgok patolojik durumdaki rollerine ek olarak noropatik
agrinin patogenezinde de Oonemli rol oynadiklarini gostermektedir. Fiziksel, kimyasal
veya hastaliga bagli uyaranlara cevap olarak basta serotonin ve histamin olmak iizere

cesitli aktif mediatorler salgiladiklari bulunmustur (Kaur vd., 2017).
2.6.1. Serotonin

Serotonin (5-HT), santral ve periferal serotonerjik néronlarda bulunan, doku
tahribinin ardindan mast hiicrelerinden ve trombositlerden salinarak reseptor alt tipine
ve etki yerine gore analjezik ve algesik etkiler uyandiran bir mediatordiir. Diger
inflamatuar mediatorlerle beraber etki gosteren 5-HT, afferent sinir liflerini uyarip
hassaslastirarak hiperaljeziye, iltihaplanma ve hasarli sinirlerde duyarliliga katkida

bulunur (Sommer, 2004).
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Hafiza, Ogrenme, uyku, davranis, endokrin ve kardiyovaskiler sistem
fonksiyonlarmi diizenleyen serotonin canlinin agri esigini de etkiler. Serotonin agri
iletiminde gorevli kapilar1 kapali tutmaya yardimci olup beyne gonderilen agri
sinyallerinin miktarii azalttigindan eksikligi daha fazla agri hissedilmesine sebep
olabilir. P maddesinin salindigr omurilige gonderilir ve etkilerini dnlemeye yardime1

olur (Widgerow ve Kalaria, 2012).
2.6.2. Histamin

Biyojenik bir amin olan histamin en fazla kan damarlarina bitisik bag
dokusundaki mast hicrelerinden salinir. Mast hiicrelerinden histamin salinimi;
sicak/soguk gibi degraniilasyona yol acan cesitli fiziksel uyaranlar, nétrofillerden
saliman katyonik lizozomal proteinler, bazi noropeptitler ve mast hiicrelerine antikor
baglanmasini igeren otoimmiin yanitlar araciligi ile gergeklesir. Salinan histamin kilcal
damarlar1 genisletir, endoteli aktive eder ve vaskiiler permeabiliteyi (kan damari

gecirgenligi) arttirir (Kuralay ve Cavdar, 2006).

HI1, H2, H3 ve H4 reseptorleri araciligiyla histamin, bilgilerin 6grenilmesi ve
hafizaya kaydedilmesi, beslenmenin diizenlenmesi ile omurilikte ve beyinde agrinin
modiilasyonuna katilir (Ghasemi vd., 2017). Histamin immanoreaktif sinir lifleri, agr
iletimi i¢in 6nemli bir bolge olan dorsal boynuzun yiizeysel laminasinda yer almaktadir.
En son kesfedilen H3 ve H4 reseptorlerinin nosisepsiyona aracilik etmede rol
oynadiklar1 ve antihistaminiklerin antinosiseptif etkinligi yapilan bir¢cok c¢alismayla
kanitlanmistir (Rosa ve Fantozzi, 2013). Sinir hasarma bagli agrimin histamin ve
serotonin reseptdr antagonistleri varliginda hafifledigini gosteren caligmalar; mast
hiicrelerinin ve bu hiicrelerden salinan baslica histamin ve serotonin gibi mediatorlerin
inflamatuar reaksiyonlar1 baglatarak agr1 mekanizmalarina dahil olduklarim
gostermektedir. Mast hiicre aracilarinin salinmasi nosiseptorleri hassaslagtirarak agri

hissi yaratir, agrinin siirdiiriilmesinde ve indiiksiyonunda rol oynar (Kaur vd., 2017).
2.6.3. Bradikinin

Zararl uyaran sonucu olusan doku hasarinin ardindan zarar gérmiis veniillerden
salinan, dokuz aminoasitten olusmus kinin grubunun bir nonpeptitidir. Bradikinin, kan
damarlarinin gegirgenligini arttirir, vaskiiler olmayan diiz kaslarin kasilmasini saglar ve

enflamasyon ile agr1 mekanizmasinda onemli bir rol oynar (Widgerow ve Kalaria,
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2012). Bradikininin etkilerine aracilik eden reseptorler B1 ve B2 olmak iizere iki ana alt
tipe ayrilmistir. B1 reseptorii normal durumlarda eksprese edilmeyip inflamasyon gibi
patolojik durumlarda 6nem tasimaktadir. B2 reseptorii ise bazi noronlar, epitel hiicreler,
fibroblastlar ve diz kas hucreleri olmak uUzere bircok yerde eksprese edilir ve
nosiseptorlerin akut aktivasyonu ve agri iretimi dahil bradikininin ¢ogu islevinden

sorumludur (Mio vd., 2001).

Bradikinin; timoér nekroz faktéri (TNF)-o, interlokinler ve sitokinler gibi
mediatorlerin  salinimi  yoluyla da dolayli olarak inflamatuar hiperaljezi
mekanizmalarinda yer almaktadir (Dray ve Perkins, 1993). Arasidonik asit salinimini
indiikleyerek prostanoid iiretimini baslatir, kalsiyum/sodyum iyon akisini degistiren

gegici transient reseptor potansiyel vanilloid tip 1 iyon kanalini aktiflestirir (Falsetta vd.,

2016).
2.6.4. Prostaglandin

Prostaglandinler (PG); agr1 ve iltihaplanmada Onemli fonksiyonlari olan,
arasidonik asitten siklooksijenazlar araciligiyla sentezlenen lipit mediatorleridir.
Sentezlerinin engellenmesi nonsteroidal antiinflamatuar ilaglarin (NSAID’ler) baslica
analjezik etki mekanizmasini olusturmaktadir (Zeilhofer, 2007). Arasidonik asit;
epoksiezosatrienoik asitleri, prostanoidleri veya lokotrienleri meydana getirmek igin
epoksijenazlar, siklooksijenazlar veya lipoksijenazlar tarafindan metabolize edilir ve her
yolagin sonunda olusan bilesiklerin hepsi inflamatuar agrinin sinyallesmesinde rol

oynar.

Siklooksijenazlar  araciligiyla ~memelilerde {iretildigi  bilinen  biyoaktif
prostanoidler; PGE2, PGI2, PGD2, PGF2a ve tromboksan-A2’dir (Chen vd., 2013).
Arasidonik asit siklooksijenaz enzimi tarafindan once prostoglandin H2’ye, olusan
prostoglandin H2 de mikrozomal PGE sentaz-1 araciligiyla prostoglandin E2’ye
doniistiiriilir. PGE2 inflamatuar agrida rol oynayan en 6nemli mediatorlerden birisidir
ve ana proinflamatuar prostanoid olarak kabul edilir. PGE2, merkezi ve periferal sinir
sisteminde bulunan EP2 ve EP4 prostanoid reseptorlerine baglanarak birincil afferent

nosiseptorleri hassaslastirir (Sauer vd., 2017).

Secici siklooksijenaz-2 inhibitorleri, NSAID’ler ve lokotrien modifiye edici

ilaclar prostaglandin sentezini ve aktivasyonunu inhibe ederek agrinin tedavi
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edilmesinde yaygin olarak kullanilirlar. Prostaglandinler, vaskiiler gegirgenligi artirmak
ve 6dem olusumunu saglamak i¢in bradikinin ve histamin gibi diger meditorlerle de
birlesip etki gosterebilirler. Hem periferik duyusal néronlarda hem de beyin ve
omurilikteki merkezi bolgelerde agr1i noéronlarinin serbest uclarin1 hassaslastirarak
hiperaljezik bir tepki veya artan duyarlilik olusturur, ayrica zararli olmayan uyarana

kars1 olusturulan agr1 tepkisinde (allodini) de rol oynarlar (Funk, 2001).
2.6.5. Opioid peptidler ve opiat reseptorleri

Opioidler, Yunan Doktor Galen’in hastalarina agrilarin1 dindirmek icin afyon
vermeye baslamasindan itibaren tibbi olarak kullanilmaktadir. 1806’da Papaver
somniferum'dan izole edilen alkoloidlerden biri olan morfin, opioid ilaglarin prototipi
olarak kabul edilmektedir. Opiatlar, merkezi ve gevresel sinir sisteminde néromodulator
ve ndorotransmitter olarak bulunan endojen opioid peptidlerin davranislarini taklit

ederler (Funk, 2001).

Endojen opioid sistemi, periferik ve merkezi sinir sistemi boyunca genis dlciide
dagilmis olup nosisepsiyon, strese verilen yanit ve duygu durumu gibi ¢esitli fizyolojik
olaylarin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Opioid peptitler merkezi sinir
sistemi boyunca presinaptik ve postsinaptik néronlarda oldukca fazla yer alan opioid
reseptOrlerine baglanarak aktive olurlar. Merkezi sinir sistemine ek olarak periferik
dokularda, immiin hiicrelerde, astrositler ve mikroglia dahil glial hiicrelerde ve diger
organlardaki néronlarda da yer alirlar. Opioid peptit ve reseptorlerin spinal, supraspinal
ve periferal seviyelerdeki yogun dagilimlari nosiseptif yanitin diizenlenmesindeki

anahtar rollerini agiklamaktadir (Ferdousi ve Finn, 2018).

Endojen opioid peptidleri; kanserojen uyaran saldirisi, néropati ve agrili
inflamasyon durumlarinda opioid reseptorlere baglanan dogal ligandlardir. Memelilerde
bulunan endorfin, enkefalin ve dinorfin opioid peptidleri birincil proteinlerin bélinmesi
sonucu, iltihap verici uyaranlarin varhiginda iltihapli dokuya go¢ eden immiin
hiicrelerinden salinirlar. Periferik opioid reseptorleri, onciil afferent ndronlarin hiicre
gOvdelerinde sentezlenirler ve endojen-eksojen opioid agonistleriyle etkilesime
girebilecekleri duyusal sinir terminallerine aksonal tasinirlar (Lesniak ve Lipkowski,
2011).
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Opioid sistemi p (mu veya MOP), k (kappa veya KOP) ve & (delta veya DOP)
olarak adlandirilan G protein bagl ii¢ opioid reseptorii igermektedir. Tiim reseptorler
ndron uyariminin engellenmesine sebep olan K* kanallarin1 acarak veya voltaj kapili
Ca?" kanallarmi inhibe ederek agri kontroliinii saglarlar (Holden ve dig., 2005).
Inflamatuar yanitin erken evrelerinde hem merkezi hem periferal opioid reseptdrleri
gorev alirken sonraki evrelerinde analjeziye periferik opioid reseptorleri katki
saglamaktadir. Boylece iltihaplanma siireci ve agr1 kontrolii periferal mekanizmalar
varligiyla daha yaygin hale getirilir (Stein ve Lang, 2009). Opioid reseptorleri niikleus
accumbens, talamus, hipotalamus, hipokampis ve frontal korteks bolgelerinde yogun
olarak eksprese edilmektedir. Opioidler hem akut hem de kronik agrinin tedavisinde
onemli bir poziyonda kalmaya devam etmektedir. Bununla birlikte uzun sureli
kullanimlarinda analjezik etkilerine karsi tolerans gelisebilmektedir (Ossipov vd.,
2004).

2.7. Agr1 Olgiimiinde Kullanilan Deneysel Hayvan Modelleri

Son yirmi yilda agrinin anlagilmasinda, tedavi edilmesinde ve analjezik etkinligin
ongoriilmesinde hayvan modelleri 6nemli bir ara¢ haline gelmistir (Gigliuto vd., 2014).
Agniyla ilgili  yapilan arastirmalarda amacg; agrinin  Ozelliklerini, neden
kaynaklanabilecegini agiklamak veya herhangi bir maddenin agrinin algilanmasi
lizerine olas1 etkisini aragtirmaktir. Akut agri arastirmalarinda elektriksel, termal,
mekanik ve kimyasal olmak {izere c¢esitli uyaranlar kullanilmaktadir. Kullanilan bu
uyaranlar siddeti belirlenebilen, non-invaziv ve tekrar edilebilen ozelliklere sahip
olmalidir (Durmus, 2009).

2.7.1. Termal uyar kullanan testler

Termal uyari; agri esigine kadar deri lizerine uygulanan 1sty1 arttirmalidir. Derinin
iletme, yansitma ve absorbans 6zelligine, derinin baslangic 1sisina ve enerjinin verilis

stiresine bagl olarak degisiklik gosterir (Durmus, 2009).
2.7.1.1. Tail-Flick testi

Tail-flick testi ilk olarak 1941 yilinda D’Amour ve Smith tarafindan ortaya
konulmustur (D’Amour ve Smith, 1941). Farmakolojik ajanlarin antinosiseptif etkisini
belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Bannon ve Malmberg, 2007). Testin

manti81; fare veya sicanin lambadan gelen siddeti ayarlanabilen 1518a kuyrugunu ¢ekme
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yanitini verdigi siirenin agr1 esigi olarak belirlenmesi {izerine kuruludur. Analjezik etkisi
olan ilaglarin kuyruk ¢ekme siiresini uzatmasi beklenir. Termal uyaran hayvanin
kuyrugunda hasar olusturacak kadar uzun siire uygulanmamali, 20 saniye sonunda test

kesilmelidir (http-1), (Kogak ve Sahin, 2009).

Yapilan bazi arastirmalar; hayvanlarin kuyruk sicakligindaki diistisiin kuyruk
cekme siiresini artirdigini gosterdiginden, kuyruk sicaklii bu testte bir dezavantajdir

(Bannon ve Malmberg, 2007).
2.7.1.2. Tail immersiyon testi

Bu testte fare ya da sicanin kuyrugu sicakligi 55 derecede sabit tutulan suya
daldirtlir. Kuyrugunu veya bedenini ¢ektigi siire hayvanin agri esigini belirler. Test 15
saniye sonunda kesilmelidir (Mishra vd., 2011, Haider vd., 2012). Bu testin tail-flick
testine gore Ustilinliigii, diisiik 1silarda ¢alisabilmeye olanak sagladigi i¢in diisiik analjezi

potansiyeline sahip ilaglar igin de kullanilabilmesidir (http-1).
2.7.1.3. Hot Plate testi

Ik olarak 1944 yilinda MacDonald ve Woolfe tarafindan agiklanan bu testin en
cok 1953 yilinda Leimbach ve Eddy tarafindan tanimlanan formu kullanilmaktadir
(Woolfe ve Macdonald, 1944; Eddy ve Leimbach, 1953). Fare ve sigan penceleri, cilde
zarar vermeyen sicakliklarda i1siya karsi oldukga duyarlidirlar (Mishra vd., 2011).
Sicaklig1 50-56 dereceye ayarlanan bir yiizeye birakilan deney hayvaninin arka ayagini
cekmesine kadar gecen siire tespit edilir. Verilen yanit ayak yalama, si¢crama,
tekmeleme veya sallama seklinde de olabilir. Tepki siiresinin biiyiik bireysel farkliliklar
gosterebilmesi bu yoOntemin dezavantajidir (http-1). Arastirilan bilesigin analjezik
ozelliklere sahip olup olmadigini anlayabilmek icin kontrol ve deney grubu
hayvanlarinin tepki siireleri karsilastirilir. Terapotik tedaviden sonra termal uyarana
yanit verme siiresindeki Onemli bir artis antinosiseptif veya analjezik etki olarak

yorumlanir (Bannon ve Malmberg, 2007).
2.7.1.4. Soguk uyari testi

Akut agr1 deneylerinde nadiren kullanilirken, ndropatik ve kronik agr
deneylerinde kullanim1 yaygindir. Buzdolabinda +5+0,5 dereceye kadar sogutulmus

zemine birakilan hayvanlarin ekstremitelerini ¢ektikleri veya yaladiklar1 siirenin
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belirlenmesi Uzerine kurulu bir testtir. Hayvanlar 100 saniye iginde herhangi bir tepki

vermezse doku hasarina yol agmadan test sonlandirilmalidir (Durmus, 2009).
2.7.2. Mekanik uyari kullanan testler

Mekanik uyaranlar araciligiyla agr1 esiginin belirlenmesinde kullanilir. Mekanik
agr1 esigi degerleri Randall-Selitto metodu ile Dinamik Plantar Esteziyometre
kullanilarak 6l¢iiliir (Durmus, 2009).

2.7.2.1. Paw withdrawal/ paw pressure test (Pencge ¢cekme testi)

Randall ve Sellitto tarafindan 1957 yilinda gelistirilmistir. Mekanik uyaran
yardimiyla agr1 esiginin belirlenmesinde kullanilir. Bir pedal araciligiyla gittikge artan
miktarda basing fare veya siganin pencesine uygulanir. Vokalizasyon yaniti alindigi
anda uygulama sonlandirilir. Bu model akut agr1 deneyleri kadar ndropati, kronik agri
ve inflamasyona bagli gelisen hiperaljezi durumlarinda da kullanilir. Yontem,
inflamatuvar maddenin enjekte edildigi penge ile saglikli pence arasindaki farki tespit

etmeyi amaglar. Yanitlar yiiksek bireysel farkliliklar gosterebilir (http-1).
2.7.2.2. Tail-pinch/ Tail-clip test (Kuyruk Sikistirma Testi)

1929 yilinda Haffner tarafindan tanimlanmistir (http-1). Hayvanin verecegi
tepkiler ve ana prensipler bakimindan pence ¢ekme testine benzer. Uygulanan basincin
siddetine gore tepki gosterme siiresi degisiklik gosterebilir (Yilmaz, 2008). Uygulanan
basinca karsi verilen tepkinin belirlenmesinde kuyruk ucunun 3-4 cm’lik bir kismi

kullanilir ve kuyrugu kurtarmak i¢in saldiriya gecilen siire kaydedilir (Kili¢ ve Erol,
2000).

2.7.3. Kimyasal uyari kullanan testler

Bu deneysel agri modellerinde nosiseptif cevap, asetik asit ve formalin gibi

kimyasal uyaranlara kars1 tiretilmektedir.
2.7.3.1. Writhing Testi (Karin germe, kivranma)

Insanlarda bagirsak agristyla klinik olarak benzerligi oldugu diisiiniilen hayvan
modeli, asetik asit ile indiiklenen viseral kasilma modelidir (Meymandi ve Keyhanfar,
2013). Agn olusturmak i¢in genellikle %0,6 asetik asit ¢6zeltisi deney hayvanlarina

intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edilir ve 15 dakika boyunca gozlenen karin germe
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sayilar1 kaydedilir (Adedapo vd., 2014; Choi vd., 2012; Kili¢ ve Erol, 2000). Writhing
testinde agr1 davranis1 olarak; arka ayaklarin geriye dogru uzamasi, karin kasilmasina

bagli olarak farelerin karmlarmin zemine dokunmasi ve viicudun donmesi

g6zlemlenebilir (Mishra vd., 2011).
2.7.3.2. Formalin Testi

Dennis ve Dubuisson tarafindan 1977 yilinda sicanlar ve kediler i¢in gelistirilmis
bir yontemdir (Hunskaar vd., 1985). Doku hasarinin olustugu kalict agr1 durumlarinda
bilesiklerin olast analjezik etkinliklerini belirlemek i¢in kullanilir (Bannon ve
Malmberg, 2007). Bu testte, deney hayvaninin arka ayagmin dorsal yiizeyine subkutan
(s.c.) olarak az miktarda seyreltik formalin sollisyonu enjekte edilir. Beklenen davranis,
deney hayvaninin enjeksiyon yapilan pengesini yalamasi ve/veya geri c¢ekmesidir
(Hunskaar vd., 1985). Yanit 0-9 dakikalik birinci asama ile 10-40 dakikalik ikinci
asamadan olusur. Birinci asamada nosiseptorler kimyasal madde ile direkt uyarilirken
ikinci asamada buna inflamasyon da eslik eder (http-1). Yapilan son ¢alismalar,
formalin testinin maymunlardaki tonik agrinin degerlendirilmesinde kullanilabilir bir

test oldugunu kanitlamistir (Hunskaar vd., 1985).

2.8. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler veya polifenoller, bitkiler aleminde olduk¢a yaygin olarak
bulunan madde gruplarindan birini olustururlar. Biitiin bitkilerin metabolizmalarinda
ikincil metabolit olarak bulunan ve bitkileri bazi zararli canlilardan korumada rolleri
olduguna inanilan farkli 6zellik ve miktarlarda bir¢ok fenolik bilesik mevcuttur. Gida
fenolikleri; insan sagligina olan faydalari, bitkilerde renk, koku ve tat olusumundaki
etkileri, enzim inhibisyonuna sebep olmalar1 ve degisik gidalarda saflik kontrol kriteri

olmalar1 gibi bir¢ok acidan 6nem tasirlar.

Fenolik bilesikler; dolasim sisteminde kilcal damar gegirgenligini diizenleyerek
kan basincin1 disiirdiigiinden permeabilite faktorii veya P vitamini olarak da
isimlendirilmektedir (Nizamlioglu ve Nas, 2010). Sebzeler, meyveler, tahillar,
baklagiller, saplar, ¢igekler, kabuk kokleri, findik, kakao, cay, bira ve elma sarab1 gibi
hemen hemen her yerde bulunurlar. Son yillarda baz1 fenoliklerin serbest radikal
stiplirme ve antioksidan Ozelliklerinin kesfiyle gida fenoliklerine olan ilgi oldukga

artmistir (Proestos vd., 2008). 8000’den fazla ¢esidi bulunan fenolik bilesikler; en az bir
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tane hidroksil grubu ile aromatik halka igerirler ve fenolik asitler ve flavonoidler olarak

iki gruba ayrilirlar (Lima vd., 2014).
2.8.1. Flavonoidler

Cesitli epidemiyolojik arastirmalarda bildirilen ¢ok yonlii saglik yararlar
nedeniyle bilim camiasi flavonoidleri, terapotik molekiillerin benzersiz bir sinifi olarak
tanimlamaktadir (Kumar ve Pandey, 2013). Flavonoidler, bitkilerin neredeyse tiim
boliimlerinde olusan genis bir bitki ikincil metabolit grubunu temsil eden fenolik
maddelerdir (Karabin vd., 2015). Sar1 renkli olduklarindan Latince’de sar1 anlamina

gelen 'flavus' sozciigiinden tiiretilerek flavonoid adin1 almislardir (Yayla, 2014).

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6- C3- C6)
yapisindadir. Flavonoidler arasindaki farklar; ticlii karbon segmentinin oksidasyon
diizeyi, doymamislik derecesi ve baglanmis hidroksil gruplarinin sayisina bagli olarak
gerceklesir (Singh vd., 2014). Bitkiyi ultraviyole isinlarin zararli etkilerinden ve
mikrobiyal saldirilardan koruyan, c¢iceklere rengini veren flavonoidler, hayvan
hiicrelerinde sentez edilemedigi icin, insanlar tarafindan bitkisel besinler tiiketilerek
alinmaktadir (Yayla, 2014). Flavonoidler viicuda girdikten sonra ¢esitli reaksiyonlarla
glikozit, aglikon ve metillenmis formlara doniistiiriilerek metabolize edilir (Lakhanpal
ve Rai, 2007). Gunimizde bilinen yaklagik 6500 farkli flavonoid bulunmaktadir
(Nizamlioglu ve Nas, 2010). Flavonoidleri heterosiklik oksijen halkalarinin farkliligina
gore flavonlar, flavonoller, flavononlar, flavanoller, dihidroflavonoller ve biflavonoidler
olarak 6 temel gruba ayirmak miimkiindiir. Flavonoidler, meyve ve sebzelerde dogal
olarak bulunan bitki pigmentlerinin 6nemli bir sinifidir. Dogal olarak meydana gelen
flavonoid bilesikleri ve sentetik olarak iiretilen flavon tiirevleri i¢in bir¢ok farkl

farmakolojik etki kesfedilmistir (Lima vd., 2014).

Flavonoidler kilcal damar gecirgenligini etkileyerek antioksidan, antiviral ve
antitimoral etki gosterirler. Oksidatif ajanlar yakalayarak onlar1 ndtralize eder, serbest
radikalleri stpurur, lipooksijenaz, siklooksijenaz ve fosfolipaz gibi enzimleri inhibe
ederken katalaz ve superoksitdismutaz gibi antioksidan aktiviteye sahip enzimleri
uyarirlar. Boylece serbest radikallerin olusmasina ve ¢ogalmasina dogrudan miidahale

ederler (Calado vd., 2015). Flavonoidlerin en dikkat ¢ceken farmakolojik 6zelliklerinden

18



biri de diabetes mellitusun hafifletilmesinde onemli bir potansiyele sahip olmalaridir.
Guclu antioksidan 6zellik gosteren flavonoidler bu 6zellikleri sayesinde hipergliseminin
zararl etkilerine kars1 koruma ve glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde biiyiik ilgi
gormektedirler (Sarian vd., 2017). Flavonoidlerin gosterdigi kardiyoprotektif etki;
reaktif oksijen turevlerini iceren metabolizma olaylarim1 zayiflatma, lipit
peroksidasyonunu inhibe etme ile redoks ve metal selatlama o6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir (Heim vd., 2002). Flavonoidler antikanserojen aktivitelerini; DNA,
lipid ve proteinler gibi kritik hiicre yapilarmi oksidatif stresten koruyarak ve kanser
hiicrelerinin proliferatif aktivitesini baskilayip apoptozunu indiikleyerek gosterirler
(Saibbau vd., 2015). Yapilan ¢alismalar sonucunda flavonoidlerin antiplatelet (Bojic
vd., 2011), antitlserojik (Sumbul vd., 2011), antialerjik ve antiestrojenik (Xu vd., 2010)

aktiviteler gosterdigi bildirilmistir.

Flavonoidler, glinimiizde giivenli analjezik ve antiinflamatuvar ajanlar i¢in genis
capl arastirmalar yapilan Onemli bir bilesik grubudur. Calisma sonuglarina gore;
monometoksiflavonlar, monohidroksiflavonlar ve bazi dihidroksiflavon bilesikleri
kuvvetli antinosiseptif ve antiinflamatuar etkiler ortaya koymaktadir (Vidyalakshmi vd.,
2010). Flavon g¢ekirdegindeki C2- C3 gifte bagmin analjezik etki igin ¢ok Onemli
oldugu, hidroksil ya da metoksil gibi farkli gruplarin ¢ekirdekte farkli konumlara
getirilmesiyle, flavonoidin analjezik etki potansiyelinin degistigi ortaya konulmustur
(Umamaheswari vd., 2006). Calismalar sonucunda flavonoidlerin alt smifi olan;
flavononlar, C2- C3 ikili bagh flavonoller ve 4-okso fonksiyonel gruplu flavonlarin en
etkili analjezik ve antiinflamatuar ajanlar oldugu bulunmustur (Singh vd., 2014). Birgok
flavonoidin antiinflamatuar ve analjezik etkinligi kanitlandig1 halde flavonoidlerin agri
iletiminin modiilasyonu iizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Meotti
vd., 2006). Flavonoidlerin inflamasyonu ve ndropatik agriyi, sitokin ve prostoglandin
Uretimini azaltarak, nitrik oksit {iretimini uyararak ve endojen opioid bagimli
mekanizmalar iizerinden baskiladig1 diisiiniilmektedir (Rahman, 2012). Flavonoidlerin
antiinflamatuar etkisinin biiyiik kismi, dolagimdaki l6kositlerin yaralanma yerlerine
yapismasina aracilik eden protein sitokinlerininbiyosentezi tizerine kuruludur (Gulecha
vd., 2011). Flavonoidler, ¢esitli immiinolojik tepkiler igeren ve siklooksijenaz ve
lipoksigenaz parcalarinin son tiriinleri olan prostaglandinlerin biyosentezini inhibe eder
(Gulecha wvd., 2010). Protein kinazlar ve hicre aktivasyonunda yer alan

fosfodiesterazlar, flavonoidlerden etkilenen baska bir diizenleyici enzim sinifidir. Bu
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enzimlerin inhibisyonu, flavonoidlerin iltihaplanma siireglerini inhibe ettigi

mekanizmalari saglar (Gulecha vd., 2011).

En cok bilinen ve farmakolojik aktiviteleri nedeniyle dikkat cekici olan
flavonoidlerden birisi de rutindir (Chua, 2013).

2.8.1.1. Rutin
OH
HO O
HO
o o OH
(@)
OH O
HsC O
HO
HO
OH

Sekil 2.1. Rutinin kimyasal yapisi

Rutin (kersetin 3-O-rutinosid), ilk kez Alman eczact Weiss tarafindan 1845’te
Rue olarak bilinen Rutagraveolens’den elde edilen ve yaygin olarak kullanilan bir
flavonol glikozitidir. Polygonaceae familyasindan Karabugday (Fagopyrum esculentum
Moench), tibbi degere sahip onemli bir flavonoid olan rutinin baglica kaynagi olarak
bildirilmektedir. Rutin bugune kadar, 70'ten fazla bitki tlrinde 6nemli miktarlarda
bulunmus ve 130°dan fazla ilag olarak kayitli formiilasyonlarda yer almistir (Chua,
2013). Rutinin kullanim alanlar1 sadece ilag endiistrisi ile sinirli kalmayip; kimya ve
kozmetik endistrisinde dogal pigment, stabilizor, gida ve UV 1sin koruyucusu ile

hayvan yemi olarak da kullanilmaktadir (Kim vd., 2005).

Yapilan arastirmalar rutinin antiviral, antimikrobiyal, mutajenik, antineoplastik,
antidiyabetik, antihepatotoksik, antihipertansif ve antiplatelet gibi genis fizyolojik
aktivitelere sahip oldugunu gostermektedir (Guardia vd., 2001). Milde ve arkadaslari
(2004) rutinin diisiik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek damar sertligi
riskini azaltan umut vaad edici bir flavonoid oldugunu bulmuslardir. Nieoczym ve
arkadaglarinin (2014) yaptig1 bir ¢alisma ise; rutinin antikonviilsan aktiviteye sahip

oldugunu ve antiepileptik ilaglarla herhangi bir etkilesime girip yan etki
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gostermediginden epilepsili hastalarda kullaniminin giivenli oldugunu gostermektedir.
Antifungal ve antiartritik etkileri nedeniyle rutin, Candida albicans'in neden oldugu

septik artrit Uzerinde de terapdtik bir etkiye sahiptir (Han, 2009).

Geleneksel olarak rutin antialerjik, antimikrobiyal ve antifungal ajan olarak
bilinirken, giincel yaklasimlar rutinin; kanser, diyabet, hipertansiyon ve
hiperkolesterolemi gibi ¢esitli kronik hastaliklarin tedavisinde de faydalar1 oldugunu
gostermektedir. Streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik sicanlarda yapilan bir
calismada; 45 giin boyunca 100 mg/kg dozda rutinin oral uygulanmasinin insiilin
seviyesini arttirarak plazma glikoz seviyesinde anlamli bir azalmaya neden oldugu
gorilmektedir (Gullon vd., 2017). Rutin ayrica gastrik lezyonlara karsi koruma saglar
(Gupta vd., 2011), total kolesterol ve HDL kolesterol duzeylerini azaltarak kolesterol
seviyesini baskilar (Ganeshpurkar ve Saluja, 2017). Moretti ve arkadaslarinin (2012)
yaptiklar1 bir ¢alisma, lipid peroksidasyonunun neden oldugu sperm hasarinda rutinin
koruyucu etki sagladigini gostermektedir. Rutin ayni1 zamanda endojen Ostrojene yapisal
benzerligi nedeniyle Ostrojen benzeri etkiler gosterebilen ve Ostrojen reseptorii ile
baglanabilen bir fitoOstrojendir. P vitamini olarak da bilinen rutin; sitoprotektif,
vazoprotektif,  noroprotektif, kardiyoprotektif ~ve antikanserojen  aktiviteler

sergilemektedir.

Rutinin biyolojik aktivitelerinin birgogunun, serbest radikal siipiiriicii olarak giiclii
antioksidan oOzelligine atfedildigi diisiiniilmektedir (Chua, 2013). Yiiksek radikal
stpdricii aktivitesi ve antioksidan kapasitesine bagli olarak kilcal damarlar1 gii¢lendirip
(Korkmaz ve Kolankaya, 2010), goz i¢i basincini diizenler ve kataraktogenezi onler
(Ganespurker ve Saluja, 2017). Rutin ile yapilan bir ¢alismada, gilinliik 80 mg/kg dozda
verildiginde, sicanlarda adjuvan artrit modelinin hem akut hem de kronik fazlarini
inhibe ederek Odemi, nodiilleri ve ankilozu baskilamada oldukca aktif oldugu

bulunmustur (Toker vd., 2004).

Endotelyal hiicre; fizyolojik hemostaz, kan damar1 gegirgenligi ve damarin diger
fizyolojik ve patolojik uyaranlara verdigi yanitta dnemli bir rol oynamaktadir. Endotel
hiicrelerin islevsel fonksiyonlarinda meydana gelen anormallikler, kan damari
duvarlarin1 inflamatuar hastaliklara miisait hale getirmektedir. Vaskiler endotelyal
hicrelerde TNF-o ve NF-xB aktivasyonunun baskilanmasi veya CAM'lerin
ekspresyonunun inhibe edilmesi, vaskiiler inflamatuar hastaliklar i¢in umut verici

terapotik hedefler olarak kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalar rutinin lipopolisakkarit
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(LPS) ile uyarilan niikleer faktor-B (NF-kB) aktivasyonunu baskiladigini ve timor
nekrozis faktor-a (TNF-a) tiretimini inhibe ettigini ortaya koymaktadir (Lee ve dig.,
2012). Rutinin ayrica reaktif oksijen iirtinlerinin (ROS) uyardig1 oksidatif stres ve
iltihaplanmay1 p38-MAPK, NF-kB, COX-2, i-NOS ve TNF-a, IL-6'y1 hedefleyerek
hafiflettigi bulunmustur (Gullén vd., 2017).

Pek ¢ok tibbi bitkinin igeriginde oldugu bilinen, flavonol yapisinda bir kersetin
glikonu olan rutinin antiinflamatuar ve antinosiseptif etkinligi bircok caligmada
gosterilmistir (Hernandez vd., 2016; Azevedo vd., 2013; Ganeshpurkar ve Saluja,
2017). Rutinin antiinflamatuar ve analjezik etkinligi gosterilmis olmasina ragmen, agri
iletiminin modilasyonunda rol alan yolaklar tzerindeki etkileri ile ilgili ¢calismalar yok
denecek kadar azdir. Rutinin etki mekanizmasinin belirsizligi, rutin tiirevi ilaglarin
gelisimini engelleyerek hastaliklarin tedavisinde kullanimini kisitlamaktadir. Rutinin
mekanizmalarinin aydinlatilmasi, olasit fizyolojik etkilerinin degerlendirilmesi igin
gereklidir. (Chua, 2013). Bu calisma kapsaminda, cesitli antagonistlerin varliginda
santral agri modelleri {izerinde rutinin analjezik etkisine aracilik eden yolaklar
arastirtlacaktir. Calismamizin sonucunda rutinin analjezik olarak kullaniminda rol
oynayan etki mekanizmalar1 hakkinda yeterli bilgi birikimi saglanacak ve diger
analjeziklerle birlikte kullaniminda etkilerini  potansiyelize edip etmedigi

degerlendirilecektir.
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3. GERECLER
3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerimizde Anadolu Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Birimi’nden alinan yaklasik 25-30 g agirhiginda Balb-c disi fareler kullanildi. Fareler 12
saat gece/glindiiz aydinlatmali, 18-25°C’de, iyi havalandirilmis odalarda barindirildi.
Beslenmeleri verilen standart yem peletleri ve ¢esme suyu verilerek saglandi. Ayrica
deney hayvanlar ile yapilacak ¢alismalar igin Eskisehir Anadolu Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan Etik Kurul onay1 alind1 (Karar No: 2018-28).
3.2. Kullamilan Kimyasal Madde ve ilaglar

Rutin

Dipiron

Tramadol (Abdi Ibrahim Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S., Tiirkiye)
Prazosin (Sigma-Aldrich, ABD)

Yohimbin (Sigma-Aldrich, ABD)

Ketanserin (Sigma-Aldrich, ABD)

Ondansetron (Sigma-Aldrich, ABD)

WAY100635

Nalokson (Sigma-Aldrich, ABD)

Serum Fizyolojik

DMSO (Fluka, Chemica, ABD)

3.3. Kullanilan Cihazlar

Hot —Plate (No. 7280, Ugo Basile Instruments, Comerio, Italy)
Sicak su banyosu (BANDELIN, Germany, RK 100 H)

Hassas terazi (OHAUYS)

Kronometre (ISOLAB)

Vortex karistirict (Heidolph, REAX top)

Aktivite kafesi (Ugo Basile 47420, Varese, Italya)
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4. YONTEM
4.1. Uygulanacak Maddeler

Cesitli bitkilerin igeriginde oldugu bilinen rutin flavonoidi saf olarak temin
edilerek deneylerde kullanildi. Olusturulan gruplara rastgele bir bigimde sayilar1 sekiz
olacak sekilde Balb-c disi fareler dagitildi. Agri deneyleri igin olusturulan gruplara
sirastyla 25, 50, 100, 200 mg/kg (i.p.) dozlarinda rutin enjekte edildi. Pozitif kontrol
olarak tramadol (30 mg/kg, i.p.) ve dipiron (300 mg/kg, i.p.) kullanildi. Etkili olan
dozlardan 100 mg/kg rutin agr1 yolaklarinda yer aldig1 belirtilen mekanizmalarin olasi
rollerini incelemek icin secildi. Serotonerjik antagonistler ketanserin (5-HT2; 1 mg/kg;
I.p), ondansetron (5-HT3; 1 mg/kg, i.p), WAY100635 (5-HT1; 0,12 mg/kg, i.p),
adrenerjik antagonistler prazosin ve yohimbin (alfa-1 ve alfa-2; 1 mg/kg; i.p), ve
opioderjik antagonist nalokson (1 mg/kg; 1.p) varliginda deneyler tekrar edildi (Bektas
ve Arslan, 2014). Serotonin antagonistleri (WAY 100635, ketanserin ve ondansetron) ve
adrenerjik reseptor antagonistlerinin (yohimbin ve prazosin) enjeksiyonundan 30
dakika, nonselektif opioderjik reseptor antagonisti nalokson enjeksiyonundan 15 dakika
sonra test maddesi uygulanarak deneyler tekrar edildi. Kombine uygulama igin 15

mg/kg tramadol ve 50 mg/kg rutin ayn1 anda deney hayvanlarina uygulandi.
4.2. Sicak Plaka Testi (Hot- Plate Testi)

1944 yilinda MacDonald ve Woolfe tarafindan tanimlanan bu testin en ¢ok 1953
yilinda Leimbach ve Eddy tarafindan gelistirilen formu kullanilmaktadir. Etrafi
pleksiglas bir silindir ile gevrelenmis olan ve bu test kapsaminda kullanilan Ugo Basile
(No: 7280) 1s1 tablasi, 56°C olana dek 1sitildi. Hayvanin sicak tablaya birakilmasindan,
bacaklar1 iizerinde yiikselme veya sicrama, arka ayaklarimi yalama veya ¢ekme
hareketlerinden birinin gdzlenmesine kadar gecen sure 6l¢ildi (Eddy ve Leimback,
1953; Girish vd., 2012). Hayvanlarin ayaklarinin sicakliktan zarar goérmesini

engellemek amaciyla deneyin bitirilme siiresi 20 saniye olarak belirlenmistir.
4.3. Kuyruk Daldirma Testi (Tail-immersion Testi)

Hayvanin kuyruk kisminin ucundan itibaren 3 cm’lik kismu, igerisinde 52,5+0,2°C
sicakliginda su bulunan bir behere daldirildi. Hayvanin kuyrugunun suya daldirildig:
andan, kuyrugunu suyun digina dogru hizlica ¢ekmesine kadar gecen siire kronometre
ile Olclldi (Schmauss ve Yaksh, 1984). Hayvanlarin kuyruklarinin sicaktan zarar

gérmemesi i¢in deneyin bitis suresi 15 saniye olarak belirlenmistir.
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4.4. Spontan Lokomotor Aktivite Kafesi

Spontan lokomotor aktiviteyi degerlendirmek amaciyla, kafes seklinde olan
pleksiglas aktivite kafesi (Ugo Basile 47420) cihaz1 kullanildi. Cihazin iki dikey
kenarinda karsilikli bulunan pargalar, kizil 6tesi 1sinlar iiretmekte olup ve hayvanin
dikey ve yatay yonlerde yaptigi hareketler bu isinlart kesintiye ugratarak fotosel
aracilifiyla kaydedilmektedir. Cihazin elektronik diizenegi olgiilen verileri 6nceden
belirlenen araliklarla kaydetmekte ve yazdirmaktadir (Marazioti vd., 2009). Hayvanlar
ilaglarin enjeksiyonundan 35 dakika sonra aktivite kafesine alinmis ve 10 dakika

boyunca hayvanlarin lokomotor aktiviteleri 6lgiilmiistiir.

4.5.Verilerin istatistiksel Analizi

Calismamiz sonucunda deney hayvanlardan elde edilen tim sonuclar, deneysel
verilerin aritmetik ortalamasi olarak verilmistir. Istatiksel degerlendirme tek yénli
varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testiyle
yapilmistir. Analiz sonuglart ortalamatstandart hata (S.H.) olarak ifade edilip
istatistiksel anlamlilik diizeyi baslangici olarak p<0.05 kabul edilmistir. Grafiklerin

cizimleri i¢in, Graphpad Prism version 5.0 istatik programi kullanilmistir.

Sicak plaka ve kuyruk daldirma testlerinden elde edilen veriler asagidaki formiilde

yerine koyularak ylizdeye ¢evrilmistir:

[ilag sonras: reaksiyon zamani — ilag dncesi reaksiyon zamam]

100
(4.1)

&4 maksimum olas etki = — - -
[(cut — off = test kesme siiresi) — ilac 6ncesi reaksiyon zamani]
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5. BULGULAR
5.1. Sicak Plaka Testi (Hot- Plate Testi)

Sekil 5.1°de sicak plaka testinde 25, 50, 100 ve 200 mg/kg (i.p.) rutin, 300 mg/kg
(i.p.) dipiron ve 30 mg/kg (i.p.) tramadol uygulanan gruplarda 6l¢iilen maksimum olasi
etki sayilar grafiksel olarak goriilmektedir. 25, 50, 100 ve 200 mg/kg rutin, 300 mg/kg
dipiron ve 30 mg/kg tramadol uygulanan hayvanlarda maksimum olasi etki kontrol
grubuna gore anlamli olarak (sirasiyla p<0,01, p<0,01, p<0,001, p<0,001, p<0,001 ve
p<0,001) artt1.

Sicak Plaka Test-Rutin
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Sekil 5.1. Rutin, Dipiron (300 mg/kg) ve Tramadolun (30 mg/kg)sicak plaka testindeki antinosiseptif
etkisi. Veriler ortalama=SEM. Kontrol grubuna gére anlamh fark: **p<0,01; *** p<0,001.
(n=7-8).

5.1.1. Rutinin sicak plaka testindeki antinosiseptif etkisine adrenerjik sistemin

katilim

Agrmin modiilasyonunda onemli bir rol oynadigi bilinen adrenerjik sistemin
rutinin antinosiseptif etkisindeki rollinii arastirmak i¢in diger uygulanan dozlar
arasindan sectigimiz 100 mg/kg rutin uygulamasindan 6nce 1 mg/kg (i.p.) prazosin ve 1
mg/kg (i.p.) yohimbin 6n uygulamasi yapilmistir. Alfa-1 reseptor antagonisti prazosin,
rutinin antinosiseptif etkisini anlamli derecede geri dondiiriirken (p<0,05), alfa-2
adrenoseptor antagonisti yohimbin antinosiseptif etkiyi goreceli olarak azaltmistir ve

rutinin kontrole gore anlamli etkisi hala devam etmektedir (p<0,01).
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Sicak Plaka Praz+100Rutin Sicak Plaka Yoh+100Rutin

*k%

%Maksimum olasi etki
%Maksimum olasi etki

Sekil 5.2. Sicak plaka testinde rutinin antinosiseptif etkisinde adrenerjik sistemin rolu. Veriler
ortalama+SEM. Kontrol grubuna gére anlamli fark: *"p<0,01; "“p<0,001; 100 mg/kg rutine
gore anlamlilik: *p<0,05. Praz: Prazosin, YOH: Yohimbin, (n=7-8).

5.1.2. Rutinin sicak plaka testindeki antinosiseptif etkisine serotonerjik sistemin

katilim

Agn yolaklar1 tizerinde yer aldigi bilinen serotonerjik reseptdrlerin rutinin
antinosiseptif etkisindeki roliinii arastirmak i¢in 5-HT: reseptér antagonisti
WAY100635 (1 mg/kg), 5-HT> reseptor antagonisti ketanserin (1 mg/kg) ve 5-HT3
reseptOr antagonisti ondansetron (1 mg/kg) 6n uygulamasindan sonra 100 mg/kg rutin
uygulanmistir. Sekil 5.3’te goriildiigii gibi 5-HT1 reseptdr antagonisti WAY 100635, 5-
HT> reseptdr antagonisti ketanserin ve 5-HT3 resepttr antagonisti ondansetron rutinin

antinosiseptif etkisini anlamli derecede geri ¢evirmistir (p<0,001, p<0,05, p<0,001).

Sicak Plaka-Ket+100Rutin Sicak Plaka Ond+100Rutin

*kk

H#itH

%Maksimum olasi etki
%Maksimum olasi etki
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Sicak Plaka Way100635+100Rutin

H#HiH

%Maksimum olasi etki

Sekil 5.3. Sicak plaka testinderutinin antinosiseptif etkisinde serotonerjik sistemin rolii. Veriler
ortalama+SEM. Kontrol grubuna gére anlamli fark: ***p<0,001, ***p<0,001, ***p<0,001.
100 mg/kg rutine gore anlamhilik: #p<0,05, #¥p<0,001, ##p<0,001. Ket: Ketanserin, Ond;
Ondansetron, (n=7-8).

5.1.3. Rutinin sicak plaka testindeki antinosiseptif etkisine opioderjik sistemin
katilim

Agn iletiminde Onemli bir gorevi oldugu bilinen opioderjik sistemin rutinin
analjezik etkisindeki roliinii arastirmak icin opioid reseptdr antagonisti nalokson (1
mg/kg) 6n uygulamasinin ardindan 100 mg/kg dozda rutin uygulanmistir. Bu uygulama
sonucunda naloksonun rutinin antinosiseptif etkisini anlamli (p<0,001) olarak geri

cevirdigi goriilmektedir (Sekil 5.4).
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Sicak Plaka NIx+100Rutin

%Maksimum olasi etki

Sekil 5.4. Sicak plaka testinderutinin antinosiseptif etkisinde opioderjik sistemin rolii. Veriler
ortalama+SEM. Kontrol grubuna gére anlaml fark: ~"p<0,001; 100 mg/kg rutine gore
anlamlilik: #¥¥p<0,001. NIx; Nalokson, (n=7-8).

5.2. Kuyruk daldirma testi (Tail-immersion testi)

Kuyruk daldirma testinde 25, 50, 100 ve 200 mg/kg rutin (i.p.), 300 mg/kg dipiron
ve 30 mg/kg tramadol (i.p.) uygulanan gruplarda elde edilen veriler Sekil 5.5’te
grafiksel olarak goriilmektedir. Kuyruk daldirma testi sonucunda rutinin uygulanan
dozlarinin hepsinde anlamli analjezik etki gosterdigi gozlemlenmistir (sirasiyla;

p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,01).

5.2.1. Rutinin kuyruk daldirma testindeki antinosiseptif etkisine adrenerjik

sistemin katilimi

Adrenerjik sistemin roliinii arastirmak i¢in 100 mg/kg rutin uygulamasindan 6nce
1 mg/kg (i.p.) prazosin ve 1 mg/kg (i.p.) yohimbin enjekte edilmistir. Alfa-1
adrenoseptor antagonisti prazosin ve alfa-2 adrenoseptdr antagonisti yohimbin, rutinin
antinosiseptif etkisini kismen geri ¢evirmistir. Ancak, rutinin antinosiseptif etkisinin

kontrole gore halen devam ettigi goriilmektedir (p<0,05, p<0,05), (Sekil 5.6).
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Kuyruk Daldirma Testi-Rutin
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Sekil 5.5. Rutin, Dipiron (300 mg/kg) ve Tramadolun (30 mg/kg) kuyruk daldirma testindeki
antinosiseptif etkisi. Veriler ortalamaxSEM. Kontrol grubuna gére anlaml fark: **p<0,01;
***n<(,001. (n=7-8).

Kuyruk Daldirma Testi Praz+100Rutin Kuyruk Daldirma Testi Yoh+100Rutin

P >k

%Maksimum olasi etki
%Maksimum olasi etki

Sekil 5.6. Kuyruk daldirma testinde rutinin antinosiseptif etkisinde adrenerjik sistemin roll. Veriler
ortalama+SEM. Kontrol grubuna gore anlamli fark: “p<0,001; 100 mg/kg rutine gore
anlamhilik: ""p<0,01. Praz: Prazosin, Yoh: Yohimbin, (n=7-8).
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5.2.2. Rutinin kuyruk daldirma testindeki antinosiseptif etkisine serotonerjik

sistemin katilimi

Rutinin antinosiseptif etkisinde serotonerjik sistemin roliinii arastirmak i¢in 5-HT1
reseptodr antagonisti WAY100635 (1 mg/kg), 5-HT> reseptor antagonisti ketanserin (1
mg/kg) ve 5-HT3 reseptor antagonisti ondansetron (1 mg/kg)’dan 30 dakika sonra 100
mg/kg rutin uygulanmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 5.7°de goriilmektedir. 5-HT:
reseptdr antagonisti WAY100635, 5-HT> reseptor antagonisti ketanserin ve 5-HTs
reseptor antagonisti ondansetron rutinin olusan maksimum olast analjezik etkisini

anlamli derecede geri ¢evirmistir (sirastyla; p<0,001, p<0,01, p<0,001).

Kuyruk Daldirma Testi Ket+100Rutin Kuyruk Daldirma Testi Ond+100Rutin
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Sekil 5.7. Kuyruk daldirma testinderutinin antinosiseptif etkisinde serotonerjik sistemin roli. Veriler
ortalama+SEM. Kontrol grubuna gére anlamli fark: *p<0,001, *p<0,001, *"p<0,001. 100
mg/kg rutine gére anlamhilik: *p<0,01, #p<0,001, *p<0,001. Ket: Ketanserin, Ond;
Ondansetron, (n=7-8).
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5.2.3. Rutinin kuyruk daldirma testindeki antinosiseptif etkisine opioderjik

sistemin katilimi

Opioderjik sistemin roliinii arastirmak i¢in nonselektif opioid reseptor antagonisti
nalokson (1 mg/kg) uygulamasinin ardindan 100 mg/kg dozda rutin uygulanmistir.
Nalokson, rutinin antinosiseptif etkisinin anlamli derecede azalmasina neden olmustur

(p<0,001) (Sekil 5.8).

Kuyruk Daldirma Testi NIx+100Rutin

51 *kk

%Maksimum olasi etki

Sekil 5.8. Kuyruk daldirma testinderutinin antinosiseptif etkisinde opioderjik sistemin rolii. Veriler
ortalama+SEM. Kontrol grubuna gére anlamli fark: ***p<0,001; 100 mg/kg rutine goére
anlamlilik: ##p<0,001. NIx; Nalokson, (n=7-8).

5.3. Aktivite Kafesi Sonuclar:

Rutinin  deney hayvanlarinin  motor koordinasyonu iizrine etkisinin
degerlendirildigi lokomotor aktivite test sonuglar1 Sekil 5.9°da verilmistir. Bu deneyde
elde edilen sonuglarda anlamli bir fark goriilmemektedir. Buna gore rutinin deney
hayvanlarmin motor hareketlerini olumsuz etkilemedigi ve sedasyon olusturmadigi
belirlenmistir.

5.4. Rutin ve Tramadol Kombine Uygulamasi Deney Sonuclar:

Rutin (50 mg/kg) ve tramadoliin (15 mg/kg) kombine kullanimindan elde edilen
sonuclar Sekil 5.10°da verilmistir. Kombine ila¢ kullanimi 6zellikle agr1 tedavisinde
daha etkili olabilecegi diisiinlilmektedir. Bu nedenle rutin ve tramadolin kombine
uygulamasint her iki agr1 testinde de denenmistir. Ancak sonuglara bakildiginda
kombine uygulamanin antinosiseptif etkisi her iki ilacin tek basina gosterdikleri etkiden

daha distiktiir (Sekil 5.10).
32



Activite-Dikey Activite kafesi- Yatay
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Sekil 5.9. Aktivite kafesi sonuglari. Veriler ortalama+SEM. (n=7-8).
Sicak Plaka Testi-15Tramadol+Rutin50 Kuyruk Daldirma Testi-15Tramadol-50Rutin
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Sekil 5.10. Rutin ve tramadol kombine kullanim sicak plaka ve kuyruk daldima test sonuglari. Veriler
ortalamaxSEM. Kontrol grubuna gore anlamli fark: ***p<0,001.(n=7-8).

33



6. SONUC ve TARTISMA

Bu tez calismasinda, rutinin antinosiseptif etkisini ve bu etkiye aracilik
edebilecegi diisiiniilen adrenerjik, serotonerjik ve opioid sistemlerin arastirilmasi
amaciyla santral antinosiseptif etkinin degerlendirilmesinde en sik kullanilan
yontemlerden olan sicak plaka ve kuyruk daldirma testleri kullanilmistir. Bu testlerde
uygulanan bilesikten sonra termal uyarana verilen yanitin siiresindeki artis analjezik etki
olarak yorumlanmaktadir (Bannon ve Malmberg, 2007). Bu tez ¢alismasinda fenolik bir
bilesik olan rutinin 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda, sicak plaka ve kuyruk daldirma
testleri ile olusturulan agriyr anlamli derecede azalttigi goriilmektedir. Elde edilen
sonuglar rutinin santral analjezik etkinligine esas olarak serotonerjik ve opioiderjik
sistemin aracilik ettigini gostermektedir. Adrenerjik sistemin de rutinin analjezik
etkisinde kismen rol oynadigi belirlenmistir. Ayrica 100 mg/kg dozda uygulanan rutinin
analjezik etkisinin 30 mg/kg tramadol ve 300 mg/kg dipironun olusturdugu analjezik
etkiye yakin oldugu goriilmektedir. Bunun yani sira rutin ve tramadoliin kombine

uygulamasinin ise beklendigi gibi sinerjistik bir etkilesim gostermedigi belirlenmistir.

Rutinin analjezik ve antiinflamatuar aktiviteye sahip oldugu ¢esitli ¢caligmalarda
belirtilmistir (Azevedo vd., 2013; Ganeshpurkar ve Saluja, 2017; Hernandez vd., 2016).
Ancak bu ¢alismalar ¢ogunlukla rutin igeren bitkilerden elde edilen ektraktlarla ya da
bunlarin fraksiyonlari ile yapilmigtir. Rutin ile yapilan bir ¢caligmada, giinliik 80 mg/kg
dozda verildiginde, sicanlarda adjuvan artrit modelinin hem akut hem de kronik
fazlarini inhibe ederek 6demi, nodiilleri ve ankilozu baskilamada oldukcga aktif oldugu
bulunmustur (Toker vd., 2004). Rutin’in biyolojik aktiviteleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma
olmasma ragmen bu faaliyetlerin mekanizmalar1 halen tam olarak belirlenememistir
(Chua, 2013). Selvaraj vd.’nin yaptiklar1 bir g¢alismada rutin igeren ekstrelerin
antinosiseptif etkisine opioiderjik reseptorlerin aracilik ettigini belirtmislerdir (Selvaraj
vd., 2014). Bu tez ¢alismasinda da naloksonun rutinin analjezik etkisini hem spinal hem
de supraspinal seviyede anlamli derecede geri ¢evirdigi belirlenmistir. Opioid
reseptorleri , k ve & olarak simiflandirilir ve supraspinal, spinal ve periferik bolgelerde
bulunduklar1 bilinmektedir. Opioid maddelerin etkileri hem insanlarda hem de
kemirgenlerde SSS boyunca pre-ve postsinaptik néronlar tizerinde bol miktarda bulunan
opioid reseptorlerine baglanmalari ile baslar. Devaminda inhibitér G proteinlerinin
(Gi/Go) aktive olmasi sonucunda adenilil siklazin (hiicrede cAMP seviyelerinin

azaltilmast) ve Ca?" kanallarinin inhibisyonu ve ice yonelik K* kanallarinin aktivasyonu
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da dahil olmak iizere bir dizi hiicre i¢i olayin baglamasiyla etki meydana gelmektedir
(Ferdousi ve Finn, 2018; Ozdemir, 2017). Hernandez-Leon vd., formalin testinde rutinin
analjezik etkisini degerlendirmisler ve opioid reseptdrlerin bu etkiye kismen katki
sagladigimi ag¢iklamislardir (Hernandez-Leon vd., 2016). Bu tez ¢alismamizda elde
ettigimiz bulgular ise rutinin analjezik etkisine opioid reseptorlerinin 6nemli oranda

katildigin1 gostermektedir.

SSS’de inici yolaklarda agrinin inhibisyonuna endojen opiyatlar, serotonin ve
noradrenalin gibi ndrotransmitterler aracilik etmektedir. Rutinin analjezik etkisine
aracilik ettigi belirlenen bir diger sistem ise serotonerjik sistemdir. Beyindeki serotonin
yolaklar1 agirlikli olarak medulladan orta beyne kadar orta hatta yer alan raphe
cekirdeklerinden kaynaklanmaktadir. Yapilan caligmalar, periakuaduktal gri bolgenin
(PAG) uyarilmasiyla indiiklenen omurilik dorsal boynuzunda serotoninin salinmasinin
omurilik ndronlarinin inhibisyonu ile sonuc¢landigini gostermektedir. Merkezi sinir
sisteminde, serotonin reseptorlerinin aktivasyonu, inen inhibitor sisteminin aktivasyonu
yoluyla agriy1 inhibe eder. PAG boélgenin uyarilmasiyla diisiik dozlarda salinan
serotoninin, omuriligin dorsal boynuzundaki 5-HT2 ve 5-HT3 reseptorlerinin
aktivasyonu ile antinosisepsiyonda rol oynadigi gosterilmistir. Bu reseptdrlerin yan
sira, omurilikte 5-HT1A reseptorlerinin aktivasyonunun da nosisepsiyonu engelledigi
bildirilmektedir. Inhibitér interneronlar iizerinde yer alan 5-HT2 ve 5-HT3
reseptorlerinin  serotonin tarafindan aktive edilmesi sonucu endojen opioidlerin
saliverildigi de belirtilmektedir (Diniz vd., 2018; Ferreira Junior vd., 2018; Martikainen
vd., 2018). SSS’de serotonin seviyelerinin artmasinin opioid analjezinin giiglenmesine
neden oldugu ifade edilmektedir (Nemmani ve Mogil, 2003). Elde ettigimiz sonuglari
degerlendirdigimizde hem serotonerjik hem de opioid reseptdr antagonistlerinin 6n
uygulanmas1 rutunin analjezik etkisini anlamli derecede geri ¢evirdigi goriilmektedir.
Buradan hareketle rutin flavonoidinin analjezik etkisine her iki sistemin birlikte aracilik

ettikleri diistintlebilir.

Noradrenalin agrinin kontroliinde rol oynayan bir diger 6nemli ndrotransmitterdir.
Norepinefrinin ana kaynaklar1 periferik olarak sempatik sinirler ve merkezi olarak
noradrenerjik beyin sap1 c¢ekirdekleri Al1-A7'dir. Periferik norepinefrin saglikli
dokularda agr lizerinde ¢ok az etkiye sahipken, yarali dokularda agrinin siddetlenmesi
de dahil olmak tizere degisken etkilere sahiptir. LC, beyinde noradrenalin igeren

noronlarin %80'ini bulundurmasina bagl olarak, omurilige en 6nemli noradrenerjik
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yolaklarin projeksiyonunu ve agrinin inhibisyonunu saglar. Omurilikte, inici
ndronlardan salinan norepinefrin, primer afferent nosiseptorlerin merkezi terminalleri
Uzerindeki alfa-2 adrenoseptorler ve internéronlar Gzerindeki alfa-1 adrenoseptorler
araciligiyla agriyr bastirir (Pertovaara 2013; Ossipov vd., 2014; Sanna vd., 2020).
Rutinin analjezik etkisine adrenerjik sistemin katiliminin degerlendirilmesi amaciyla
yohimbin ve prazosin 6n uygulanmasi sonucunda; her iki antagonist de rutinin analjezik
etkisini goreceli olarak azaltmistir, ancak rutinin analjezik etkisi kontrole gore halen
anlaml diizeyde devam etmektedir. Bu nedenle analjezik etkiye adrenerjik reseptorlerin

katiliminin olmadig1 disiiniilmektedir.

Yeni analjezik ilaglarin arastirilmasinin yani sira var olan analjezik ilaclarin daha
diisiik dozlarda kullanimini saglamak ve olusan yan etki ve tolerans gibi sorunlar
azaltabilmek amaciyla kombine ila¢ kullaniminin degerlendirilmeside Gnem
tagimaktadir. Bu amagla c¢alismamizda hem kuyruk daldirma hem de sicak plaka
testlerinde rutin ve tramadolii deney hayvanlarina bir arada uyguladik. 15 mg/kg
tramadol ve 50 mg/kg rutinin bir arada kullanimi, tramadol 30 mg/kg ve rutin 100
mg/kg’a gore analjezik etki gdstermedi. Ustelik kontrole gore de anlamli bir etkisi
belirlenmedi. Bu bulgulara gore, rutin ve tramadolin benzer yolaklar tzerinden etki

ettigini ve bu nedenle birbirlerinin etkisini azalttiklarini diistinmekteyiz.

Bu tez ¢aligmasi sonucunda elde edilen bulgular, rutinin santral analjezik etkiye
sahip oldugunu ve bu etkiye cogunlukla serotonerjik yolaklarin ve opioid reseptorlerin
aracilik ettigini  belirledik. Etki mekanizmasinin daha detayli olarak farkli
antagonistlerle incelenmesinin yararli olacagi kanaatindeyiz. Rutinin tramadolle birlikte
kombine kullanima uygun olmadigimi belirlemis olmamiza ragmen, farkli analjezik
ilaglarla (NSAI vb.) kombinasyonlarmin denenebilecegini diisiinmekteyiz. Sonug olarak
rutin  analjezik  etkisi bakimindan yeni ila¢  gelistirme c¢aligmalarinda

degerlendirilebilecek potansiyele sahip bir bio-flavonoiddir.
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