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OZET
FERULIK ASITIN PERIFERIK ANALJEZIK ETKiSi VE
OLASI MEKANIZMALARI
Merve KASIK
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2019

Danisman: Dog. Dr. Nurcan BEKTAS TURKMEN

Ferulik asit sinirli sayida ¢alisma ile analjezik etkisi ve etki mekanizmasi
gosterilmis biyoaktif bir fenoliktir. Tez ¢alismasinda ferulik asitin periferal analjezik
etkinliginin farelerde %0,6 asetik asit, i.p., injeksiyonu ile indiiklenen kivranma testinde
degerlendirilmesi ve bu etkinlikte NO/sGMP/PKG/Katp yolaginin roliiniin arastirilmasi
amaclandi. Bu amagla ferulik asitin 20, 40, 80 ve 160 mg/kg (p.0.) dozlarda olusturdugu
analjezik etki belirlendikten sonra etki mekanizmasmin aydinlatilmasi ic¢in etkili
bulunan dozda uygulanan ferulik asit oncesi ayr1 ayri, NO prekiirsori 100 mg/kg L-
arjinin (i.p.), nitrik oksit sentaz inhibitorii 30 mg/kg L-NAME (i.p.), guanilat siklaz
inhibitori 20 mg/kg metilen mavisi (i.p.) ve Karp kanal blokoéri 10 mg/kg glibenklamid
(i.p.) kullanildi. Kivranma sayisindaki azalma analjezik aktivite olarak degerlendirildi.
40, 80 ve 160 mg/kg dozlarda ferulik asitin kivranma sayilarini1 anlamli olarak azalttigi
gozlendi. 80 mg/kg ferulik asit ve 100 mg/kg asetil salisilik asitin birbirine yakin
seviyelerde etkinlik gosterdigi belirlendi. 80 mg/kg ferulik asitin neden oldugu
kivranma sayisindaki azalmayi; L-arjinin ve metilen mavisi goreceli olarak geri
cevirirken, L-NAME geri ¢evirememistir. Glibenklamid 6n-uygulamasi ise ferulik asit
ile indiiklenen bu azalmayi anlamli bir sekide Onlemistir. Calisma bulgular1 ferulik
asitin periferal analjezik etkinlige sahip oldugunu ve bu etkinlige sGMP’nin kismen
fakat Karp kanallar1 aktivasyonunun primer olarak aracilik ettigini gostermektedir.
Sonu¢ olarak, ferulik asitin agr1 tedavisinde tek basma veya yardimci ilag olarak

giivenle kullanilabilecek bir ajan olabilecegini sdylemek miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Ferulik asit, Nitrik oksit, Guanilat siklaz, Karp kanallari, Agr1.



ABSTRACT

PERIPHERAL ANALGESIC EFFECT AND
POSSIBLE MECHANISMS OF FERULIC ACID
Merve KASIK
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences Institute, January 2019

Supervisor: Assoc Prof. Dr.Nurcan BEKTAS TURKMEN

Ferulic acid is a bioactive phenolic with a limited number of studies showing the
analgesic effect and mechanism of action. The aim of this study was to evaluate the
peripheral analgesic efficacy of ferulic acid in the mice with writhing test induced by
injection of 0,6% acetic acid, i.p., and to investigate the role of the
NO/cGMP/PKG/Katp pathway in this activity. For this purpose, after the determination
of the analgesic effect of ferulic acid in 20, 40, 80 and 160 mg/kg (p.o.) doses, NO
precursor 100 mg/kg L-arginine (i.p.), nitric oxide synthase inhibitor 30 mg/kg L-
NAME (i.p.), guanylate cyclase inhibitor 20 mg/kg methylene blue (i.p.) and Karp
channel blocker 10 mg/kg glibenclamide (i.p.) was used separately before the ferulic
acid applied at the dose effective for clarifying the mechanism of action. Reduction in
the number of writhes was evaluated as analgesic activity. At the 40, 80 and 160 mg/kg
doses, ferulic acid significantly decreased writhing numbers. It was determined that 80
mg/kg ferulic acid and 100 mg/kg acetyl salicylic acid had similar activity at close
levels. Reduction in the number of writhes caused by ferulic acid at 80 mg/kg; while L-
arginine and methylene blue were relatively reversed, L-NAME could not reverse.
Glibenclamide pre-treatment significantly inhibited this reduction induced by ferulic
acid. The results of the study indicate that ferulic acid has peripheral analgesic activity
and this activity is mediated partially by sGMP but primarily by activation of Karp
channels. In conclusion, it is possible to say that ferulic acid can be an effective agent

for the treatment of pain alone or as an adjuvant.

Keywords: Ferulic acid, Nitric oxide, Guanylate cyclase, Katp channels, Pain.
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu caligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu g¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
llgili yaptiZim bu beyana aykiri bir durumun saptanmast durumunda, ortaya gikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Merve KASIK



TESEKKUR

Bu tez calismasmin gergeklestirilmesinde ve yiiksek lisans egitimim siiresince,
degerli bilgilerini benimle paylasan, kiymetli zamanmi ayirip biyiik bir ilgiyle bana
faydali olabilmek icin elinden gelenin fazlasini sunan, yaninda ¢alismaktan biiyiik bir
onur ve keyif duydugum, insani ve ahlaki degerleriyle 6rnek edindigim ve ayrica
tecriibelerinden yararlanirken hosgorii ve sabrii eksik etmeyen degerli tez danismanim
Dog. Dr. Nurcan BEKTAS TURKMEN e igtenlikle tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitim donemimde, katildigim tiim deneyler ve c¢aligmalarim
stiresince bilgi, birikim ve tecriibeleriyle bana destek olan, insani ve ahlaki degerlerini
ornek edindigim, hayat durusuna her zaman hayran oldugum ve kendisiyle calisma
firsatin1 buldugum i¢in kendimi ¢ok sanslh hissettigim degerli hocam Dog¢. Dr. Rana
ARSLAN’a tesekkiirlerimi borg bilirim.

Higbir fedakarlik ve oOzveriden kaginmayip her daim yanimda olduklarini
hissettiren, Kkarsilastigim her tiirlii zorlukta gii¢ aldigim, sevgi ve desteklerini eksik
etmeyen, tiim yiiksek lisans siirecim boyunca motivasyon kaynagim ve bu hayattaki en
biiyiik sansim olan sevgili annem, babam ve kardesime tesekkiir ederim.

Calsimalarim siiresince motive olmami saglayan arkadaglarima ve g¢alisma

arkadaslarima tesekkiir ederim.
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1. GIRIS VE AMAC

Uluslararast Agr1 Calismalar1 Birligi (IASP) tarafindan 1979°da yaymlanan resmi
taniminda; agrmm var olan veya olasi doku hasarma eslik eden veya bu hasar ile
tanimlanabilen, hosa gitmeyen duysal ve emosyonel deneyim oldugundan
bahsedilmektedir (Aydede, 2017). Giiniimiizde agr1 yonetimine artan dikkat, es zamanl
olarak analjezik kullanimmna bagli daha fazla oranda yan etkiyi de beraberinde
getirmektedir. Genis bir kullanim alan1 olsa da analjezikler giivenlik endiseleriyle ve
yakin zamanda ortaya ¢ikan potansiyel riskleriyle dikkat ¢gekmeye devam etmektedirler
(Cazacu, 2015). Agn tedavisi icin piyasada nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar,
opioidler, trisiklik antidepresanlar ve antikonviilsanlar gibi birgok ilag bulunsa da ¢ogu
hasta mevcut ilaglarin cesitli yan etki ve tolerabilite problemlerinden dolay1
tamamlayic1 veya alternatif tedavi olarak bitkisel tedaviye bagvurmakta ve olumlu yanit

almaktadir (Zareba, 2009).

Bitkisel ilaglar etkinlik ve giivenlik nedeniyle gelismis saglik hizmetlerinde biiyiik
bir talep gormektedir (Kamboj, 2000). Sentetik ilaglarin ila¢ endiistrisinde dnemli pay1
olsa bile, dogal ilag etken maddeleri ve bilesiklerden iiretilen ilaglar giiniimiizde
kullanilan ilaglarin neredeyse %50’sini olusturmaktadir. Dogal kaynaklardan elde edilen
ilag hammaddeleri ve ilgili bilesikler arasinda antibakteriyel, antikanser, antikoagiilan,
antiparazitik ve immunosupresan ajanlar tedavide kullanimda ilk sirada yer almaktadir.
ABD’de regete edilen 150 ilagtan 84’ dogal bilesik veya tiirevidir. Bu ilaglarin
agirlikla antialerjik ve solunum yollar1 ilaglari, analjezikler, kardiyovaskiiler ilaglar ve
antiinfektif ajanlar oldugu goriilmektedir (Harput, 2010). Son yillarda, bitkilerde dogal
olarak bulunan ferulik asit biyoaktif bir molekiil olmasi nedeniyle dikkat ¢ekmektedir.
Giglii bir antioksidan olan ferulik asitin insan sagligini olumlu yonde etkiledigi
bilinmektedir. Baz1 deneysel ¢aligmalarda ferulik asitin analjezik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Ancak etki mekanizmasi hakkindaki veriler smirl sayidadir (Srinivasan
ve dig., 2007; Zhang, 2010).

Analjezi kontrolii santral ve periferik diizeyde bir ¢ok ndrokimyasal siirecin yer
aldigi kompleks bir siirectir (Vanegas ve dig., 2010; Sommer, 2010). Mevcut
analjezikler ile yasanan etkinlik ve giivenlik problemleri, aragtirmacilar1 agri1 kontrol
siirecinde rol oynayan diger sistemleri hedef alan ilaglarin gelistirilmesine

yonlendirmektedir. Bu baglamda dikkat c¢eken yolaklardan bir tanesi de L-



arjinin/NO(nitrik oksit)/sGMP(siklik guanozin monofosfat)/ATP’ye duyarli K kanali
yolagidir. Bu yolak, NO araciligi ile sGMP olusumu ve bunu takiben PKG
(Proteinkinaz G)’nin aktivasyonuyla ATP’ye duyarh K* kanallarmmn fosforile olmas ile
etki gostermektedir. Boylece nosiseptif bilgi aktariminin azalmasi ile antinosiseptif etki
elde edilerek agr1 baskilanmaktadir (Staurengo-Ferrari ve dig., 2014). Bu tez
caligmasinda, farelerde 20, 40, 80, 160 mg/kg dozlarda oral uygulanan ferulik asitin
asetik asit ile indiiklenen kivranma testinde periferal analjezik etkinliginin
degerlendirilmesi ve gozlenen antinosiseptif etkinligine NO/sGMP/PKG/Karp kanali

yolagmin katkisinin arastirilmasi amaglanmaistir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Agn

IASP’e gore agri; “mevcut ya da potansiyel doku hasari ile iligkili olarak tarif
edilen hos olmayan duyusal ve duygusal bir deneyimdir” (Merskey ve Bogduk, 1994).
Tim insanlar ve hayvanlarin ¢ogu yiiksek esige sahip 0zel reseptorlere sahiptirler ve
sadece doku hasarinin sebep oldugu veya olabilecegi uyaranlar tarafindan uyarilabilirler
(Schmidt, 1986). Agri, gercek veya olast doku hasarini saptamak i¢in uzmanlagmis bu
duyusal reseptorlerin aktivasyonundan kaynaklanmaktadir (Ossipov ve dig., 2010). Bu
reseptdrlere “nosiseptdr” denmektedir. Insanlarda bu reseptorlerin uyarilmasi olagan
olarak aciya neden olur ki bu da viicudun digaridan (6rn., 1s1) veya dahili olarak (6rn.,
iltihap) kaynaklanan uyaranlar tarafindan tehlikeye girdigine isaret etmektedir. Zararh
sinyallerin alinmasi, iletimi ve santral sinir sisteminde algilanmasi “nosisepsiyon”
olarak adlandiriimakta ve bu olayda yer alan noral yapilar “nosiseptif sistem”i
olusturmaktadir (Schmidt, 1986). Nosisepsiyon, doku hasar1 ile agrinin algilanmasi
arasinda olusan karmasik elektrokimyasal olaylar serisinin biitiiniidiir. Agri,
nosisepsiyon i¢inde bir algilama olayidir. Travmatik veya zararl uyarana noral cevaptir.
Tim nosiseptor uyarilar agr1 olusturur, fakat tiim agrilar nosisepsiyondan kaynaklanmaz
(Aydin, 2002). Agr1 bilincin mutlak bir fonksiyonudur, nosisepsiyon ise degildir. Agri,
sinir sisteminde degisikliklere neden olmamasina ragmen, “fonksiyonel manyetik
rezonans goriintiileme” tizerindeki kortikal degisiklikler gibi cesitli silireglerin agri ile
iligkili oldugu bilinmektedir (Visser ve Davies, 2009). Agri sinyallerinin islenmesi ve
yorumlanmasi, periferal sinirlerin uyarilmasini, spinal dorsal boynuz i¢indeki lokal
etkilesimleri ve spinal korddan supraspinal yapilara uzanan bir dongiiyii olusturan inici
ve cikict sistemlerin aktivasyonunu gerektiren ve son olarak spinal diizeyde uyarici
nosiseptif girdiler igeren olduk¢a karmasik bir siirectir (Vanderah, 2007). Bununla
birlikte, nosiseptdrlerin aktivasyonu ile agrinin duyusal deneyimi arasinda her zaman
belirgin bir dogrudan iligki yoktur. Yaralanma siddetinin benzer oldugu durumlarda
bile, bireysel agr1 deneyimleri degiskenlik gosterebilmektedir. Duygusal durum, kaygi
derecesi, dikkat ve dikkat dagmikligi, gecmis deneyimler, hatiralar ve daha bircok

faktor agr1 deneyimini artirabilmekte veya azaltabilmektedir (Ossipov ve dig., 2010).



2.1.1. Agrimin siniflandirilmasi

Agr birgok farkli sekilde siniflandirilabilmektedir. Fonksiyonel (fizyolojik agri,
patolojik agr1), etiyolojik, patofizyolojik, anatomik olarak (nosiseptif agri, néropatik
agri, visseral agri, somatik agr1 v.s.), ve agrmin siiresine gore (akut, kronik v.s.) gore
smiflandirmalar mevcuttur (Visser ve Davies, 2009). IASP Taksonomi Alt Komitesi ise
agriy1 bes eksenli taksonomi seklinde, eksen bazinda tanimlamistir. Bu tanimlamaya
gore; 1. eksen agrinmn yer aldigi viicut bolgesi ile ilgilidir. 2. eksen agrmin etkiledigi
sistemleri, 3. eksen olusum siiresini ele almaktadir. 4. eksen, hastanin ifadesine gore
agrmin siddeti ve basladigindan bu yana gecen siireyi, 5. eksen ise agriin etiyolojisini
belirtmektedir (Aydin, 2002).

Akut agri, spesifik bir hastalik veya yaralanma ile meydana gelmektedir. Yararl
bir biyolojik amaca hizmet etmekle birlikte kendi kendini sinirlamaktadir. Ayrica iskelet
kas1 spazmi ve sempatik sinir sistemi aktivasyonu ile iliskilidir. Kronik agr1 ise bir
hastalik durumu olarak disiiniilebilir. Bir hastalik veya yaralanma ile iligkiliyse de,
normal iyilesme siiresinden daha uzun siiren bir agridir. Kronik agri psikolojik
durumlardan kaynaklanabilir, biyolojik bir amaca hizmet etmez ve tanimlanabilir bir
bitis noktasma sahip degildir. Akut agrinin tedavisi, altta yatan nedenin tedavi
edilmesini ve nosiseptif sinyallerin kesilmesini amac¢lamaktadir. Kronik agrinin tedavisi
ise multidisipliner bir yaklagima dayanmali ve birden fazla terapotik yontem i¢cermelidir
(Grichnik ve Ferrante, 1991).

Kronik agri, altta yatan hastalik tarafindan somatosensoriyel sinir sisteminin
biitliinliigiiniin bozulup bozulmadigina bagli olarak nosiseptif veya ndropatik olarak
smiflandirilmaktadir.  Nosiseptif agri, zararli uyaranlara duyarli reseptorlerin
(nosiseptorler) aktivasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu uyaranlara uzun siireli veya
yogun maruziyet, ornegin, iltihaplanma sirasinda agiga ¢ikan kimyasal mediyatorler,
nosiseptif sinir liflerinin tepkisini arttirmaktadir (Scholz, 2014). Cesitli merkezi ve
periferik sinir bozukluklarinin neden oldugu néropatik agri, siddeti, kronikligi ve basit
analjeziklere kars1 direnci nedeniyle problemli bir agri tipidir. Servikal veya lomber
radikiilopati, diyabetik nropati, kansere bagh néropatik agri, postherpetik nevralji, HIV
ile iliskili néropati, omurilik hasari, trigeminal nevralji gibi beyin, omurilik ve periferal
sinirleri etkileyen gesitli nedenlerden kaynaklanabilmektedir (Gilron ve dig., 2006).
Pozitif belirtileri tipik olarak, karincalanma, yanma veya elektrik ¢arpmasi hissi olarak

tanimlanan ac1 veren duyumlardir. Negatif semptomlar duyusal fonksiyon kaybi
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nedeniyle azalmis duyu hissiyati olarak tanimlanmaktadir. Hastalar ayrica allodini
(genellikle agriya neden olmayan bir uyaranin neden oldugu agr1), hiperaljezi (agriya
asirt duyarli olma) ve anestezi dolorosa (anestetik veya uyusuk bir bolgede agri)
yasamaktadir (Brooks ve Kessler, 2017). Noropatik ve norojenik agri
karigtirilmamalidir. Norojenik agri, herhangi bir néropati olusturma sart1 aranmaksizin
periferal sinir yaralanmasi ile ortaya ¢ikan agridir (Aydin, 2002).

Somatik agri1 somatik sinirlerden kaynaklanan, ani baslayan, keskin, 1yi lokalize
olmus agridir (Aydm, 2002). Somatik agr1 genellikle eklem yaralanmasi veya artritik
durumlarla ilgilidir. Kas agris1 da somatik bir agridir ve fibromiyalji de dahil olmak
tizere bazi kronik durumlarin bir pargasi olarak gelisebilmektedir (http-1). Visseral agr1
ise, i¢ torasik, pelvik veya abdominal organlardan kaynaklanan agri olarak
tanimlanmaktadirir. Somatik agridan farkli olarak, viseral agr1 genellikle belirsiz, kotii
lokalize ve organ distansiyonu gibi bir uyarana kars1 asir1 duyarhilik ile karakterizedir

(Johnson ve Meerveld, 2016).

2.2. Santral Agr1 Modiilasyonu

Spinal kord, periferden gelen agri sinyallerini ¢ikan yollar vasitasiyla st
merkezlere iletmektedir. Kortekse ulasan bu sinyaller, 1iist merkezlerde
degerlendirildikten sonra beyin sap1 yoluyla spinal korda geri donerek agriyr kontrol
eden inici yolaklar1 olusturmaktadir (Uyar ve Koken, 2017). Nosiseptif sinyalleri
beyinde daha yiiksek merkezlere tasiyan ¢ikici sistemler; spino-talamik yol (STT),
spino-retikiiler yol (SRT), spino-mezensefalik yol, spino-tektal yol ve spino-
hipotalamik yoldur (Patestas ve Gartner, 2006). Lamina I, V ve VII’den koken alan
spino-talamik yol lateral talamokortikal sistemin bir pargasi olan ve duyusal uyaranin
kodlanmasinda rol oynayan talamik ventral posteriorlateral (VPL) ¢ekirdeginde
sonlanarak agr1 lokalizasyonu i¢in 6nemli olan sinyalleri iletmektedir. Spino-retikiiler
yol hiicreleri ise agrinin emosyonal yonleriyle ilgilidir. Spino-mezensefalik yol
noronlar1 ise Lamina I, IV, V, VII ve VIII’de konumlanmistir (Schaible, 2006; Reddi ve
dig., 2013). Bu yol limbik sistemle olan baglantilari nedeniyle agrinin emosyonel

bilesiminde rol oynamaktadir (Patestas ve Gartner, 2006).

Orta beyindeki periakuaduktal gri madde (PAG) ve rostral ventromedial medulla

(RVM) inici inhibitdr modiilasyonda yer alan, beynin iki dnemli alanmidir. Her iki
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merkez de opioidlerin neden analjezik etkili oldugunu agiklamaya yardimci olacak
sekilde yiiksek konsantrasyonlarda opioid reseptorii ve endojen opioid igermektedir.
Inici yollar dorsal boynuza dogru uzanmakta ve agr1 iletimini engellemektedir (Reddi ve
dig., 2013). Inici yollar, noradrenalin, serotonin ve dopamin gibi monoaminleri yogun
olarak kullandigi igin monoaminerjik yolak olarak da isimlendirilmektedir. Fakat bu
yollar sadece agriy1 azaltan Ozellikte olmayip agriyr reseptor alt tipi ve baskin

monoamin tipine gore arttirabilmektedir (Uyar ve Kéken, 2017).

2.3. Periferal Agr1 Modiilasyonu

Periferal agri, deride, eklemlerde, i¢ organlarda ve kaslarda bulunan ve nosiseptif
bilgiyi iletmekten sorumlu olan nosiseptorlerin uyarilmasi ile baslamaktadir. Asiri
sicaklik ve yiiksek basing ile de aktive olabilen nosiseptorler, doku hasar1 gibi belli
nedenlere baglh olarak agiga cikan globulin ve protein kinazlar, arasidonik asit,
histamin, sinir biiyiime faktorii, P maddesi, kalsitonin gen-iligkili peptid (CGRP),
potasyum, serotonin, asetilkolin, diisiik pH soliisyonlari, laktik asit, ATP ve NO de dahil
olmak tizere ¢ok cesitli kimyasal maddeler ile de aktive olmaktadir. Agriy1 baslatan
nosiseptorler aslinda, sinir u¢larinda kilifsiz olan ancak Schwann hiicreleri tarafindan
¢evrelenmis primer néronun dallar1 olan serbest sinir uglaridir (http-2; Kidd ve Urban,
2001). Omurilikte, bu primer duyusal sinirler, aminoasitler (glutamat) ve néropeptidler
(P maddesi ve CGRP gibi) gibi noro-ileticileri salgilayarak ikinci dereceden ndronlari
aktive etmektedirler. ikinci dereceden ndronlar, agr1 hissinin olustugu talamusa ulasan
spesifik yollar araciligiyla bilgiyi aktarmaktadir. Talamustan somatosensoriyel kortekse
dogru giden {igiincii dereceden noronlar aktive olarak agr1 algis1 olusmaktadir (Cury ve

dig., 2011).

Kisaca agrinin periferik iletimi, sinir uglarinda (transdiiksiyon) elektrik
sinyallerinin iiretilmesini ve ardindan bu sinyallerin periferal sinir sistemi (transmisyon)
yoluyla yayilmasimi igermektedir (Venugopal ve Swamy, 2005). Agr1 transdiiksiyonu
nosiseptif bir uyaranm, iletilebilir noroelektrik sinyaline doniismesidir. Agri
transdiiksiyonunun genel mekanizmasi, 6zel transdiiksiyon kanallar1 [6rnegin, transient
receptor potential (TRP)] ile cesitli iyon kanallarinin aktivasyonunu icermektedir. Iyon
kanalinin agilmasi iyon akigina, membran depolarizasyonuna ve bir nosiseptif sinyalin

olusumuna yol agmaktadir. Viicudun nosiseptif uyaranlar1 transdiiksiyon kabiliyetinin
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altinda yatan cesitli transdiiksiyon yollar1 vardir. Bunlardan en 6énemlileri voltaj kapili
sodyum kanallari, asit algilama iyon kanallar1 (acid sensing ion channels = ASIC’s) ve
TRP kanallaridir (McEntire ve dig., 2016). Asit algilama iyon kanallar1 diisiik pH ile
acilan Na® kanallaridir (Schaible, 2006). Non-selektif katyon kanallar1 olan TRP
kanallari, bir dizi fizyolojik slirece dahil olan ve nosiseptif transdiiksiyon siirecinde
ozellikle 6nemli olan genis bir kanal ailesidir. TRPV1, TRPAI, TRPV3 ve TRPMS gibi
cesitli alt tipleri mevcuttur. Voltaj kapili sodyum kanallar1 ise, nosiseptif uyaranlarin
transdiiksiyonu dahil olmak iizere bir¢ok fizyolojik siirecte onemli bir rol oynayan

kanallardir (McEntire ve dig., 2016).

Agr1 transmisyonunda gorevli A-delta lifi ve C lifi olmak iizere iki ana tip
nosiseptif sinir lifi vardir. Bu primer afferent sinir lifleri, ya dorsal kok ganglionlar1 ya
da trigeminal gangliyonda hiicre govdelerine sahiptir ve omuriligin dorsal boynuzunda
sonlanmaktadirlar. Tiim agr1 lifleri dorsal boynuzda son bulsa da, bu son noktaya giden
rotalar1 degisiklik gostermektedir (Steeds, 2009). A-delta lifleri miyelinlidir ve viicudun
agr1 mevcudiyetine karsi uyarilmasini saglayan kiigtik alic1 alanlara sahiptir (http-2). A-
delta liflerinin uglar1 genellikle uyarildiklar1 tipe gore termal veya mekanik
nosiseptorler adini almakta ve 30 m/sn hizda ileti olusturmaktadirlar. Dolayisiyla bu
nosiseptorlerin  aktivasyonu keskin, igneleyici ve 1iyi lokalize edilen bir agn
olusturmaktadir (Aydin, 2002). C liflerine kiyasla daha yiiksek derecede miyelinasyona
bagl olarak, bu lifler baslangictaki agr1 algisindan sorumludur. Ote yandan C lifleri,
miyelinsizdir ve agrinin yogunlugunu iletmelerine izin veren genis alic1 alanlara sahiptir
(http-2). C liflerinin uglar1 polimodal nosiseptor adini almakta ve siddetli mekanik,
kimyasal, asir1 sicak ve soguk uyaranlarla aktive olmaktadirlar. C lifleri, inflamasyonda
oldugu gibi gecikmis, yanici ve inat¢1 karakterdeki agridan sorumludur (Aydin, 2002).
Her 2 lif grubu da omuriligin dorsal boynuzunda son bulmaktadir (Venugopal ve
Swamy, 2005). Nosiseptorler ve onlarin noronlar: tekrarlanan stimiilasyon sonrasinda
periferik duyarlilasma meydana getirmektedir (Venugopal ve Swamy, 2005).
Nosiseptorlerin duyarlilasmasi, iyon (K*, H"), bradikinin, prostaglandinler, histamin, 5-
hidroksitriptamin (5-HT), ATP ve NO de dahil olmak iizere hasarli hiicrelerden
inflamatuar mediyatorlerin  salinmasiyla gergeklesmektedir. Bu aracilarin bazilari
periferal nosiseptorleri dogrudan harekete gecirmekte ve spontan agriya yol agmaktadir.
Digerleri ise ayrica algojenik ajanlarin (agriya yol acan madde) salgilanmasini uyarmak

icin inflamatuar hiicreler yoluyla dolayl olarak hareket etmektedir (Kidd ve Urban,
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2001). Ayrica, duyarli hale gelen nosiseptor uglardan da ndropeptidler ¢evre dokuya
salgilanmaktadir. Ozellikle P maddesi, norokinin A ve CGRP gibi tasikininler bdlgede
0dem ve yangimin baglamasina yol agmaktadir (Aydin, 2002).

2.4. NO/sGM P/PKG/KATP YOlagl

15-20 yil 6ncesine kadar NO’in basit bir atmosfer atigi oldugu diisiiniilmekteydi.
Ancak 1987 yilinda, damar endotelinden endotel kaynakli gevseme faktorii (EDRF)
olarak bilinen yapinin izole edilmesi sirasinda NO sentaz (NOS) kesfedilmis ve daha
sonraki yillarda EDRF nin NO oldugu tespit edilmistir. Insan ve hayvanlarm da NO
iiretebildiklerinin ortaya konmasi ile 1987 yilina kadar insan viicudunda bulunus nedeni
ve metabolizmas1 hakkinda ¢ok az sey bilinen NO’in fizyolojik ve patolojik olaylardaki
rolii anlasilmis ve 1992°de yilin molekiilii se¢ilmistir (Tiirkoz ve Ozerol, 1997). NO,
cok cesitli fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler siire¢leri diizenleyen 6nemli bir sinyal
molekiilii olarak bilinmektedir. Hem merkezi sinir sisteminde hem de periferde sinaptik
iletimde 6nemli bir role sahiptir (Florentino ve dig., 2015). NO, agr1 modiilasyonunda
da karmasik ve gesitli rollere sahiptir (Cury ve dig., 2011). NO’in nosiseptif sistemde
ikili bir rol oynadig1 bilinmektedir. Nosiseptif sistemin seviyesine (periferal, merkezi),
hedef dokuya, hayvan agr1 modeline ve konsantrasyonuna gore agriy1 indiikleme veya

azaltma 6zelligine sahiptir (Parvardeh ve dig., 2018).

NO'in sentezine, L-arjininini L-sitrulin ve NO'e enzimatik olarak doniistiiren
farkli nitrik oksit sentaz (NOS) izoformlar1 aracilik etmektedir (Florentino ve dig.,
2015). NOS’m noéronal (nNOS), endotelyal (eNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) olmak fiizere 3 izoformu bulunmaktadir (Janicki ve Jeske-Janisca, 1998).
NOS’mn farkli izoformlarindan tiireyen NO’in periferal nosisepsiyonda anahtar bir
mediyator olarak rol oynadig: farkli deneysel caligmalarla gosterilmistir. Periferdeki NO
ve sitokinler arasinda biiyiik bir etkilesim vardir ve inflamatuar agri modiilasyonunda
NO ve sitokinler arasinda bir feedback dongiisii mevcuttur (Cury ve dig., 2011). Ayrica
NOS ve COX sistemlerinin varhiginda artmis inflamasyon yaniti ile sonucglanabilen
proinflamatuar prostaglandin {iretiminde NO-aracili artis oldugu bilinmektedir
(Salvemini ve dig., 1993). Periferal nosiseptorlerde zararli uyaran hissi uyandiran iki
polimodal iyon kanali olan TRPV1 ve TRPAI’in NO tarafindan aktivasyonunun

arastirildigr bir ¢aliyjmada NO dondrlerinin bu kanallar1 dogrudan aktive edebildigi
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gosterilmistir ve dolayisiyla NO'in periferal nosiseptif etkisine hem TRPV1 hem de
TRPAI aracilik ettigi kanitlanmistir (Miyamoto ve dig., 2009). Bununla birlikte NO’in
MSS’nde de agr1 olusumuna aracilik ettigi bilinmektedir. Deneysel kanitlar, merkezi
sinir sisteminde iiretilen endojen NO’in, esas olarak spinal ve supraspinal diizeylerde,
nosiseptif bir mediyator olarak davranmasiyla agri olusumunu gergeklestirmekte
oldugunu gostermektedir. Ayrica, birgok veri merkezi bolgelerdeki NO seviyelerindeki
artistn - morfin antinosisepsiyonunu azalttigmi, bununla birlikte seviyelerindeki

azalmanin da opioidin analjezik etkisini arttirdigini gostermistir (Cury ve dig., 2011).

Ayrica bu ndrotransmitterin MSS'nde inici inhibitor sistemlere katiliminin oldugu
ve nosisepsiyonun yam sira farkli antinosiseptif ajanlarla beraber antinosisepsiyona
katildig1 rapor edilmektedir (Cury ve dig., 2011; Galdino ve dig., 2015). NO, inici
inhibisyon yollarinda rol oynayan noradrenerjik ve kolinerjik mekanizmalar ile
etkilesmekte ve omuriligin dorsal boynuzunda antinosisepsiyonun indiiksiyonunda rol
oynamaktadir (Cury ve dig., 2011). Ayrica, asetilkolinin analjezik etkisine NO
saliniminin aracilik edip etmediginin arastirildig: bir ¢alismada sigan penge hiperaljezisi
caligilmis ve asetilkolin tarafindan indiiklenen analjezinin L-NMMA (NOS inhibit6rii),
metilen mavisi (guanilat siklaz inhibitorii) ve MY 5445 (sGMP fosfodiesteraz
inhibitéri) kullanimi ile inhibe edildigi gézlemlenmistir. NO’in buradaki analjezik
etkinliginin NO-sGMP sinyal yoluna bagh oldugu ve asetilkolinin indiikledigi
analjeziye NO saliniminin aracilik ettigi gosterilmistir (Durate ve dig., 1990). Yapilan
in vivo ve in vitro ¢alismalarda morfinin santral analjezik etkisine NO katkisinin oldugu,
p-opioid reseptor aktivasyonu sonucu harekete gecen PI3Kc/AKT yolunun bu katkiya
aracilik ettigi gosterilmistir. Aktive olan PI3Kc/AKT yolu nNOS’u uyarmakta ve
sentezlenen NO, Karp kanallarinin aktivasyonuna neden olarak nosiseptif néronlarda
hiperpolarizasyon meydana getirmektedir (Cunha ve dig., 2010). Soyle ki; NOS’in
prekiirsorii olan L-arjininden sentezlenen NO’in ¢oziinebilir guanilat siklazi aktive
etmesi lizerine SGMP konsantrasyonu artmakta, artan sGMP’nin PKG aktivasyonuna
yol agmasi iizerine Katp kanallar1 fosforile olmakta ve acilmaktadir. Karp kanallarinin
acilmast membran hiperpolarizasyonunu indiiklemekte, bdylelikle noronlarin
depolarizasyonunu ve aksiyon potansiyeli iletim yeteneklerini azaltmaktadir. Tim bu
olaylar da analjezinin indiiklenmesine yol agmaktadir (Staurengo-Ferrari ve dig., 2014;
Mansouri ve dig., 2013). Opioidler, diklofenak, dipiron gibi NSAII’lar, ay-adrenoseptor

agonisti ksilazin gibi gesitli ilaglarin ve bazi dogal iriinlerin periferik antinosiseptif
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etkilerinde NO/sGMP/PKG/Karp kanal yolu aktivasyonunun rol oynadigi bilinmektedir
(Staurengo-Ferrari ve dig., 2014, Florentino ve dig., 2015). Yapilan c¢alismalar NO-
sGMP aracili analjeziye Ca*? kanallarinin da dahil olabilecegini gostermistir. Soyle Ki;
spesifik  fosfodiesteraz-5 inhibitérii  vardenafilin, siganlarda Kkarragen-indiiklii
nosisepsiyon modelinde periferal antinosiseptif etkisinin, bu etkisine NO-sGMP
yolaginin ve Ca*? kanalinin katkis1 incelenmistir. L-NAME [(N(G)-Nitro-L-arginine
methyl ester) NOS inhibitorii], ODQ (guanilatsiklaz inhibitorii), A23187 (Ca iyonoforu)
kullaniminin vardenafilin etkisini azaltirken, L-arjinin (NO dondrii) vardenafilin
antinosiseptif etkisini artirdig1 gézlemlenmistir. Bu sonuglar vardenafilin antinosiseptif
etkisine NO-sGMPyolaginin ve sGMP tarafindan uyarilan Ca*? ile iliskili dinamiklerin
katildigini gostermektedir (Gediz, 2015). Yapilan bir ¢aligmada NO'in spinal diizeyde
dipiron aracili antinosisepsiyona katildigi bulunmustur. NOS inhibitoérii olan L-
NMMA'in intraplantar uygulamasinin sicanlarda dipiron (intraplantar) tarafindan
saglanan antinosisepsiyonu ortadan kaldirdigini gosterilmistir (Lorenzetti ve Ferreira,
1996). Supraspinal diizeyde ise temporomandibular eklem artritinin bir modelinde,
spinal trigeminal noéronlardaki nNOS'dan gelen NO’in antinosisepsiyonda rol oynadigi
gosterilmistir (Tesser-viscaino ve dig., 2009). Baska bir c¢alismada ise bazal NO
konsantrasyonlarinin Ca*® ve Na' bagimh bir sekilde y-aminobiitirik asit (GABA)
salimimi azalttigi, yliksek NO seviyelerinin ise agr1 kontroliinde rol oynayan énemli bir
norotransmitter olan GABA'nin salimini arttirdigi gosterilmistir (Calabrese ve dig.,
2007).

2.5. Agrinin Tedavisi

Akut agr1 genellikle doku travmasma yanit olarak ortaya c¢ikan karmasik, ¢ok
boyutlu bir deneyimdir. Farmakolojik tedavi, akut agr1 yonetiminin temel tagidir. Coklu
faktorler (6rnegin agr1 yogunlugu, kalitesi ve modeli; hasta tercihleri; ilag yan etki
profilleri) ila¢ se¢imini etkilemektedir. Cogu akut agri nosiseptif niteliktedir ve non-
opioidlere ve opioidlere cevap vermektedir (Berry ve dig., 2001). Agr1 yonetiminde
temel olarak opioidler ve nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar  (NSAII)
kullanilmaktadir (Li ve Zhang., 2012). Bununla birlikte, akut agriy1r yonetmek icin bazi
adjuvan analjezikler (6rn., Lokal anestezikler) de kullanilmaktadir. Genel olarak, hafif

somatik agr1, oral non-opioidlere (6rn., Asetaminofen ve NSAIil'lar), topikal ajanlara
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(6rn., Lokal anestezikler) ve fiziksel tedavilere (6rn., Dinlenme, buz, kompresyon,
yiikkselme) iyi yanit vermektedir. Orta ila orta derecede siddetli akut agrinin opioid
gerektirmesi ise daha olasidir. Non-opioidler siklikla agr1 durumunu iyilestirmek ve yan
etki riskini azaltmak icin opioidler ile birlestirilebilmektedir (Berry ve dig., 2001).
Periferal lifler ve merkezi noronlar dahil olmak {izere somatosensoriyel sistemin bir
lezyonu veya hastaligindan kaynaklanmakta olan noropatik agrinin tedavisinde ise ilk
basamak olarak antidepresanlar ve antiepileptikler kullanilabildigi gibi terminal
donemdeki kansere bagli agrilar da yine siklikla opioidlerden yardim almmaktadir

(Colloca ve dig., 2017).

2.5.1. Agrinin dogal tedavisi

Gliniimiiz tibbinda geleneksel tedavilere, 6zellikle bitkisel ilaglarla tedaviye ilgi
giderek artmaktadir. Ozellikle son 20 yilda gelismis iilkelerde bitkisel tedavi yaklasimi1
artis gostermektedir. Bitkisel ilaclarin biitiin diinyadaki toplam pazar paymin 2000 yil1
icin yaklasik 60 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir ve bu, diinyadaki yillik ilag
pazarinin yaklasik %20’sini olusturmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii (DSO) 2000
yilindaki raporunda, Avrupa, Avustralya ve Kuzey Amerika’da yasayan insanlarin
yaklasik %50’sinin alternatif-destekleyici tedavi metodlaridan birini kullandiklarini ve
bu metodlar i¢inde en ¢ok kullanilanin da bitkisel ilaglar oldugunu ac¢iklamistir (Girtin,
2004). Her ne kadar farmakolojik agri yonetimi bir¢cok agrili hastalikta 6nemli bir
rahatlama saglasa da, pek ¢ok hasta tamamlayici ve alternatif tip ile desteklenmektedir.
Agn tedavisinde kullanilan botanikler, bir hastanin yasam kalitesini iyilestirmeye
katkida bulunabilmekte ve geleneksel agr1 yonetimini etkileyerek gelistirebilmektedir
(Zareba, 2009). Hastaliklar i¢in alternatif bir tedavi yontemi olan bitkisel ilaclar, farkl
bitkilerin ve ekstrelerinin kullanimin1 kapsamaktadir. Bitkisel ilaglar ekstrakt, tablet,
ucucu yag veya merhem iceren farkli formlarda hazirlanmaktadir. Cesitli hastalik
durumlarin1 tedavi etmek i¢in kullanilan bitkisel ilaglar, bazi1 vakalarda geleneksel
ilaglara gore daha az yan etki gosterebilmesi nedeniyle tercih edilebilmektedir (Arome
ve dig., 2014).

Son yillarda tibbi arastirmalarda muazzam bir ilerleme kaydedilmis olsa da agr1
ve iltithaplanma gibi bir¢cok ciddi hastaligin tedavisi hala sorunludur. Su anda kullanilan

antiinflamatuar ve analjezik ilaglar bazi ciddi yan etkilere sebep olmaktadir. Bu nedenle,
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daha az yan etki ile gii¢lii analjezik ve antiinflamatuar ilaglarin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Bitkisel ilaglar, giivenli, etkin ve kiiltiirel kabul edilebilirlige sahiptir ve
sentetik ilaglara gore daha az yan etki gdstermektedir. Bitkiler aleminde bulunan
kimyasal bilesikler, yasayan floralarin fizyolojik fonksiyonlarinin bir parcasidir ve insan
viicudu ile daha iyi uyum i¢inde olmasi beklenmektedir (Sen ve dig., 2010). Bitkilerde
bulunan bir¢ok fenolik bilesigin de analjezik, antiinflamatuvar ve antioksidan 6zellikler

gosterdigi bilinmektedir (Gupta ve dig., 2012).

2.6. Fenolik Bilesenler

Fenolik bilesikler, bir hidroksil grubu tasiyan bir aromatik halkaya sahip olan ve
cogu bitki kokenli olan sekonder iiriinlerdir (Ozeker, 1999). Antialerjenik,
antimikrobiyal, antiarterojenik, antitrombotik, antiinflamatuar, vazodilatér ve kardiyo-
koruyucu etki gosteren en yaygim fitokimyasal gruplarindan biridir. Fenolik bilesikler
redoks ve metal selatlama 6zelligine sahip antioksidanlardir (Aarabi ve dig., 2015).
Tahillar, sebzeler, meyveler, baklagiller, findik, sarap, bira, ¢ay, kakao ve elma sarabi
gibi bitkilerin hemen hemen her yerinde bulunurlar. Son zamanlarda bazi fenolikler ve
bunlarin antioksidan ve serbest radikal siipiirme yetenekleri nedeniyle insan sagligi
iizerindeki potansiyel etkileri ile iligkili olarak gida fenoliklerine olan ilgi de biiyiik
Olglide artmustir (Proestos ve dig., 2008). Fenolik asitler antioksidan aktiviteleri
nedeniyle antik caglardan beri gida endiistrisinde koruyucu olarak yaygimn bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica HIV, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi
yasami tehdit eden hastaliklarin riskini azaltarak, antiaging gibi 6nemli biyolojik
aktivitelere de sahiptirler (Saibabu ve dig., 2015). Ayrica fenolik asitleri igeren bazi
bitkilerin ve bazi polifenol ve fenolik asitlerin analjezik etki gdsterdigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (Yao ve dig., 2016; Boussouf ve dig., 2017). Bu fenolik
bilesiklerden birisi de ferulik asittir. Ferulik asitin antiinflamatuar ve analjezik etkinlige

sahip oldugu yapilan sinirli galigmalarla ortaya konmustur (Zhang ve dig., 2010).
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2.6.1. Ferulik asit

OH

HO
OCH,

Sekil 2.1. Ferulik asitin kimyasal formiilii

Trans ferulik asit [(E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)prop-2-enoic acid)]
yapisinin belirlenebilmesi i¢in ilk olarak, Ferula foetida'dan izole edilmis ve adini da bu
bitkiden almistir. Ferulik asit, 1925 yilinda kimyasal olarak sentezlenmis ve doymamis
bir yan zincire sahip oldugu ayrica hem cis- hem de trans- izomerik formlarin varligi
gosterilmis bir polifenoldiir (Kumar ve Pruthi, 2014). Ferulik asit, Shikimate yolu ile
fenilalanin ve tirozin metabolizmasindan dogan ve 6zellikle tahil, meyve ve sebze gibi
bitkilerde, bulunan, sinnamik asitle yakin benzerlik gésteren bir fenoliktir (Gohil ve
dig., 2012). Antikanser, antidiyabetik, kardiyokoruyucu, noroprotektif, analjezik ve
antiinflamatuar aktivite gibi genis bir yelpazede tedavi edici etkilere sahiptir (Gohil ve
dig., 2012; Ozaki, 1992). Ayrica yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubu sayesinde
giiclii bir antioksidan olan ve insan sagligini1 olumlu yonde etkiledigi bilinen ferulik asit,
serbest radikallerin etkili bir temizleyicisidir ve bazi iilkelerde lipid peroksidasyonunu
onlemek i¢in gida katki maddesi olarak onaylanmistir. Etkin olarak siiperoksit anyon
radikalini temizler ve lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Ferulik asit ve ilgili ester
tiirevleri dahil olmak tizere bir dizi antioksidanin, bakteriyel endotoksin lipopolisakkarit
tarafindan uyarilan hiicrelerdeki bazi inflamatuar mediyatorlerin, 6rnegin prostaglandin
E2 ve tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve iNOS ekspresyonunun ve fonksiyonunun
seviyesini azalttig1 bildirilmistir. Hosada ve dig., ferulik asitin Ferulol-mio-inozitoz
tiirevlerinin insan kolon kanseri DLD-1 hiicrelerinde, f-galaktosidaz haberci gen tahlil
sistemi aracilifiyla siklooksijenaz-2 promotdr aktivitesini baskiladigini bildirmistir. Bu

bulgular, ferulik asitin antiinflamatuar ila¢ potansiyeline sahip olabilecegini en azindan

13



kismen antiinflamatuar etki mekanizmalarinin ortaya kondugunu gostermektedir
(Srinivasan ve dig., 2007). Lv ve dig., tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, CCI [Chronic
Constriction Injury (kronik konstriksiyon yaralanmasi)] farelerine kronik uygulanan
ferulik asitin (10, 20, 40 and 80 mg/kg, p.0.) analjezik etkisini ve mekanizmasini
gozlemlemek i¢in termal hiperaljezi ve mekanik allodini testleri uygulanmustir. Ferulik
asitin CCI farelerinde 1s1 algilama ve mekanik allodinide kayda deger bir azalmaya
neden oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar ferulik asitin analjezik etkinlige sahip
oldugunu géstermektedir (Lv ve dig., 2013). Zhang ve dig., uyguladig1 bir ¢aligmada ise
CCI sonrasi siganlarda sodyum ferulatin P2X reseptoriiniin aracilik ettigi hiperaljezi
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla ferulik asitin tuz formu olan sodyum ferulat ve
normal serum fizyolojigi kiyaslamislardir. Sodyum ferulatin kronik noropatik agri
hasar1 sirasinda P2X reseptoriiniin aracilik ettigi primer ndronlar tarafindan iletilen
agriy1 ve CCI sican modelindeki termal ve mekanik hiperaljeziyi azaltabildigini ortaya
koymuslardir (Zhang ve dig., 2010). Ferulik asitin antiinflamatuvar etkinligini
incelemek icin yapilan bir calismada L. Wallichii ve Angelica Sinensis’ten izole edilen
ferulik asitin iltithap 6nleyici ve analjezik etkinlige sahip oldugu gosterilmistir (Ozaki,
1992). Ferulik asitin periferik ve santral diizeyde analjezik etkisinin ortaya koyuldugu
caligmalar smirl sayida olmakla birlikte 6zellikle periferik analjezik etkide olmak iizere
analjezik etkiye aracilik eden mekanizmalar literatlirlerde heniiz yeterince
detaylandirilmamistir. Etkin maddelerin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi ilag olma
potansiyeline sahip bu bilesiklerin etki profillerinin ortaya koyulmasi agisindan
onemlidir.

Bu bilgilerden hareketle tez ¢alismasinda, farelerde oral uygulanan 20, 40, 80 ve
160 mg/kg ferulik asitin periferik analjezik etkinligi farelerde asetik asit ile indiiklenen
kivranma testi ile degerlendirilecektir. Ferulik asitin etkinligi ayr1 bir grup olusturularak
referans madde olarak kullanilacak olan 100 mg/kg asetil salisilik asit (ASA) ile
karsilastirilacaktir. Ferulik asitin neden oldugu antinosisepsiyona, agr1 modiilasyonuna
onemli katkisi oldugu bilinen NO/sGMP/PKC/ATP’ye duyarli K* kanali yolagmin
etkisi arastirilacaktir. L-arjinin/NO yolag1 i¢in NO prekiirsorii olan 100 mg/kg L-arjinin
ve NOS inhibitorii 30 mg/kg L-NAME, sGMP yolagmnin roliinii aragtirmak i¢in guanilil
siklaz inhibitérii olan 20 mg/kg metilen mavisi, ATP’ye duyarli K* kanali yolagmin
roliinii arastrmak i¢in ATP’ye duyarli K* kanal blokérii 10 mg/kg glibenklamid

uygulanacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Trans-ferulik asit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), L-arginin (Sigma-
Aldrich), L-NAME (N(G)-Nitro-L-arginine methyl ester) (Sigma-Aldrich), metilen
mavisi (Merck, Darmstadt, Germany), glibenklamid (Sigma-Aldrich), asetik asit, asetil
salisilik asit (Sigma-Aldrich), Dimetilsiilfoksit (Sigma-Aldrich).

3.2. Deney Hayvanlan
Deneylerde yetiskin CD-1 erkek fareler kullanildi. 12 saat aydinlik 12 saat

karanlik donglistine ayarlanmis 22 + 1 °C sicakligindaki 1yi havalandirilan odalarda
barindirilan hayvanlara beslenmeleri amaciyla standart yem pelletleri ve ¢esme suyu
verildi. Fareler ferulik asit ile olusabilecek olasi etkilesimlerden dolayi deneyler
uygulanmadan 6 saat dnce a¢ birakildi. Deneysel siire¢ Helsinki Deklarasyonunun etik
prensiplerine uygun olarak hazirlandi ve Anadolu Universitesi Yerel Etik Komitesi

tarafindan Etik Kurul Onay1 alind1 (Karar No:2018-06).

3.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Etki analizi i¢in olusturulan deney gruplarina ayri ayri; 1. esit hacim ¢dziicl
[kontrol grubu, %2 dimetil siilfoksit (DMSO)]: 2. 20 mg/kg ferulik asit: 3. 40 mg/kg
ferulik asit: 4. 80 mg/kg ferulik asit: 5. 160 mg/kg ferulik asit gavaj ignesi yardimiyla
oral yolla (p.0.) uygulandi. Ferulik asit dozu daha 6nce yapilan ¢alismalardan hareketle
belirlendi (Xu ve dig., 2013; Bektas ve Arslan, 2016). Ferulik asitin periferik analjezik
etkinliginin referans bir madde ile karsilastirilmasi i¢in olusturulan ayri bir gruba 100
mg/kg asetil salisilik asit (ASA) uygulandi (Mohamad ve dig., 2011). Ferulik asitin
analjezik etkisinin 80 mg/kg dozda belirgin oldugunun belirlenmesi ile birlikte L-
arjinin/NO-sGMP-ATP’ye duyarli K" kanali yolagmin analjezik etkiye katiimmin
degerlendirilecegi ¢alismalara gegildi. Etki mekanizmasi analizi i¢in olusturulan deney
gruplarma ayri1 ayri; 1. Coziicii p.o. uygulamasidan 20 dk. 6nce NOS inhibitdrii olan 30
mg/kg, i.p., L-NAME: 2. 80 mg/kg ferulik asit p.o. uygulamasindan 20 dk. 6nce 30
mg/kg, i.p., L-NAME: 3. Coziicii p.0. uygulamasmdan 20 dk. oOnce nitrik oksit
prekiirsorii olan 100 mg/kg, i.p., L-arjinin: 4. 80 mg/kg ferulik asit p.o. uygulamasmdan
20 dk. 6nce 100 mg/kg, i.p., L-arjinin: 5. 30 mg/kg, i.p., L-NAME uygulamasindan 20

dk. once 100 mg/kg, i.p., L-arjinin: 6. Coziicii p.0. uygulamasindan 15 dk. 6nce guanilil
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siklaz inhibitorii olan 20 mg/kg, i.p., metilen mavisi: 7. 80 mg/kg ferulik asit p.o.
uygulamasindan 15 dk. 6nce 20 mg/kg, 1.p., metilen mavisi: 8. Cozicii p.o.
uygulamasindan 15 dk. énce ATP’ye duyarh K* kanali blokéri 10 mg/kg,
i.p.,glibenklamid: 9. 80 mg/kg ferulik asit p.o. uygulamasindan 15 dk. 6nce 10 mg/kg,
I.p., glibenklamid uygulamasi yapildi. Kullanilan antagonistler ve dozlar1 daha 6nce
yapilan c¢alismalardan hareketle belirlendi (Mansouri ve dig., 2013; Islam ve dig.,
2016). ASA uygulamasindan 30 dk. sonra, L-arjinin+L-NAME uygulanan grupta L-
NAME uygulamasindan 20 dk. sonra, diger tiim gruplarda ¢oziicli veya ferulik asit
uygulamasindan 40 dk. sonra ise asetik asit injeksiyonu yapilarak kivranma test

prosediiriiniin uygulamasina gegildi.

3.4. Deneysel Yontem
3.4.1. Asetik asit ile indiiklenen kivranma testi

Kivranma testi, farelerde, asetik asit gibi tahris edici maddelerin enjeksiyonuyla
periferik kokenli agri uyandirmak icin kullanilan kimyasal bir yontemdir. Test
bilesiginin analjezik etkisi kivranma sikliinda azalmaya neden olmaktadir. Karin
kaslarmin kasilmasi, arka ekstremitelerin geriye dogru uzamasi ve karnin yere siirtmesi
ile karakterize bir kivranma hareketidir (Gawade, 2012). Bekleme siiresi dolan farelere
%0,6’lik asetik asit soliisyonu i.p. injekte edildi. 5 dk.’lik bekleme siiresinin sonunda,
her hayvanda bahsedilen kivranma hareketleri 20 dk. siiresince sayild1 (Florentino ve
dig., 2015).

3.5. istatistiksel Analiz

Kivranma testinden elde edilen verilerin analizleri tek-yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve ardindan Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi uygulanarak yapildi. Tim
istatistiksel analiz sonuglar1 Graphpad Prism ver. 5.0 paket programi kullanilarak
hesaplandi. Analiz sonuglar1 ortalama + standart hata (S.H.) olarak ifade edildi ve
istatistiksel anlamlilik diizeyi baslangici olarak p<0,05 kabul edildi. Grafiklerin

cizimleri i¢in, Graphpad Prism ver. 5.0 programi kullanild1.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Asetik Asit ile indiiklenen Kivranma Testi

Sekil 4.1’de asetik asitle indiiklenen kivranma testinde 20, 40, 80, 160 mg/kg
(p.o.) ferulik asit ve 100 mg/kg ASA (p.o.) uygulanan gruplarda &lgiilen kivranma
sayilar1 grafiksel olarak goriilmektedir. 40, 80, 160 mg/kg ferulik asit ve 100 mg/kg
ASA uygulanan hayvanlarda asetik asit ile olusturulan kivranma hareketi sayilari
kontrol grubuna gore anlamli olarak (sirasiyla p<0,05, p<0,001, p<0,01 ve p<0,001)
azaldi. 20, 40, 80, 160 mg/kg ferulik asit ve 100 mg/kg ASA uygulamasimin asetik asit
kaynakli kivranma hareketi sayisini sirastyla %39,93, %45,86, %65,89, %44,91 ve
%70,34 oraninda azalttig1 hesaplandi (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1. 20, 40, 80 ve 160 mg/kg ferulik asitin ve 100 mg/kg ASA mn kivranma testindeki analjezik
etkisi. FA; Ferulik Asit, ASA; Asetil Salisilik Asit. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; Kontrol

grubuna gore anlamli fark. Degerler ortalama = S.H. (Standart Hata). (n=8).
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Cizelge 4.1. Ferulik asit ve ASA’min asetik asitle indiiklenen kivranma sayist iizerine % inhibisyonu.
FA; Ferulik Asit, ASA; Asetil Salisilik Asit. % inhibisyon = [(kontrol grubunun kivranma
sayisi- test grubunun kivranma sayisy) / kontrol grubunun kivranma sayisi] x 100 (Jaiswal ve

Sontakke, 2012).

Test maddeleri % inhibisyon
20 FA %39,93
40 FA %45,86
80 FA %65,89
160 FA %44,91
ASA %70,34

4.2. Ferulik Asitin Analjezik Etkisine L-arjinin/NO Yolaginin Katkisi

Sekil 4.2°de asetik asitle indiiklenen kivranma testinde NO prekiirsorii olan 100
mg/kg (i.p.) L-arjinin ve NOS inhibit6éri 30 mg/kg (i.p.) L-NAME 6n uygulamasinin 80
mg/kg ferulik asitin periferik analjezik etkisini ne sekilde degistirdigi goriilmektedir.
Tek basina uygulanan L-arjinin asetik asitle olusan kivranma sayisi iizerine herhangi bir
etki gostermezken, L-NAME ve ferulik asit ile olusan kivranma sayisindaki anlaml
azalmayi ise kismen geri ¢evirdi. Tek basina L-NAME uygulamasi (p<0,001) kivranma
sayisini anlamli olarak azaltti. Ferulik asit 6ncesi L-NAME 6n-uygulamasi ferulik asit

ile olusan kivranma sayisindaki anlamli azalmay1 geri ¢evirmedi.
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Sekil 4.2. 80 mg/kg ferulik asitin kivranma testinde gostermis oldugu analjeziye 100 mg/kg L-Arjinin ve
30 mg/kg L-NAME én-uygulamasimn etkisi. FA; Ferulik Asit, L-arj; L-arjinin, L-NAME;
N(w)-nitro-L-arginine methyl ester. *p<0,05 **p<0,01, ***p<0,001; Kontrol grubuna gire
anlamli fark. Degerler ortalama + S.H. (Standart Hata). (n=8).

4.3. Ferulik Asitin Analjezik Etkisine 3'-5'-siklikguanozin monofosfat (SGMP)
Yolaginin Katkisi

Sekil 4.3’te asetik asitle indiiklenen kivranma testinde GS innhibitorii olan 20
mg/kg (i.p.) metilen mavisi 6n-uygulamasinin 80 mg/kg ferulik asitin periferik analjezik
etkisini ne sekilde degistirdigi goriilmektedir. Metilen mavisi tek basina uygulandigi
grupta kivranma sayisini kontrol grubuna gore anlamli degil fakat goéreceli olarak
azaltt1. Ferulik asit oncesi metilen mavisi 6n-uygulamasi ferulik asit ile olusan kivranma

sayisindaki anlamli olmasa da goreceli olarak geri ¢evirdi.
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Sekil 4.3. 80 mg/kg ferulik asitin kivranma testinde gostermis oldugu analjeziye 20 mg/kg metilen mavisi
on-uygulamasimn etkisi. FA; Ferulik asit, MB; Metilen Mavisi. ***p<0.001; Kontrol grubuna

gore anlamli fark, Degerler Ortalama + S.H. (Standart Hata). (n=8).

4.4. Ferulik Asitin Analjezik Etkisine ATP-Bagimh K" Kanah Yolaginin Katkisi

Sekil 4.4’te asetik asitle indiiklenen kivranma testinde ATP’ye duyarli K* kanal
blokorii olan 10 mg/kg (i.p.) glibenklamid 6n-uygulamasmin 80 mg/kg ferulik asitin
periferik analjezik etkisini ne sekilde degistirdigi goriilmektedir. Tek basma uygulanan
glibenklamid asetik asitle indiiklenen kivranma sayis1 iizerinde etki gostermedi. Ferulik
asit oncesi glibenklamid 6n-uygulamasi ferulik asit uygulamasi ile azaltilan kivranma

sayisini anlamli olarak (p<0,05) geri ¢evirdi.
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Sekil 4.4. 80 mg/kg ferulik asitin kivranma testinde gostermis oldugu analjeziye 10 mg/kg glibenklamid
on-uygulamasimin etkisi. FA; Ferulik asit, GB; Glibenklamid. ***p<0,001; Kontrol grubuna
gore anlaml fark, %p<0,05; 80 mg/kg ferulik asite gére anlamli fark, Degerler ortalama +
S.H. (Standart Hata). (n=8).

Bu tez calismasinda farelerde ferulik asitin periferik analjezik etkisi ve bu
etkinlige NO/SGMP/PKG/Katp yolagmmin katilimi arastirilmasi amaciyla potansiyel
analjezik ajanlarin antinosiseptif ve antiinflamatuvar Ozelliklerinin degerlendirilmesi
icin kullanilan bir yontem olan asetik asitle indiiklenen kivranma testi kullanilmistir
(Ping ve dig., 2018). Kivranma testi, farelerde, asetik asit gibi tahris edici maddelerin
injeksiyonuyla periferik kokenli agri uyandirmak i¢in kullanilan kimyasal bir yontemdir
(Gawade, 2012). Kivranma hareketi, karin kaslarinin kasilmasi ile arka ekstremitelerin
geriye dogru uzamasi ve karnin yere siirtmesi ile karakterizedir (Gawade, 2012). Bu
belirtiler agr1 sinyali olarak kabul edilmektedir. Test ilact bu belirtileri azaltirsa
analjezik etkili olarak kabul edilmektedir (Patel ve dig., 2016). Bu tez ¢aligmasinda
fenolik bir madde olan ferulik asitin asetik asit ile olusturulan agr1 (kivranma davranisi)
davranigin1 40, 80 ve 160 mg/kg dozlarda anlamli derecede azalttig1 goriilmektedir. 80
mg/kg ferulik asit farelerin kivranma sayisin1 %65,89 oraninda azaltarak asetik asitin
neden oldugu abdominal kasilmalarda dnemli bir inhibisyon saglamistir. Bu inhibisyon
100 mg/kg ASA uygulamasinda elde edilen %70,34 inhibisyon oranina oldukga
yakindir. 160 mg/kg ferulik asit ile kivranma sayisi cevabinin tekrar artis gostermesi ise
hormesis veya U-sekilli doz ile agiklanabilir. Soyle ki; dozdaki artig, daha diisiikk veya

orta dozlardaki elde edilebilen farmakolojik etkiyi azaltabilmektedir (Calabrese ve
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Baldwin, 2001). Ozetle, ferulik asitin analjezik etki sergiledigi sdylenebilir. Bu sonug
yapilan benzer ¢alisma sonuglari ile drtiismektedir. Ornegin; yapilan bir ¢alisma ile oral
uygulanan 20, 40 ve 80 mg/kg ferulik asitin sicak plaka ve kuyruk batirma testleri ile
antinosiseptif aktivitesi dl¢lilmiis ve onemli bir antinosiseptif aktiviteye neden oldugu
gosterilmistir (Bektas ve Arslan, 2016). Ferulik asitin sodyum tuzu olan sodyum
ferulatin noropatik agrinin CCl modelinde P2X3 reseptorlerinin aracilik ettigi primer
ndronlar tarafindan iletilen agriy1 azaltarak termal ve mekanik hiperaljeziyi azalttigi
gozlemlenmistir (Zhang ve dig., 2010). Bir baska ¢alismada ise si¢anlarda vinkristin-
indiiklii noropatik agri modelinde ferulik asitin antinosiseptif etki potansiyeli
arastirilmig, mekanik hiperaljeziyi, termal hiperaljeziyi ve mekanik allodiniyi azalttig:
gozlemlenmistir (Vashistha ve dig., 2017). Yapilmis olan bu c¢aligmalar birbirini
desteklemekle birlikte ferulik asitin analjezik etki mekanizmasi ile ilgili sinirh sayida
calisma mevcuttur. Ornegin; ndropatik agrnin CCI modeli ile yiiriitiilen bir ¢alismada
ferulik asit uygulamasinin, Py-adrenoseptor ve 5-HTia reseptorleri araciligiyla inici
monoaminerjik sistem iizerinden termal hiperaljeziyi ve mekanik allodiniyi azalttig:
bildirilmistir (Xu ve dig., 2016). Farelerde rezerpin-indiikli agr1 ve depresyon benzeri
davranis lizerinde FA’in etkisini incelemek icin yapilan bir caligmada ise FA’in frontal
korteks ve hipokampustaki noradrenalin, serotonin ve dopamin seviyelerini azaltarak
termal hiperaljeziyi ve mekanik allodiniyi azalttig1 bildirillmistir (Xu ve dig., 2013).
Fakat daha Once bahsedildigi gibi agr1 ve kontrolii bir ¢ok kimyasalin yer aldigi
kompleks bir siirectir. Dolayisiyla farmakolojik etkilerin farkli mekanizma bazli farkli
yontemlerde test edilmesi ve ilgili sistemlerin agonist/antagonistleri ile mekanistik
calismalarmin yapilmasi énem arz etmektedir. Iyi bir viseral agr1 modeli olan asetik
asitli kivranma yonteminde hayvanlara intraperitonal asetik asit verilmesi, histamin,
serotonin, bradikinin, nitrik oksit, sitokinler ve eikozanoidler gibi baz1 mediyatdrlerin
peritonal sivida serbestlesmesini saglamakta ve miktarlarinda artisa sebep olmaktadir
(Mansouri ve dig., 2013). Ayrica asetik asit injeksiyonunu takiben peritonal sivida,
prostaglandinlerin 6zellikle PGE,’nin diizeyinde artiy meydana gelmektedir (Ping ve
dig., 2018). Bu mediyatorler nosisepsiyon esigini diisiirmekte ve nosiseptif lifleri
uyarabilmektedir (Mansouri ve dig., 2013; Coutaux ve dig., 2005). Dolayistyla ferulik
asitin bu test modelinde aktif olmasi, s6z konusu bu nosiseptif maddelerin miktarinda
azalmaya veya bu maddelerce uyarilan nosiseptorlerin aktivitesinde azalmaya neden

olarak periferal analjezik etkiye sahip olabilecegini akla getirmektedir. Bu tez
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calismasinda ise aktivasyonu ile analjezi saglayan L-arjinin/NO/SGMP/Karp yolaginin
ferulik asit analjezik etkisine katilimi arastirilmistir. L-arjinin/NO/sGMP  yolagini
stimiile eden ajanlarmn Karp kanallarinin agilmasi yoluyla hipernosisepsiyonu bloke
ettigi ve bu yolagin aktivasyonunun analjezi olusturmak amaciyla yeni ilaglarin
kesfinde kullanilabilecegini bilinmektedir (Sachs ve dig., 2004). Bu yolagin diklofenak,
rofekoksib, ketorolak gibi periferal ve morfin gibi santral etkili analjezik ilaglarn etki
mekanizmasina aracilik ettigi bilinmektedir (Vale ve dig., 2007). Bu tez ¢aligmasinda L-
arjinin-NO yolaginin roliinii aydinlatmak amaciyla L-arjinin ve L-NAME kullanilmistir.
L-arjinin, temel bir yari-esansiyel amino asittir ve NO {retimi i¢in bir prekiirsordiir.
NO, memeli hiicrelerinde NOS ile L-sitrulin'e donistiiriilen L-arjininin terminal
guanidin azotunun oksidasyonuyla iiretilir. L-arjinin uygulamasmin artmis hiperaljezi
ve bradikinin, P maddesi ve dekstranin uyardigi nosiseptif veya inflamatuar yanitlara
neden oldugu bildirilmistir (Zulazmi ve dig., 2017). Fakat, L-arjinin Onciiliigiinde
olusan NO nosiseptif sistemin seviyesine (periferal, merkezi) hedef dokuya, hayvan agr1
modeline ve konsantrasyonuna gore agriy1 indiikleme veya azaltma 6zelligine sahiptir
(Parvardeh ve dig., 2018). Calismamizda L-arjinin 6n-uygulamasinin kontrol grubuna
kiyasla asetik asitten kaynaklanan nosisepsiyonu degistirmedigi gozlemlenmistir.
Benzer sekilde Mansouri ve dig., (2013) bu yolagin periferal antinosiseptif etkisini
degerlendirmek i¢in yaptiklar1 bir caligmada, asetik asitle indiiklenen kivranma testinde
farelere L-arjinin (100 mg/kg, i.p.) On-uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla
nosisepsiyonu degistirmedigini gostermislerdir. Calismamizda L-NAME’nin ise
nosisepsiyonu anlamli 6lglide azalttig1 gzlemlenmistir. L-NAME, NOS izoformlarinin
segici olmayan bir inhibitoriidiir ve bdylece NO olusumunu azaltir (Vale ve dig., 2007).
Daha once yapilan ¢aligmalar NOS inhibitdrlerinin asetik asitten kaynaklanan nosiseptif
cevabr azalttigim1 gostermistir. L-arjinin/NO yolaginin periferal antinosiseptif etkiye
katkisin1 degerlendirmek amaciyla formalin testi kullanilarak yapilmig bir ¢alismada
siganlarin sag arka pengesine (100 pg/penge) intraplantar L-NAME enjeksiyonunun
kontrol grubuna kiyasla testin erken fazinda nosiseptif cevabi anlamli derecede azalttig1
goriilmiistiir (Parvardeh ve dig., 2018). Mansouri ve dig., (2013) yaptiklar1 calismada
ise farelere L-NAME (30 mg/kg, i.p.) uygulamasinin nosiseptif yanit1 azalttigini
gostermiglerdir. Bu g¢alismada L-NAME’nin tek basina gozlemlenen antinosiseptif
etkisi, NO'in asetik asit kaynakli nosisepsiyonda rol alan mediyatdrlerden biri oldugunu
desteklemektedir. Bu tez calismasinda, tek basina L-NAME ferulik asit kadar etkili
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bulunmustur ve ikisi bir arada uygulandiginda ferulik asit analjezisi geri donmemekle
birlikte, tek baslarma uygulandiklarina benzer oranda antinosiseptif etki gdzlenmistir.
Ayrica, birlikte uygulandiklarinda L-arjininin, L-NAME ve ferulik asitin gosterdigi
antinosiseptif aktiviteyi kismen geri ¢evirdigi goriilmiistiir. L-NAME varliginda degil
fakat, L-arjinin varhginda ferulik asit analjezisinin hafiflemesi L-arjininin aljeziye
neden olan NO’in prekiirsorii olmasi ve ortamda artan NO ile aljezi siddetinin artmasi
ile iliskilendirilebilir. Dolayisiyla, bu sonuglar, ferulik asitin periferal antinosiseptif
etkisinde L-arjinin/NO yolagmin kismen etkili olabilecegini sdylemek igin yeterli
degildir.

Tez galigmasinda ferulik asitin analjezik etkisinin sGMP ile iligkisini belirlemek
adina metilen mavisi kullanilmistir. Metilen mavisi, GS i¢indeki hem demirini
oksitleyerek sGMP olusumunu dolayli olarak inhibe eden spesifik bir GS inhibitoriidiir
(Perimal ve dig., 2010). NO-sGMP yolu aktivasyonu NO sentaz aktivasyonu ile
tetiklenen NO' nun sentezine ve salinmasina baglidir. NO, GTP’den sGMP olusumunu
katalize eden ¢oziinebilir GS’1 (SGC) aktive etmektedir (Cury ve dig., 2011). sGS’in NO
disinda karbonmonoksit (CO) ve hidroksil (OH) tarafindan da aktive edilebildigi
bilinmektedir. Bu bilesikler tarafindan sGS aktivasyonu da yine sGMP olusumuna yol
acmaktadir (Schmidt, 1992). sGMP’nin aktive ettigi, PKG de iyon kanallar1 ve
fosfodiesterazlar dahil olmak iizere hiicrelerdeki bir¢cok hedefin aktivitesini modiile
etmektedir. Bu modiilasyonun hem hiperaljezik hem de antinosiseptif etkiye neden
olabildigi bildirilmistir (Cury ve dig., 2011). Bu c¢alismada metilen mavisi
injeksiyonunun, farelerde asetik asit uygulamasmimn neden oldugu antinosisepsiyonu
anlaml1 6lglide olmasa da belirgin sekilde azalttig1 gézlemlenmistir. Bu sonugla uyumlu
olarak, Perimal ve dig., (2010) sGMP yolaginin aktivasyonun agri ile iliskisini
incelemek i¢in yaptiklar1 bir calismada 20 mg/kg metilen mavisi uygulamasimin kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak asetik asitten kaynakli kivranmayi inhibe ettigini
gbzlemistir. Bu c¢aligmada metilen mavisi ile gozlenen etkinin anlamli olmamasi
deneysel kosullarin farkli olmasma baglanmustir. Ferulik asit oncesi metilen mavisi
uygulamasi ile birlikte ise ferulik asitin periferik analjezik etkisi anlamli olarak geri
donmiis olmasa da kaybolmustur. Bu verilerden hareketle NO/sGMP yolagmin ferulik
asitin antinosiseptif etkisine kismen aracilik ettigi diisiiniilmiistir. SGMP’nin K"
kanallarini fosforile ederek agmasi vasitasiyla analjeziye yol agmasinin haricinde bagka

yolaklar {izerinden de analjezi saglayabildigi bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada sGS
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araciligiyla olusan sGMP/PKG yolagmin indirekt aktivasyonunun TRPV1 aktivitesini
inhibe edebildigi ve bu yolla analjezik etki sagladigi gosterilmistir (Jin ve dig., 2012).
Diger bir ¢alismada sGS tarafindan aktive edilen sGMP’nin kismen tetrodotoksin
diren¢li (TTX-R) sodyum kanallarinin aktivitesini azaltarak nosiseptorlerin uyarilma
kabiliyetini azalttig1 ve analjeziye yol actig1 gosterilmistir (Liu ve dig., 2004). Gediz ve
dig., (2015) yaptizi bir ¢alismada ise NOS inhibitori, GS inhibitéri ve Ca*?
iyonoforunun olusan antinosisepsiyonu bloke etmesi iizerine, NO/sGMP yolagi
aktivasyonu ile uyarilan Ca*? kanallar1 ile iligkili dinamiklerin analjeziye neden oldugu

ileri stirtilmiistiir.

Ferulik asitin antinosiseptif etkisinde Karp kanalinin roliinii degerlendirmek igin
ise glibenklamid kullanilmistir. Glibenklamidin spesifik olarak Karp kanallarini bloke
ettigi ancak kalsiyum aktivasyonlu veya voltaj-kapili K* kanallar1 gibi diger tip K
kanallarimi etkilemedigi bilinmektedir (Mansouri ve dig., 2013). Bu tez calismasinda,
glibenklamidin tek basma uygulandiginda asetik asitten kaynaklanan nosisepsiyon
iizerine etkili olmadigi, ferulik asit Oncesi On-uygulamasmin ise ferulik asitin
antinosiseptif etkisini anlamli olarak geri ¢evirdigi gozlenmistir. Bu veriler Katp
kanallarmin a¢ilmasmin ferulik asitin periferal antinosiseptif aktivitesinde rol
oynayabilecegini gostermektedir. Kanitlar, Katp kanallarinin agrida 6nemli bir role
sahip oldugunu gostermektedir. Bu kanallarin agilmasi hiicre disma K* iyonu akismna
izin vermekte ve bdylece hiicre membrani repolarizasyonu ve/veya hiperpolarizasyonu
meydana gelmektedir. Bu da membran uyarilabilirliginde azalma ve sonug¢ olarak
analjezi ile sonuglanmaktadir (Mansouri ve dig., 2013). Bu kanallarin viicutta
adrenerjik, opioiderjik, adenozinerjik, serotonerjik, muskarinerjik sistemler gibi G-
proteini kenetli reseptorler tarafindan aktive edildigi bilinmektedir (Ocana ve dig.,
2004). Ornegin; yapilan calismalarda siganlarda delta opioid reseptdr agonisti [D-
Pen(2.5)] enkefalinin, muskarinik reseptor agonisti betanekoliin ve ayrica ap-adrenerjik
reseptor agonisti deksmedetomidinin olusturdugu antinosiseptif etkinin, Karp kanal
blokeri glibenklamid tarafindan ortadan kaldirildig: bildirilmistir (Asano ve dig., 2000;
Yamazumi ve dig., 2001; Picolo ve dig., 2003). Benzer sekilde, farelerde adenozin A,
reseptor agonisti R-PIA ((-)-N°-(2-fenilizopropil)-adenozin) tarafindan indiiklenen
antinosiseptif etkinin glibenklamid, glipizid, glikuidon gibi Karp kanal blokerleri
tarafindan antogonize edildigi gosterilmistir (Ocana ve Baeyens, 1994). Ayrica,
serotonin  5-HT;a  reseptor  agonisti  8-OH-DPAT  ((£)-8-hidroksi-2-(di-n-
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propilamino)tetralin) tarafindan indiiklenen antinosisepsiyonun glikuidon ve glipizid
tarafindan geri ¢evrildigi de rapor edilmistir (Robles ve dig., 1996). Bu noktada, daha
once yapilan ¢aligmalara bu sistemlerin bir kismmin ferulik asit analjezisine katki
sagladigmin gosterildigi ¢alismalara dikkat cekilebilir. Ornegin ferulik asitin merkezi
antinosiseptif etki mekanizmasinin incelendigi bir ¢alismada opioiderjik ve kolinerjik
modiilasyonun analjezik etkiye dahil oldugu gosterilmistir (Bektas ve Arslan, 2016). Bir
baska calismada ise ferulik asitin noropatik agridaki analjezik etki mekanizmasi
arastirilmis ve delta-opioid reseptorlerin ve 5-HT1a reseptorlerinin bu etkinlige aracilik
ediyor olabilecegi gosterilmistir (Xu ve dig., 2016). Dolayisiyla ferulik astin Katp
kanallar1 lizerinden etkisi sayilan bu reseptor sistemleriyle etkileserek gergeklesiyor
olabilir. Ayrica vurgulamak gerekir ki bu ¢alismada sGMP olusumunun ferulik asit
analjezisine primer olmasa da kismen katki sagladigi belirlenmistir. Artan SGMP
konsantrasyonunun, PKG aktivasyonuna yol a¢arak Karp kanallarinin fosforile olmasina
ve acilmasina neden oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla ferulik asit araciligiyla saptanan
Kartp kanallarimm agilimimi, sGMP olusumu baska mekanizmalarla paylasiyor olabilir.
Ozet olarak, NO araciigiyla degil fakat baska mekanizmalar aracihigiyla sGMP
olusumunun artiginin yam sira yine farkli mekanizmalarca tetiklenen Karp kanallarinin
aktivasyonunun ferulik asitin saptanan periferik analjezik etkisine katki sagladigi

acgiktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda ferulik asitin periferik analjezik etkinligi ve bu etkinlige
NO/sGMP/PKG/Karp yolaginin olasi rolii asetik asit ile indiiklenen kivranma test
yontemi ile arastirilmistir. Calisma sonuglar1 ferulik asitin periferal analjezik etkinlige
sahip oldugunu ve bu etkinlige sGMP’nin kismen fakat Katp kanallar1 aktivasyonunun
primer olarak aracilik ettigini gostermektedir. Ferulik asitin periferal analjezisine NO
katiliminin olmamasi nedeniyle sGMP olusumu ve 6zellikle Kartp kanali aktivasyonuna
baska sistemlerin aracit oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim Katp kanallarmm sadece
NO/sGMP yolag: ile aktive olmadigi bilinen bir gergektir ve bu asamada baska
sistemlerin  bu aktivasyonda rol alabilecegi dikkate alinmalidir. Ferulik asitin
farmakolojik etkinligini mekanizmas1 ile desteklemek, ferulik asitle ilgili ileriki
caligmalara zemin hazirlamasi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu bilgiler ve tez ¢alismasi
sonug¢larindan yola ¢ikarak, ferulik asitin diisiik toksisiteye sahip dogal bir antioksidan
oldugu da g6z oniinde bulunduruldugunda, agr1 tedavisinde tek basina veya yardimci

ilag olarak kullanilabilecek bir ajan olabilecegini séylemek miimkiindiir.
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