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OZET

PROTOKATESIK ASITIN ANALJEZIK ETKiSINE KANNABINOIDERJIK
SISTEMIN KATILIMI

Duygu Yesim DIKMEN
Farmakoloji A.B.D
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2019
Danigman: Dog. Dr. Nurcan BEKTAS TURKMEN

Protokatesik asit norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesi tizerine etkili olmasi nedeni ile
one ¢ikan fenolik bir antioksidandir. Analjezik etkisine aracilik eden gesitli mekanizmalar
gosterilse de, bu mekanizmalar etkinligini tam olarak agiklayamamaktadir. Bu tez ¢caligmasinda,
protokatesik asitin analjezik etkinligine agr1 yolaklarimin santral ve periferal seviyelerindeki
CB1 ve CB2 reseptorlerinin aktivasyonu ile birlikte nosiseptif siireci baskilayan
kannabinoiderjik sistemin olas1 katiliminin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla farelerde 75, 150
ve 300 mg/kg (i.p.) protokatesik asitin analjezik etkinligi asetik asitle-indiiklenen kivranma testi
ve kuyruk-daldirma testi ile belirlenerek 300 mg/kg (i.p.) dipiron ve non-spesifik CB reseptor
agonisti 5 mg/kg (i.p.) WIN 55,212-2’in analjezik etkisi ile karsilastirildi. Protokatesik asit
analjezisine kannabinoiderjik sistem katkisinin arastirilmasi i¢in; 300 mg/kg protokatesik asit
oncesi ayr1 ayr1 CB1 antagonisti 8 mg/kg AM-251 (i.p.) ve CB2 antagonisti 8 mg/kg AM-630
(i.p.) 6n- uygulamalari yapildi. Ayrica, protokatesik asitin lokomotor aktivite tizerine etkisi
aktivite kafesi kullanilarak degerlendirildi. Protokatesik asitin lokomotor aktivite
degisikliginden bagimsiz ve doza-bagl olarak analjezik etki gosterdigi ve etkisinin dipiron ve
WIN 55,212-2’in analjezik etkisi ile karsilastirilabilir diizeyde oldugu belirlendi. Kuyruk-
daldirma ve kivranma testinde CBI1 reseptor antagonisti AM-251 06n-uygulamasinin
protokatesik asit ile indiiklenen analjeziyi anlamli bir sekilde antagonize ettigi belirlenirken,
CB2 reseptor antagonisti AM-630 6n-uygulamasinin yalnizca kuyruk-daldirma testinde etkili
oldugu belirlendi. Bu sonuglardan hareketle, protokatesik asitin analjezik etkisine,
kannabinoiderjik modiilasyonun periferden ziyade spinal seviyede katki sagladigi ve ozellikle
periferde CB2 reseptor aktivasyonundan ziyade CB1 reseptor aktivasyonunun aracilik ettigi

diisiiniildi.

Anahtar Kelimeler: Protokatesik asit, Agri, CB1 reseptor, CB2 reseptor, Kannabinoiderjik
sistem.



ABSTRACT

THE INVOLVEMENT OF CANNABINOIDERGIC SYSTEM ON THE ANALGESIC
EFFECT OF PROTOCATECHUIC ACID

Duygu Yesim DIKMEN
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences Institute, January 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nurcan BEKTAS TURKMEN

Protocatechuic acid is a phenolic antioxidant which is prominent due to its effect on the
progression of neurodegenerative diseases. Although there are various mechanisms that mediate
its analgesic effect, these mechanisms do not fully explain its effectiveness. In this thesis, it is
aimed to investigate the possible contribution of cannabinoidergic system that supresses the
nociceptive process by the activation of CB1 and CB2 receptors in central and peripheral levels
of pain pathways to the analgesic activity of protocatechuic acid. For this purpose, the analgesic
activity of protocatechuic acid is determined at the doses of 75, 150 and 300 mg/kg (i.p.) by
acetic acid-induced writhing test and tail-immersion test in mice; it was compared to the
analgesic effect of 300 mg/kg (i.p.) dipyrone and 5 mg/kg (i.p.) non-specific CB receptor
agonist WIN 55,212-2. For the investigation of cannabinoidergic system’s contribution to
protocatechuic acid analgesia; pre-administration of 8 mg/kg (i.p.) AM-251 and 8 mg/kg (i.p.)
CB2 antagonist AM-630 were performed separately before 300 mg/kg protocatechuic acid. In
addition, the effect of protocatechuic acid on locomotor activity was evaluated using the activity
cage. It was determined that protocatechuic acid has dose-dependent analgesic effect
independently from locomotor activity change and is comparable with analgesic effects of
dipyrone and WIN 55,212-2. It was determined that pre-administration of CBL1 receptor
antagonist AM-251 significantly antagonized the protocatechuic acid-induced analgesia in the
tail-immersion and writhing test, whereas pre-administration of CB2 receptor antagonist AM-
630 was found to be effective only in the tail-immersion test. Based on these results, it is
thought that cannabinoidergic modulation contributes to the analgesic activity of protocatechuik
acid on the spinal level rather than the periphery and is significantly mediated by CB1 receptor

activation rather than CB2 receptor activation in the periphery.

Keywords: Protocatechuic acid, Pain, CBL1 receptor, CB2 receptor, Cannabinoidergic system.
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1. GIRIS VE AMAC

Agr1; var olan veya olasit doku hasari ile iliskili duyusal ve emosyonel hos
olmayan bir deneyim olarak tanimlanmaktadir (Merskey ve Bogduk, 1994). Agri
hissinin ~ giderilmesinde, agrinin ¢esidine ve derecesine goére nonsteoridal
antiinflammatuar ilaglar (NSAII), opioidler, trisiklik antidepresanlar ve antikonviilsanlar
gibi ¢esitli ilag gruplar1 kullanilmaktadir. Fakat mevcut ilaglar ile karsilasilan ilag
etkilesimleri, yan etkiler ve tolerabilite problemleri gibi nedenler ile yeni ajanlarin
kesfedilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Dolayisiyla, son zamanlarda giinlimiiz tibbinda
daha az yan etkiye ve daha giiclii terapdtik sonucglara sahip olan bitkisel kaynakli
ilaglarla tedaviye ilgi oldukca artmistir (Mehrotra ve dig., 2011; Siizer, 2005; Zareba,
2009) Antioksidan 6zellik gosteren protokatesik asit, son yillarda gosterdigi biyolojik
etkilerden dolay1 dikkat ¢eken ve bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan bir fenoliktir
(Cazacu ve dig., 2015; Semaming ve dig., 2015). Protokatesik asit’in analjezik etkisi
smirli sayida ¢alisma ile gosterilmesine ragmen analjezik etki mekanizmalar1 hala
belirsizligini  korumaktadir. Rasyonel ila¢ kullanimi i¢in ise ilaglarin etki

mekanizmalarinin arastirilarak detaylandirilmasi son derece 6nem arz etmektedir.

Agr1 modiilasyonu periferden santrale bir ¢ok endojen inhibitér veya eksitator
mediyatoriin ve degisik reseptor gruplarinin uyumlu ¢alismasiyla yonetilen son derece
kompleks bir siirectir (Jinsmaa ve dig., 2005; Mizoguchi ve dig.,2014; Schaible, 2007).
Bu endojen sistemlerden bir tanesi de endokannabinoidejik sistemdir. Deneysel agri
calismalarinda hem endokannabinoidlerin  hem de kannabinoiderjik reseptor
agonistlerinin kimyasal, mekanik ve termal uyaranlar ile olusturulmus akut agrida
analjezik/antinosiseptif etki olduklar1 bildirilmistir (Guindon ve dig., 2006; Ulugdl ve
dig., 2006). Akut agrinmn yanisira, inflamatuar ve ndropatik agri gibi kronik agri
modellerinde de etkili olduklar1 rapor edilmektedir (Fine ve Rosenfeld, 2013;
Manzanares ve dig., 2006). Kannabinoidler, agr1 yolaklarinin santral ve periferal
seviyelerinde bulunan CB1 ve CB2 reseptorlerinin aktivasyonu ile birlikte nosiseptif
slireci baskilarken (Guindon ve Hohmann, 2009) bir yandan da endojen opioidler,
glutamat, serotonin gibi agri modiilasyonunda rolii olan diger sistemlerle etkilesim

icindedir (Fine ve Rosenfeld, 2013). Kannabinoiderjik sistemin aktivasyonunu saglayan



maddelerin etkin bir agr1 kontrolii yapmasi nedeniyle bu sistemi aktive eden yeni

ajanlarlar1 kesfetme ¢aligmalari ise hizla siirmektedir.

Bu bilgilerden hareketle bu tez calismasinda, protokatesik asitin analjezik
etkinligine kannabinoiderjik sistemin olasi katiliminin arastirilmast amaglanmistir. Bu
amacla 75, 150 ve 300 mg/kg (i.p) dozlarda uygulanan protokatesik asitin analjezik
etkinligi farelerde asetik asitle-indiiklenen kivranma testi ve kuyruk-daldirma testi ile
belirlenmis, gozlenen etki 300 mg/kg dipiron (i.p.) ve non-spesifik CB agonisti 5
mg/kg, WIN 55,212-2 (i.p.) ile gozlenen analjezik etki ile Kkarsilastirilmstir.
Protokatesik asitin analjezik etkisine kannabinoiderjik sistem katkisinin arastirilmasi
icin etkili bulundugu 300 mg/kg protokatesik asit Oncesi ayr1 ayr1 CB1 antagonisti 8
mg/kg AM-251 (i.p.) ve CB2 antagonisti 8 mg/kg AM-630 (i.p.) on-uygulamalari
yapilmistir. Ayrica, protokatesik asitin analjezik etki gosterdigi dozda lokomotor

aktivite lizerine etkisi aktivite kafesi deneyleri kullanilarak degerlendirilmistir.



2. KAYNAK BILGiSi

2.1. Agn
“Uluslararast Agr1 Calismalar1 Birligi” (IASP-International Association for the Study
of Pain) tarafindan yapilan tanimina gore agri; ger¢ek veya potansiyel doku hasari ile
iligkili veya bdyle bir hasara iligkin olarak tarif edilen tatsiz bir duyusal ve duygusal
deneyimdir (Al¢in ve dig., 2010; Merskey ve Bogduk, 1994). Agri, hosa gitmeyen bir
duyum oldugundan her zaman siibjektiftir ve kisiden kiseye farklilik gostermektedir.
Cinsiyet, sosyokiiltiirel ¢cevre ve rk gibi etkenler kisinin agr1 esigini bagka bir deyisle
tanimlayabildigi en hafif agr1 seviyesini ve agr1 algisini etkilemektedir. Dolayisiyla, agr1
algisininin  degerlendirilmesinde hem fiziksel hem de fiziksel olmayan bilesenleri
birlikte géz oniinde tutmak gerekmektedir (Babacan, 2011; Cogelli ve dig., 2008). Agr1
taniminm dogru yapilmasi; agrinin dogru anlagilabilmesi ve altta yatan nedenlerle
birlikte dogru tanmin yapilarak dogru ve etkili tedavinin uygulanabilmesi agisindan son

derece 6enmlidir (Uyar ve Kdken, 2017).

Agr1, insanoglunun var oldugu giinden bugiine saglik alanindaki ilerlemelere
ragmen her zaman sikayet¢i oldugu ve dolayisiyla siirekli ¢6ziim aradigi bir bulgu
olmustur (Aslan ve Badir, 2005). Tiim arayislara ve piyasada mevcut olan ilag ve
yontemlere ragmen, agrinin giderilmesine yonelik alinan 6nlemlerin yetersiz oldugu ve
agridan yakinan kisilerin  ¢ogunun agrisinin giderilemedigi, dolayisiyla yasam
kalitelerinin distiigii, giinlik yasam aktiviteleri ile sosyal etkilesimlerinin bozuldugu,
hastanede kalis siiresinin uzadigi ve mortalite oranmin arttig1 belirtilmektedir (Dikmen
ve dig., 2012; Oziitemiz, 2015). Nitekim “Amerikan Agr1 Birli§i” agr1 kontroliiniin ve
hafifletilmesinin 6nemine dikkat ¢ekmek adina, “Agri: besinci vital bulgu” ibaresini
yayinlamis ve boylelikle agrinin kan basmci ve nabiz gibi hayati bir bulgu oldugunu
vurgulayarak agrinin da diizenli olarak degerlendirilmesi gerektigini Onermistir
(Yildizeli Topgu, 2008). Zaman igerisinde agr1 fizyolojisi ile ilgili ilerlemelerin
gerceklesmesi ve agrinin halen rahatsiz edici ve hayati bir semptom olmasi nedeniyle,
agr1 tedavisi Onemini koruyan bir arastirma konusu olmaya devam etmektedir.
Dolayisiyla arastirmacilar klasik agri1 yolaklarindan wuzaklasarak nispeten yeni
tanimlanmis yeni agr1 yolaklar1 izerinden etkili olan yeni ila¢ gelistirme c¢aligmalarina

odaklanmis duumdadir.



2.1.1. Agrimn smiflandirilmasi
Farkli kaynaklarca veya otoritelerce farkli sekillerde siniflandirilan agriyr 1ASP
taksonomi alt komitesi bes eksenli taksonomi seklinde, eksen bazinda tanimlayarak
smiflandirmay1 bu eksenlerden hareketle yapmaktadir. Bu tanimlamaya gore; birinci
eksen agrinmn yer aldig1 viicut bolgesi ile ilgilidir. Ikinci eksen agrinin etkiledigi
sistemleri, liclincli eksen olusum siiresini ele almaktadir. Dordiincii eksen, hastanin
ifadesine gore agrinin siddeti ve basladigindan bu yana gegen siireyi, besinci eksen ise

agrinin etiyolojisini belirtmektedir (Yildizeli Topgu, 2008).

Siklikla kullanilan ve IASP’nin 6nerdigine benzer sekilde olan siniflandirmaya gore
agr1; norofizyolojik mekanizmaya baglh (Nosiseptif, Somatik, Visseral, Noropatik,
Psikojenik), siireye bagli (Akut, Kronik), etiyolojik (Kanser agrisi, Postherpetik
nevralji, Orak hiicre anemisine bagli agri, Artrit agrisi), bolgesel agr1 (Bas agrisi, Yiiz

agrisi, Bel agrisi, Pelvik agr1) seklinde 4 ana baslik altinda toplanmaktadir (Raj, 2000).

2.1.2. Agrimn algilanmasi

Agrinin algilanmasi, agrili uyaran veya hasar gormiis dokudan salinan
mediyatorler tarafindan uyarilan nosiseptorlerin aktivasyonu, spinal korda afferent
transmisyonu ve sonrasinda dorsal boynuz tizerinden agri ile iliskili beyin bdlgelerine
iletilmesi ile gergeklesmektedir. Dolayisiyla agrinin algilanmasindaki 4 Onemli
asamanin transdiiksiyon, transmisyon, modiilasyon ve persepsiyon asamalari oldugu
soylenebilir. Transdiiksiyon; nosiseptorler araciligiyla agrili uyaranin elektriksel iletiye
doniistiriildigic asamadir. Transmisyon; transdiiksiyon araciligiyla olusan nosiseptif
impulsun sinir sistemi boyunca iletilmesidir. Transmisyon esnasinda, dncelikle primer
sensoriyel afferent noronlar elektriksel iletiyi spinal korda tasir. Bunu takiben,
nosiseptif impulslar spinal korddan assendan/gikicr ileti sistemi vasitasiyla beyin sap1 ve
talamusa  ulastirilir.  Son  olarak, talamustan talamokortikal baglantilarla
somatosensoriyel kortekse projekte olur. Modiilasyon; nosiseptif transmisyonun ndral
etkenlerle modifiye olmasidir. Persepsiyon ise bireyin psikolojisi ile etkilesimi ve
subjektif emosyonel deneyimleri sonucu gelisen, uyarmin algilandigi son agamadir
(Uyar ve Koken, 2017).

Doku hasar1 ile agrinin algilanmasi arasinda olusan karmagik elektrokimyasal

olaylar serisinin biitiiniine nosisepsiyon adi verilmektedir (Oziitemiz, 2015).



Nosisepsiyon agrili uyaranlara duyarli olan nosiseptér denen reseptorlerin aktivasyonu
ile baslamaktadir. Daha Once bahsedildigi gibi nosiseptorler mekanik, termal ve
kimyasal enerjiyi elektriksel sinyaller haline doniistiirmek, sonra bu uyarmin primer
afferent lifler yoluyla spinal korda yani omurilige iletilmesini saglamaktir (Saat¢ioglu,
2008). Nosiseptorler aslinda serbest sinir sonlanmalaridir ve algiladiklar1 agr1 duyusu
baslica, ince miyelinli A delta ve miyelinsiz C sinir lifleri tarafindan spinal korda
tasinmaktadir. A delta lifleri baslica termal ve mekanik uyaranlar1 2.5-20m/sn iletim
hiz1 ile tagimaktadir. Bu nosiseptorlerin aktivasyonu keskin, igneleyici ve iyi lokalize
edilebilen bir agr1 meydana getirmektedir. C lifleri ise mekanik, kimyasal ve termal
uyaranlar1 2.5 m/sn’nin altinda, iletim hiz1 ile ¢ok yavas olarak iletmektedir. Daha
donuk, daha yaygin bir agr1 ve hiperestezi meydana getirmektedirler (Oziitemiz, 2015).
Cilt, subkutandz yapilar, periost, eklemler, kaslar ve visseral dokularda bulunan
nosiseptorler zarar goéren ya da tehdit altinda olan dokulardan salinan serotonin,
histamin, bradikinin, arasidonik asit, lokotrienler ve prostoglandinler gibi kimyasal
maddeler tarafindan uyarilmaktadirlar (Yildizeli Topgu, 2008). Nosiseptorlerin
terminalleri aksonlar1 olusturmak iizere birlesmektedir. Bu aksonlarin hiicre gévdeleri
dorsal kok veya trigeminal ganglionda bulunmaktadir ve lifler spinal kord arka
boynuzunda sonlanmaktadr (Kilig, 2009). Tim agr1 lifleri dorsal boynuzda
sonlanmasina ragmen, takip ettikleri yolaklar degisebilmektedir (Steeds, 2009). Agrili
uyarilar1 iist merkezlere gegirmede, dorsal boynuzda glutamat ve ndéropeptidler olarak
baslica iki tip nérotransmitter rol almaktadir. Glutamat, A-delta terminal uglarindan ve
motor noOronlara sinaps yapan afferentlerden salgilanan eksitator bir aminoasittir.
Noropeptidler ise 6zellikle C lifleri eksitasyonu ile olusup projeksiyon hiicrelerinde ¢ok
yavas ve c¢ok uzun siireli depolarizasyona yol acan P maddesi, norokinin-A,
kolesistokinin gibi maddelerdir (Aydin, 2002). Spinal kord arka boynuzu agri yolundaki
ilk sinapsin yeridir ve bu nedenle yerel segmental ve supraspinal mekanizmalar yoluyla
nosiseptif iletimin diizenlenmesi i¢in cazip bir hedeftir (Tiifek¢i Alphan ve Yilmaz,
2007). Spinal kord, periferden gelen agri sinyallerini spino-talamik, spino-retikiiler,
spino-mezensefalik, spino-hipotalamik gibi ¢ikan yollar vasitasiyla iist merkezlere iletir.
Spino-talamik yol ile bilingli agr1 yaniti saglayan talamokortikal sistem projekte
edilmektedir. (Schaible, 2007). Talamus somatosensoriyel bilgilerin islendigi anahtar
bolgedir ve bunda cesitli lateral ve medial c¢ekirdekler gorev alir. Talamik

cekirdeklerdeki ndronlar primer ve sekonder somatosensoryel kortekslere, insula,



anterior singulat korteks ve prefrontal kortekse projekte olurlar (Kilig, 2009). Kortekse
ulasan bu sinyaller, iist merkezlerde degerlendirildikten sonra beyin sap1 yoluyla spinal
korda geri doner (Uyar ve Koken, 2017). Beyin sapinin spinal kord diizeyinde agri ile
iliskili sinyalleri diizenlemede onemli bir rolii oldugu iyi bilinmektedir. Inici inhibitor
yolaklar beyin sapindan koken almaktadir. Beyin sapi ¢ekirdeginden koken alan
periakuaduktal gri madde (PAG) , talamus, hipotalamus, korteks ve spinotalamik traktus
kollaterallerinden inputlar alir. Bu yiizden bu bdlge agrinimn inici sistem ile kontroliinde
onemli bir merkezdir. Beyin sapmin noral aglari, agrinin kontroliinde katilan endojen
opioid- monoamine- ve asetilkolin- aracili mekanizmalara sahiptir (de Freitas ve dig.,
2004; Kilig, 2009). Monoaminerjik yolak noradrenalin, seratonin ve dopamin gibi
monoaminleri kullanarak sadece agriy1 azaltan 6zellikte olmayip agriy reseptor alt tipi
ve baskin monoamin tipine gore arttirabileceginden modiilasyon yolagi olarak da
adlandirilir.  Orneg@in; seratonin SHT; (5-Hidroksitriptamin) reseptdrii iizerinden
inhibitor etki saglarken 5 HTy3 tlizerinden fasilitor etki gosterir. Noradrenalin ise piir
inhibitor etkiye sahiptir (Uyar, 2017). Ayrica genel bir inhibitor madde olarak gama
amino butirik asit (GABA)' nin da antinosiseptif mekanizmalara katildigi
diisiiniilmektedir. Projeksiyon ndéronlar1 iizerinde hizli ve kisa siireli inhibisyon, en ¢ok
monoaminerjik transmitterler GABA ve kismen de enkefalin ile olmaktadir. Daha uzun
stireli inhibisyon endorfin, kismen enkefalin ve somatostatin ile olusmaktadir. Glisin ve

GABA'nin medulla spinalisteki segmental agri inhibisyonunda 6nemli rolleri vardir

(Aydm, 2002).

2.2.  Kannabinoeiderjik Sistemin Agridaki Rolii

Son yillarda agr1 tedavisi i¢in geleneksel bir ilag olan esrar dikkat ¢ekmektedir.
Uzak dogu geleneksel tibbinda; inflamatuar barsak hastaliklari, gastroenterit, anoreksi,
motilite bozukluklari, diyare, diyabetik gastroparezi, kusma ve abdominal agr1 gibi
saglik problemlerinin tedavisinde binlerce yildir esrar (Cannabis sativa)
kullanilmaktadir. Asirlardir geleneksel agr1 tedavisinde kullanilan kannabisin aktif etken
maddesi olan delta-9 tetrahidrokannabinol (A9-THC) 1960’larda izole edilmistir
(Mechoulam ve dig., 1995; Sakin ve dig., 2015; Woodhams ve dig., 2017). Kannabinoid
reseptorlerin klonlanmasindan kisa siire sonra, endokannabinoidler olarak adlandirilan

endojen ligandlar tanimlanmig ve sentezlenmistir. Tanimlanan bu bilesiklerin sayisi



zaman ic¢inde giderek artmaktaysa da, bunlar arasinda en 6nemlisinin, anandamid ve 2-
arasidonogliserol oldugu diisiiniilmektedir. Endokannabinoidler lipit yapisindadir ve
membran depaolarizasyonuna yanit olarak ndronlar tarafindan sentezlenip
salinmaktadirlar. Salindiktan sonra, bu maddeler, 6zgiil enzimler tarafindan hizla
inaktive edilmektedir (Pagotto ve Pasquali, 2006). Dolayistyla endokannabinoidleri
metabolize eden “Fatty acid amide hydrolase / Yag asit amid hidrolaz” (FAAH) ve
“Monoacylglycerol lipase / Monoagilgliserol lipaz” (MAGL) enzimlerinin
inhibisyonuyla endokannabinoidlerin arttirilmasi da avantajli bir tedavi stratejisi olarak
degerlendirilmektedir. Tim bu endokannabinoiderjik sistem komponenentleri hemen
hemen tiim nosiseptif yolaklar boyunca bulunmaktadir. Dolayisiyla eksojen kanabioid
ligandlar1 ile bu sistemi hedefleyerek veya endojen sinyalleri arttirarak perifer, spinal
kord arka boynuzu ve beynin supraspinal agr1 bolgelerinde nosisepsiyon diizenlenebilir
(Woodhams ve dig., 2017). Kannabinoiderjik sistemi hedef alan ligandlarin kimyasal,
mekanik ve termal agri uyaranlari ile olusturulmus akut agrida, ve de inflamatuar agri
ve noropatik agr1 gibi kronik agrilarda da etkili olduklar1 gosterilmistir (Bar-Joseph ve
dig., 2004; Clayton ve dig., 2004; Cinar, 2012; Hanus ve dig., 1999; Labuda ve
dig.,2005; Manzanares ve dig., 2006; Ohta ve dig., 2007). Son zamanlarda Cannabis
ekstresine dayanan farmakolojik bir preparatin Kanada’da multiple sklerozdaki
noropatik agrida kullanilmasi, endokannabinoid sistemle giivenilir sekilde etkilesime

girmenin miimkiin oldugunu akla getirmektedir (Marzo ve Petrosino, 2007).

Tim ekso- ve endokannabinoidler, agirlikli olarak néronlar iizerinde eksprese
edilen kannabinoid-1 (CB1) reseptorii ve cogunlukla bagisiklik sistemi hiicreleri
tizerinde eksprese edilen kannabinoid-2 (CB2) reseptorii olmak tizere temel olarak 2
farkli reseptor yoluyla etki etmektedir. Bununla birlikte CB-2 resept6rii, beynin birkag
bolgesinde noronal hiicrelerin yani sira glial hiicrelerde de gorilmektedir. Ayrica GPR
55 adli endokannabinoid reseptorii olarak kabul edilen ve A9-THC, ve anandamid gibi
endokannabinoidleri baglayan G proteinine kenetli yetim bir reseptdr tanimlanmuistir.
CB1 ve CB2 reseptorleri de 7-transmembran G-proteinine kenetli reseptérlerdir. CB1
reseptorlerinin aktivasyonu, adenilil siklaz ve voltajla aktive olan kalsiyum (Ca*?)
kanallarinin inhibe edilmesine yol agmaktadir. CB2 reseptorii aktivasyonu ise adenilil

siklaz1 inhibe etmekte fakat iyon iletkenligini etkilememektedir. Adenilil siklazi

inhibisyonu SAMP iiretimini ve Ca*? iletkenligini azaltirken, potasyum iletkenligini ve



mitojenle aktiflestirilen protein kinazlarmin (MAPK) aktivitesini arttirmaktadir.
Kanabinoidlerin CB1 reseptorlerine baglanmasi, antinosiseptif aktiviteleri i¢in kritik
oneme sahiptir (Elikottil ve dig., 2013). CBI1 reseptorleri, merkezi sinir sisteminde
yiikksek diizeylerde olup, Ozellikle, beynin biligsel fonksiyonu olan bdlgelerinde yer
alirlar. (Pagotto ve Pasquali, 2006; Tiifek¢i Alphan ve Yilmaz, 2007). Bu reseptorlerin
beyin, spinal kord boynuzlari, dorsal kok gangliyonu ve periferik afferent sinirler gibi
agr1 ile iligkili bolgelerdeki anatomik dagilimlar1 kannabinoidlerin karmasik agri
mekanizmasint desteklemektedir. (Cinar ve dig., 2011). CBI1 reseptorii aktivasyonu
muhtemelen kalsiyum ve potasyum kanallarmin modifikasyonu araciligiyla memran
depolarizasyonunu ve ekzositozu etkileyerek asetilkolin, norepinefrin, gama-amino
biitirik asit, glisin, dopamin, serotonin ve kolesistokinin gibi ndrotransmitterlerin
salimini etkilemekte ve bdylelikle nosiseptif sensitizasyonu baskilamaktadir (Elikottil
ve dig., 2013; Fine ve Rosenfeld, 2013; Guindon ve Hohmann, 2009). Her ne kadar
CBI kanabinoid reseptorler agrida daha 6n planda rol oynuyor gibi dursa da ¢aligmalar
agr1 modeline gore degisecek sekilde CB2’lerin de primer rol oynayabildigini ve hatta
ligandlari antinosiseptif etki gosterebilmesi i¢in her iki reseptor tipinin aktivasyonunun
da gerekli oldugunu bildirmektedir (Woodhams ve dig., 2017). Ornegin; formalinle-
indiiklenen inflamatuar agrida, WIN-55,212-2‘nin analjezik etkisine hem CB1 hem de
CB2 reseptorlerinin aracilik ettigi gorilmiistir (Kehl ve dig., 2003). FAAH
inhibisyonunun antinosiseptif etkilerinin, farelerde kismi siyatik sinir ligasyonu (PSNL)
modelinde sadece CB1'e bagimliyken (Desroches ve dig., 2013), siganlarda spinal sinir
ligasyonu (SNL) modelinde hem CBI1 hem de CB2 bagimli oldugu gosterilmistir
(Chang ve dig., 2006; Jhaveri ve dig., 2006; Karbarz ve dig., 2009). Ayrica, sistemik
FAAH inhibisyonu farelere uygulana karragenan modelinde CB2 reseptorii araciligiyla
anti-inflamatuar etki gosterirken (Holt ve dig., 2005) sicanlara uygulanan freund
adjuvan modelinde CB1 aracili antinosisepsiyon tretmistir (Wilson ve dig., 2005).
CB2'yi eksprese eden periferal immiin hiicrelerin ve merkezi sinir sistemindeki glial
hiicrelerinin iltihapli agr1 modellerine potansiyel katilim1 nedeniyle CB2 komponentinin
onemini inflamatuar agrida giderek artmaktadir. Fare arka pengesindeki karregenanla-
indiiklenen inflamatuar agrinin, CB2 selektif JWH-133 (Elmes ve dig., 2005) ve CB2
selektif PRS211375 (Beltramo, 2009) sistemik injeksiyonu, CB2 agonisti AM1241
lokal enjeksiyonu ile hafifletildiginin gézlendigi ¢alismalar (Quartilho ve dig., 2003)

CB2 reseptorlerin inflamatuar agridaki, roliinii destekler niteliktedir.



2.3.Agriin Dogal Tedavisi

Geleneksel ve modern tip uygulamalarinda bitkisel ilag¢ olarak tedavide kullanilan
bitkilere ‘“T1bbi Bitki’ ad1 verilmektedir (Deveci, 2017). Tibbi bitkiler ve bu bitkilerden
hazirlanan bitkisel ilaglar 6zellikle Afrika gibi iilkelerde kirsal topluluklarin kiiltiir ve
geleneklerinin 6nemli bir pargasini olusturmaktadirlar (Deveci, 2017; Njume ve dig.,
2009). Giniimiizde, 10 000’den fazla bitkiden agri1 da dahil gesitli hastaliklarin
tedavisinde yararlanildigi belirtilmektedir (Bacanli ve dig.,2012). Her ne kadar
farmakolojik agr1 yonetimi bir¢ok agrili hastalikta onemli bir rahatlama saglasa da,
bitkisel ilaglar, bazi vakalarda geleneksel ilaglara gore daha az yan etki gdsterebilmesi
nedeniyle tercih edilebilmekte ve pek ¢ok hasta tamamlayici ve alternatif tip ile
desteklenmektedir. Ayrica, agr1 tedavisinde kullanilan botanikler, bir hastanin yasam
kalitesini 1iyilestirmeye katkida bulunabilmekte ve geleneksel agri ydnetimini

etkileyerek gelistirebilmektedir (Arome ve dig., 2018; Zareba, 2009).

Son yillarda tibbi arastirmalarda muazzam bir ilerleme kaydedilmis olsa da agr1 ve
iltihaplanma gibi bir¢cok ciddi hastaligin tedavisi hala sorunludur. Su anda kullanilan
anti-inflamatuar ve analjezik ilaglar bazi1 ciddi yan etkilere sebep olmaktadir. Bu
nedenle, daha az yan etki ile gilicli analjezik ve anti-inflamatuar ilaglarin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Sen ve dig., 2010). Dogal antioksidan
bilesiklerin baslica kaynagini olusturan tibbi bitkilerin tedavideki Onemleri giderek
artmakta ve icerdikleri biyoaktif fenolik maddelerin de analjezik ve anti-inflamatuvar

szellikler gosterdigi bilinmektedir (Gupta ve dig., 2012).

2.4.Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bir aromatik halkaya bagli fonksiyonel tiirevleri de dahil olmak
iizere bir veya birden fazla hidroksil grubu igeren maddelerdir. Fenolikler en aktif dogal
antioksidanlardan olup, antioksidan etkilerini serbest radikalleri baglama, metallerle
selat olusturmalar1 ve lipoksijenaz enzimini inhibe etmeleri ile gergeklestirmektedirler
(Dimitrios ve dig., 2006; Giilesci ve Aygiil, 2016; Nichenametla ve dig., 2006).
Tahillar, sebzeler, meyveler, baklagiller, findik, sarap, bira, cay, kakao ve elma sarabi
gibi bitkilerde bulunuyor olmasi dogada son derece yaygin oldugunun ispatidir. Son

zamanlarda bazi fenolikler ve bunlarin antioksidan ve serbest radikal siipiirme



yetenekleri nedeniyle insan saglig1 iizerindeki potansiyel etkileri ile iligkili olarak gida
fenoliklerine olan ilgi de biiylik olglide artmustir (Proestos ve dig., 2008). Fenolik
bilesiklerin antikanserojenik, antiviral, anti-inflamatuar, antibakteriyal ve vazodilator
aktivite gibi tibbi etkiler gosterdikleri rapor edilmistir (Breinholt, 1999; Duthie ve dig.,
2000; Mattila ve Hellstrom, 2007; Shahidi ve Naczk, 1995).

2.4.1. Fenolik asit

Fenolik asitler; hidroksisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak tizere iki
grupta incelenmektedir (Yakup, 2008). Hidroksisinnamik asit tiirevlerine p-kumarik,
kafeik, ve ferulik asit 6rnek olarak verilebilirken hidroksibenzoik asitlere salisilik asit,
p-hidroksibenzoik asit ve protokatesik asit verilebilir (Kolag, 2017). Fenolik asitler
antioksidan aktiviteleri nedeniyle antik caglardan beri gida endiistrisinde koruyucu
olarak yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica HIV, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser gibi yasami tehdit eden hastaliklarin riskini azaltarak, anti-aging
gibi 6nemli biyolojik aktivitelere de sahiptirler (Saibabu ve dig., 2015). Ayrica fenolik
asitleri igeren bazi bitkilerin ve bazi polifenol ve fenolik asitlerin analjezik etki
gosterdigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Yao ve dig., 2016, Boussouf ve dig.,
2017).

2.4.1.1. Protokatesik asit

_OH

Sekil 1. Protokatesik Asitin Kimyasal Formiilii (Kolag, 2017)
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Hidroksibenzoik asit olan protokatesik asitin (3,4-dihidroksibenzoik asit) son
donemlerdeki caligsmalarda artan bir ilgiye sahip oldugu goriilmektedir (Semaming ve
dig., 2015). Bunun nedeni, ilk olarak hayvanlar ve insanlar tarafindan emilen
antosiyaninler ve prosiyanidinler gibi kompleks polifenollerin ana metabolitlerinden biri
olmasi, ikinci olarak da, protokatesik asit’in farkli molekiiler hedefler lizerinde hareket
ederek c¢esitli biyolojik etkiler gosterebiliyor olmasidir (Masella ve dig., 2012).
Ozellikle Olea europaea (zeytin), Oryza sativa (kahverengi piring), Allium cepa
(sogan), Vitis vinifera (beyaz tiziim), Akai iiziimii, Melissa officinalis (melissa) |,
Rosmarinus officinalis (biberiye) , Cinnamomum aromaticum (tar¢in) ve Geleneksel
Cin Tibbinda kullanilan bitkiler Hibiscus sabdariffa (roselle), Salvia miltiorrhiza,
Alpinia oxyphylla ve Boswellia dalzielii i¢cinde yiiksek oranda bulunan protokatesik asit
lizerine ¢esitli arastirmalar yapilmistir (Kolag, 2017; Krzysztoforska ve dig., 2017).
Hem in vitro hem de in vivo galismalarin raporlar1 protokatesik asitin ¢ok yonlii
biyolojik aktivitesinin oldugunu gostermektedir (Krzysztoforska ve dig., 2017). Yapilan
calismalar protokatesik asitin normal hiicreler {izerinde zararh etkilere yol agmadan,
antibakteriyal, antioksidan, antidiyabetik, antikanser, antiiilser, antiaging, antifibrotik,
antiviral, hiperlipidemik, kardiyak, hepatoprotektif, nefroprotektif, antitiimoral, anti-
inflamatuar, analjezik aktivite ve antiseptik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir
(Kakkar ve Bais, 2014; Lin ve dig., 2009; Lende ve dig., 2011; Liu ve Wang, 2002;
Masella ve dig., 2012; Wei ve dig., 2013). Ayrica, protokatesik asit dolasimda 6nemli
Olciide uzun ve yiiksek konsantrasyonlarda bulunmakta ve kolayca kan beyin bariyerini
gecebilmektedir. Deneysel calismalar, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 da dahil
olmak {izere norodejeneratif siireclerin dnlenmesinde protokatesik asitin roliinii gii¢lii
bir sekilde desteklemektedir. Bilissel ve davranigsal bozuklugun altinda yatan siiregler
tizerindeki olumlu etkileri ve hem in vitro hem de in vivo galigmalarda gosterilen umut
verici Ozellikleri ile protokatesik asit ndrodejeneratif hastaliklarda koruyucu, etkili ve
giivenli terapotik aday olmaya devam etmektedir (Krzysztoforska ve dig., 2017).
Yapilan farkli bir calismada protokatesik asit, diyabetik farelerde de antikoagiilan, anti-
inflamatuar ve antioksidatif etkiler gostermistir. Protokatesik asitin kalp ve bobrekteki
interlokin ve timor nekroz faktdrii-a diizeylerini de diislirdiigii bildirilmistir. Bu
nedenle, protokatesik asitin, diyabetik komplikasyonlarin tedavisinde de trigliserit
diistirticii, antikoagiilator, antioksidatif ve anti-inflamatuar etkiler yoluyla son derece

yararli olabilecegi diisliniilmektedir (Lin ve dig., 2009). Protokatesik asit alimi yash
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farelerin beyninde ileri glikasyon son iriinii, prostaglandin E, inflamatuar sitokinler ve
reaktif oksijen tiirlerinin Seviyelerini azaltarak glisatif ve inflamatuar streslere karsi
beyni korumaktadir. Bu nedenle, protokatesik asitten zengin gidalarin takviyesinin,

yaslanmanin dnlenmesi veya hafifletilmesi i¢in faydali olabilecegi belirtilmektedir (Tsali
ve Yin, 2012).

Tim bu calismalarin yaninda protokatesik asitin analjezik aktivitesi ve etki
mekanizmasi ile iligkili yapilan ¢aligmalar kisithdir. Kimyasal ve 1s1 ile indiiklenen fare
agr1 ve inflamasyon modellerinde umut verici anti-inflamatuar ve analjezik etki
gosterdigi rapor edilmistir (Lende, 2011). Protokatesik asitin fareclerde sicak-plaka
(supraspinal yanit) ve kuyruk-daldirma (spinal refleks) testlerinde antinosiseptif etkisi
arastirilmis ve 300 mg/kg (p.o.) protokatesik asitin analjezik etki gosterdigi ve etkisinin
spinal seviyede kolinerjik ve 6zellikle opioiderjik sistem tarafindan, hem spinal hem
supraspinal seviyede noradrenerjik sistem tarafindan modiile edildigi rapor edilmistir
(Bektas 2017). Bir baska calismada ise farclerde asetik asitle-indiiklenen kivranma
testinde 300 mg/kg (p.o.) protokatesik asitin analjezik etkisinde NO-sGMP-ATP'ye
duyarli K* kanali yolagmin katilimi arastirilmis fakat analjezik etki yalnizca NO ile

iliskilendirilmistir (Bektas ve dig., 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Protokatesik asit (Sigma, St. Louis, MO, USA), AM630 (Cayman, Michigan,
A.B.D.), AM251 (Cayman, Michigan, A.B.D.), WIN 55,212-2 (Cayman, Michigan,
A.B.D.), dipiron (Sigma, St. Louis, MO, USA).

3.2. Kullanilan Cihazlar

Ultrasonik Su Banyosu (Heto, Allerod, Danimarka), Dijital Firin Termometresi
(TFA, LT-101, Reicholzheim, Almanya), Activity cage cihaz1 (Ugo Basile, Model No:
47420), Hassas Terazi (Ohaus, E12140, Isvicre)

3.3. Deney Hayvanlan

Deneylerde yetiskin CD-1 erkek fareler kullanildi. 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
dongiisiine ayarlanmis 22 + 1 °C sicaklhigindaki iyi havalandirilan odalarda barindirilan
hayvanlara beslenmeleri amaciyla standart yem pelletleri ve ¢esme suyu verildi.
Deneysel siire¢ Helsinki Deklarasyonunun etik prensiplerine uygun olarak hazirlandi ve
Anadolu Universitesi Yerel Etik Komitesi tarafindan Etik Kurul Onay1 alind1 (Karar
No: 2018-05).

3.4. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Ayr1 ayr1 olusturulan gruplara; 1. Kontrol grubu i¢in esit hacim ¢oziicti (%50 PEG :
%8 DMSO) uygulamasi, 2. 75 mg/kg protokatesik asit uygulamasi, 3. 150 mg/kg
protokatesik asit uygulamasi, 4. 300 mg/kg protokatesik asit uygulamasi, 5. 300 mg/kg
protokatesik asit uygulamasimdan 30 dakika 6nce CB1 antagonisti olan 8 mg/kg AM251
on-uygulamasi, 6. 300 mg/kg protokatesik asit uygulamasindan 30 dakika once CB2
antagonisti olan 8§ mg/kg AM630 6n-uygulamasi, 7. Pozitif kontrol non-spesifik CB
agonisti 5 mg/kg WIN 55,212-2 uygulamasi, 8. Coziiciiden 30 dk dnce 8 mg/kg AM251
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on-uygulamasi, 9. Coziiciiden 30 dakika once 8 mg/kg AM630 6n-uygulamasi, 10. WIN
55,212-2 uygulamasindan 30 dk once 8 mg/kg AM251 On-uygulamasi, 11. WIN
55,212-2 uygulamasindan 30 dakika once 8 mg/kg AM630 6n-uygulamasi, 12. referans
ilag 300 mg/kg dipiron uygulamasi yapildi. Ayrica 13. 150 mg/kg protokatesik asit ile
2,5 mg/kg WIN 55,212-2 kombine uygulamasi yapilan bir grup aradaki olas1 etkilesim
degerlendirmek i¢in olusturuldu. Motor aktivitenin degerlendirilmesi igin ise 2 ayr1 grup
olusturuldu (14. ve 15. grup) ve bir gruba ¢oziicii uygulamasi yapilirken diger bir gruba
300 mg/kg protokatesik asit uygulamasi yapilarak aktivite kafesi deneyi uygulandi.
Kullanilan agonist ve antagonist dozlar1 benzer ¢aligmalarin sunuldugu literatiirlerden
hareketle segilmistir (Kehl ve ark., 2003; Godin ve dig. 2015; Pinho-Ribeiro ve dig.,
2016). Tim madde uygulamalar1 intraperitoneal (i.p.) yolla yapildi. Agr1 esikleri tiim
gruplarda, antagonist madde uygulamasindan 6nce ve protokatesik asit, dipiron ve WIN
55,212-2 uygulamasindan sonra 30. dakikada, kuyruk-daldirma testi ile belirlendikten

sonra asetik asitle-indiiklenen kivranma testi uygulandi.

3.5.Deneysel yontemler

3.5.1. Kuyruk-daldirma testi

Analjezi ¢alismalarinda sik kullanilan termal uyarana karst agr1 esiginin
degerlendirildigi bir metottur. Hayvanin kuyrugunun ucundan itibaren 3 cm.’lik kismi1
bir beher igerisinde bulunan 52.54+0.2°C sicakligindaki suya daldirildi. Kronometre ile
yapilan Ol¢iimler hayvanin kuyrugunun suyun i¢ine daldirildigi andan, suyun disina
dogru hizlica gekmesine kadar gecen siireyi kapsamaktadir (Schmauss ve Yaksh, 1984).
Reaksiyon siiresi izlenerek hayvanin nosiseptif esigi belirlendi.  Hayvanlarin
kuyruklarinin sicaktan zarar gérmesini engellemek i¢in deneyin bitirilme stiresi 15 sn.

olarak belirlendi.

3.5.2. Asetik asitle-indiiklenen kivranma testi

Kimyasal analjezi 6l¢lim yontemidir. Hayvanlarda giiclii viseral agr1 olusturabilmek

icin asetik asit soliisyonu kullanilmaktadir. Hayvanlarda, asetik asitin i.p. olarak
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uygulanmasindan sonra karin kaslarinda kasilma ile baslayip daha sonra arka ayaklarin
geriye dogru gerilmesi ve karnin yere siirtiinmesi ile karakterize bir kivranma durumu
olusmaktadir. Son madde enjeksiyonundan 40 dk sonra, %0,6’lik asetik asit soliisyonu
hayvanlara i.p. yolla verildi. 5 dk.’lik bekleme siiresinin sonunda, her hayvanda
bahsedilen kivranma hareketleri 20 dk boyunca gozlendi (de Oliveira ve dig., 2016).

3.5.3. Aktivite Kafesi

Spontan lokomotor aktiviteyi degerlendirmek icin, pleksiglas, kafes seklinde olan
aktivite kafesi isimli cihazi kullanildi. Cihazm karsilikli iki dikey kenarinda bulunan
pargalar kizil Gtesi (Infrared, IR) 1smlar1 tiretmektedir. Hayvanlarin yatay ve dikey
yonlerdeki hareketleri bu 1sinlar1 kesintiye ugratmakta ve bu sekilde fotosel yardimiyla
kaydedilmektedir (Marazioti vd., 2009). Coéziici ve 300 mg/kg protokatesik asit
uygulanan hayvanlar enjeksiyondan 30 dk. sonra aktivite kafesine almarak 15 dk.

stireyle kayit alindu.

3.6. Veri Analizi

Kuyruk-daldrma ve kivranma testinden elde edilen verilerin istatiksel
degerlendirmesi Graphpad Prism ver. 5.0 paket program ile tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve ardindan Tukey HSD coklu karsilastirma testi yapildi. Aktivite testinden
elde edilen veriler ise student-t testi ile degerlendirildi. Analiz sonuglari ortalama =+

standart hata (S.H.) olarak ifade edildi ve istatistiksel anlamlilik diizeyi baslangici
olarak P<0.05 kabul edildi.

Kuyruk-daldirma testinden elde edilen siirelerden hareketle maksimum olasi etkinin
yiizdesi (%MPE) asagidaki formiilden hareketle hesaplandi (Coelho ve dig., 2005):

%MPE = (ilag sonrasi dlgiilen siire - ilag 6ncesi dlgiilen siire) / (deneyi kesme siiresi-

ilag Oncesi dlgiilen siire) x 100
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Kuyruk-Daldirma Testi

25- ok
20- *kk okk T
- . T
Id_'l 154 * T
=
S| I
T
0-1= : C T / T
'60\ & & & & S W&
¢ & &S i\@’g

Sekil 2. 75, 150 ve 300 mg/kg ,i.p., protokatesik asitin Kuyruk-daldirma testinde gozlenen analjezik etkisi.
PKA: Protokatesik asit, WIN: 55,212-2 (5 mg/kg,i.p.). P<0.05, "“P<0.001; Kontrol grubuna
gore anlamli farklilik, ortalama =+ standart hata degerleri kullanilarak tek-yonlii ANOVA ve

ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi uygulandi.

Sekil 2°de 75, 150 ve 300 mg/kg, i.p., protokatesik asitin kuyruk-daldirma
testindeki analjezik etkisi goriilmektedir. Kontrol grubuna gore %MPE degerinin
anlamli olarak yiliksek ¢ikmasi analjezik etki ile iliskilendirildi. 75 mg/kg protokatesik
asit kuyruk ¢ekme siirelerinden hareketle hesaplanan %MPE degerini géreceli olarak
yiikseltirken, 150 ve 300 mg/kg protokatesik asit, 300 mg/kg dipiron ve 5 mg/kg WIN
55,212-2 kontrol grubuna goére anlamli olarak (swrasiyla; P<0.05, P<0.001, P<0.05,
P<0.001) yiikseltti. 150 mg/kg protokatesik asit ile 2,5 mg/kg WIN 55,212-2’in
kombine uygulamasinimn yapildigi grupta %MPE degerinin kontrol grubuna gére anlaml
(P<0.001) olarak yiikseldigi gozlendi.
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Sekil 3. 300 mg/kg ,i.p., protokatesik asitin kuyruk-daldirma testinde gozilenen analjezik etkisine CBI
reseptor stimiilasyonunun kattlimi. PKA: Protokatesik asit, WIN: WIN 55,212-2 (5 mg/kg, i.p.).
*P<0.05, ***P<0.001; Kontrol grubuna gére anlamh farklilik. ***P<0.001; 300PKA’ya gére
anlaml farkhilik. #*%P<0.001; WIN’a gore anlamlilik. Ortalama + standart hata degerleri

kullamilarak tek-yonlii ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulandi.

Sekil 3’de CBI reseptor antagonisti AM-251 (8 mg/kg, i.p.) on-uygulamasinin
300 mg/kg protokatesik asitin kuyruk-daldirma testinde gozlenen analjezik etkisini ne
sekilde degistirdigi goriilmektedir. Kontrol grubuna gére %MPE degerinin anlamli
olarak yiiksek c¢ikmasi analjezik etki ile iligkilendirildi. %MPE’nin 300 mg/kg
protokatesik asit uygulanan hayvanlarda kontrol grubuna gére anlamli (P<0.001) olarak
yiikseldigi gézlendi. Protokatesik asit oncesi AM-251 6n-uygulamasi, protokatesik asit
ile yiikselmis olan %MPE degerini anlamli (P<0.001) olarak azaltmasina ragmen bu
grupta analjezik etkinin anlamli (P<0.05) olarak devam ettigi gozlendi. Benzer sekilde 5
mg/kg WIN 55,212-2 uygulamasi ile gézlenen anlamli (P<0.001) yiikselis AM-251 6n-

uygulamasi ile anlamli (P<0.001) olarak 6nlendi.
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Sekil 4. 300 mg/kg, ip., protokatesik asitin kuyruk-daldirma testinde gozlenen analjezik etkisine CB2
reseptor stimiilasyonunun kattlimi. PKA: Protokatesik asit, WIN: WIN 55,212-2 (5 mg/kg, i.p.).
*P<0.05, ***P<0.001; Kontrol grubuna gére anlamli farklilik. **P<0.01; 300PKA’ya gére
anlaml farkhiik.. %%P<0.01; WIN’a gore anlamhhk. Ortalama + standart hata degerleri

kullanilarak tek-yonlii ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulandi.

Sekil 4’de CB2 reseptor antagonisti olan AM-630 (8 mg/kg, i.p.) 6n-uygulamasinin
300 mg/kg protokatesik asitin kuyruk-daldirma testinde gbzlenen analjezik etkisini ne
sekilde degistirdigi goriilmektedir. Kontrol grubuna gore %MPE degerinin anlamli
olarak yiiksek ¢ikmasi analjezik etki ile iliskilendirildi. %MPE’nin 300 mg/kg
protokatesik asit uygulanan hayvanlarda kontrol grubuna goére anlamli (P<0.001) olarak
yiikseldigi gozlendi. Protokatesik asit oncesi AM-630 6n-uygulamasi, protokatesik asit
ile ylikselmis olan %MPE degerini anlamli (P<0.01) olarak azaltmasma ragmen bu
grupta analjezik etkinin anlamli (P<0.05) olarak devam ettigi gozlendi. Benzer sekilde
5 mg/kg WIN 55,212-2 uygulamas: ile gézlenen anlamli (P<0.001) yiikselis AM-630

on-uygulamasi ile anlamli (P<0.01) olarak 6nlendi.
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4.2. Asetik Asitle-Indiiklenen Kivranma Testi
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Sekil 5. 75, 150 ve 300 mg/kg, i.p., protokatesik asitin asetik asitle-indiiklenen kivranma testinde
gozlenen analjezik etkisi. PKA: Protokatesik asit, WIN: 55,212-2 (5 mg/kg,i.p.), “P<0.05,
"P<0.01, ""P<0.001; Kontrol grubuna gére anlamly farkiik, Tek-yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uyguland.

Sekil 5°de 75, 150 ve 300 mg/kg protokatesik asitin asetik asitle-indiiklenen
kivranma testindeKi analjezik etkisi goriilmektedir. Kontrol grubuna gore kivranma
sayisinin anlaml olarak diisiik ¢ikmasi analjezik etki ile iligkilendirildi. 75, 150, 300
mg/kg protokatesik asit, 300 mg/kg dipiron ve 5 mg/kg WIN 55,212-2 uygulamasi
Kivranma sayisimi kontrol grubuna gore anlamli (sirastyla; P<0.05, P<0.01, P<0.001,
P<0.001, P<0.001, P<0.001) olarak azaltti. 150 mg/kg protokatesik asit ile 2,5 mg/kg
WIN 55,212-2’1n kombine uygulamasmin yapildig1 grupta kivranma sayisiin kontrol

grubuna gore anlamli (P<0.001) olarak azaldigi gézlendi.
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Sekil 6. 300 mg/kg, i.p., protokatesik asitin asetik asitle-indiiklenen kivranma testinde gozlenen analjezik
etkisine CBI reseptor stimiilasyonunun katulimi. PKA: Protokatesik asit, WIN: WIN 55,212-2 (5
mg/kg, i.p.). ***P<0.001; Kontrol grubuna gére anlamlh farklilik. *P<0.05; 300PKA’ya gore
anlaml farkhilik. #*%P<0.001; WIN’a gore anlamlilik. Ortalama + standart hata degerleri

kullanilarak tek-yonlii ANOVA ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulandi.

Sekil 6’da CB1 reseptor antagonisti olan AM-251 (8 mg/kg, i.p.) On-
uygulamasinin 300 mg/kg protokatesik asitin asetik asitle-indiiklenen kivranma testinde
gozlenen periferik analjezik etkisini ne sekilde degistirdigi goriilmektedir. Kontrol
grubuna gore kivranma sayisinin anlamli olarak diisiik ¢ikmasi analjezik etki ile
iliskilendirildi. 300 mg/kg protokatesik asit uygulanan hayvanlarda kivranma sayisinin
anlamli (P<0.001) olarak distiigii goriildi. Protokatesik asit Ooncesi AM-251 on-
uygulamasi protokatesik asit ile azalmig olan kivranma sayisin1 anlamli (P<0.05) olarak
yiikselterek, protokatesik asit etkisini onledi. Benzer sekilde 5 mg/kg WIN 55,212-2
uygulamasi ile kivranma sayisinda gézlenen anlamli (P<0.001) azalma AM-251 6n-

uygulamasi ile anlamli (P<0.001) olarak 6nlendi.

20



40+

T -
%30-
© ki &
£ 20+ *edk - o
& T T
S
2 10- *kdk
0 1 1 1 N
> (> y & ©
L& EFTSS
AR S
SR
v ks

Sekil 7. 300 mg/kg, i.p., protokatesik asitin asetik asitle-indiikienen kivranma testinde gozlenen analjezik
etkisine CB2 reseptor stimiilasyonunun katulimi. PKA: Protokatesik asit, WIN: WIN 55,212-2 (5
mg/kg, i.p.). ***P<0.001; Kontrol grubuna gore anlamli farkhilik. *P<0.05; WIN’a gire
anlamhilik. Ortalama + standart hata degerleri kullanilarak tek-yonlii ANOVA ve ardindan Tukey
HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulandi.

Sekil 7°de CB2 reseptor antagonisti AM630 (8 mg/kg, i.p.) 6n-uygulamasimnin 300
mg/kg protokatesik asitin asetik asitle-indiiklenen kivranma testinde gézlenen periferik
analjezik etkisini ne sekilde degistirdigi goriilmektedir. Kontrol grubuna gore kivranma
sayisinin anlamli olarak diisiik ¢ikmasi analjezik etki ile iliskilendirildi. 300 mg/kg
protokatesik asit uygulanan hayvanlarda kivranma sayismimn anlaml olarak (P<0.001)
diistiigli goriildi. Protokatesik asit dncesi AM-630 6n-uygulamasinin protokatesik asit
ile azalmig olan kivranma sayisinm etkilemedigi goriiliirken, kivranma sayisinda kontrol
grubuna gore anlamli (P<0.001) azalmanin devam ettigi gozlendi. Benzer sekilde 5
mg/kg WIN 55,212-2 uygulamasi ile kivranma sayisinda gézlenen anlamli (P<<0.001)
azalma AM-630 oOn-uygulamasi ile anlamli (P<0.05) olarak onlenirken, kivranma

sayisinda kontrol grubuna gore anlamli (P<0.001) azalmanin devam ettigi gozlendi.
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4.3. Aktivite Kafesi
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Sekil 8. 300 mg/kgi.p., protokatesik asitin aktivite kafesi testinde yatay (A) ve dikey (B) hareketler
tizerine etkisi. PKA: Protokatesik asit. Ortalama =+ standart hata degerleri kullanilarak Student-t

testi uygulandi.

Sekil 8’de 300 mg/kg protokatesik asitin aktivite kafesi ile dlgiilen yatay (A) ve
dikey (B) hareketleri iizerinden harcketle belirlenen lokomotor aktivite tizerine etKisi
goriilmektedir. Sekilden de anlasilacagi lizere analjezik etkinin gézlendigi 300 mg/kg

dozda protokatesik asit yatay ve dikey hareketlerde degisiklik yapmamustir.

Bu tez calismasinda protokatesik asitin analjezik etkisine kannabinoiderjik CBI
ve CB2 reseptor katilimmim rolii aydinlatilmistir. Analjezik aktiviteyi degerlendirmek
icin kullanilan birgok test yontemi bulunmakta ve yOntemlerin her biri farkl
mekanizmalarin yer aldig1 agr1 davranisini degerlendirebilmektedir. Bir test yontemi ile
etkisi ortaya koyulan bilesigin diger yontemlerle de etkisinin olup olmadiginin
arastirilmasi ve etkide rol oynayan mekanizmalarin aydinlatilmasi: farmakolojik etki
profilini belirleyebilmek i¢in gereklidir (Shin ve dig., 2004). Bu tez calismasinda
analjezik etkiyi degerlendirmek i¢in kuyruk-daldirma ve asetik asitle-indiiklenen
kivranma testi olarak 2 farkhi yontem kullanilmistir. Kuyruk-daldirma testinde,
hayvanin kuyrugunun sabit 1sida tutulan sicak su banyosuna batirilmasiyla kuyrugunu
veya tiim bedenini ¢ekmesi arasindaki reaksiyon siiresi izlenerek bu siire iizerinden akut
termal uyar1 ile baslatilan nosisepsiyonun duyarliligi 6l¢iilmektedir (Xie, 2011; Uludag,

2017). Bu test list merkezlerce yonetilen agri ile iligkili fonksiyonlar1 degil, nosiseptif
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uyar1 ile omurga refleksinin aktivitesini 6lgmektedir (Xie, 2011). Soyle Ki; kuyruk-
daldirma cevabi basit bir spinal reflekstir ve spinal kord transeksiyonundan sonra ortaya
¢ikmaktadir (Flores ve dig., 2004). Kullanilmis olan diger yontem farelerde akut viseral
agr1 icin kullanilan en eski yontemlerden biri olan seyreltik asetik asitin i.p. enjeksiyonu
ile indiiklenen kivranma modelidir (Bennett, 2001). Asetik asit farelerde abdominal
kasilmalar, govdenin biikiilmesi ve dondiiriilmesi, arka bacaklarin uzatilmasi, motor
koordinasyon bozuklugu ve motor aktivitede azalma ile karakterize edilen ¢ok
kaliplagmis bir davranisi kiskirtmaktadir (Bars ve dig., 2001). Periferal orjinli agriy1
indiiklemek i¢in kullanilan bu yontem zay1f analjeziklerin iirettigi etkiler i¢in kanit elde
edilmesine izin verme avantajma sahiptir. Ote yandan, non-spesifik bir yontemdir ve
sadece major ve minor analjezikler degil adrenerjik blokerler, antihistaminikler, kas
gevseticiler, monoamin oksidaz inhibitorleri ve noroleptikler de dahil olmak {izere
bagka ajanlar da bu yontemde etkili ¢ikmaktadir (http-1, 2011; Bars ve dig., 2001).
Fakat diger modellerde inaktif olan dozlarda antinosiseptif potansiyelini saptayacak
kadar hassas olmasindan dolayi, periferal antinosiseptif aktiviteyi degerlendirmek icin
olduk¢a sik kullanilan bir metottur (Mehrotra ve dig., 2011). Bu tez g¢alismasinda
fenolik bir madde olan protokatesik asitin kuyruk-daldirma testinde 75, 150 ve 300
mg/kg dozlarda, farelerin termal uyarana kars1 esigini doza bagh olarak arttirdig: hatta
300 mg/kg uygulanan dozda 300 mg/kg dipiron ve CB agonisti 5 mg/kg WIN 55,212-2
kadar anlamli bir analjezik etki sergiledigi belirlenmistir. Asetik asitle-indiiklenen
kivranma davranisini1 ise 75, 150 ve 300 mg/kg dozlarda uygulandiginda anlaml
derecede azaltarak periferal analjezik etkinlik gosterdigi belirlenmistir. 300 mg/kg
dozda gostermis oldugu analjezik etki 300 mg/kg dipiron ve CB agonisti 5 mg/kg WIN
55,212-2 uygulamasindan elde edilen analjezik etkiye ¢ok yakin bulunmustur. Bu
calismadan elde edilen analjezik etki verileri kisitli sayida bulunan diger bazi ¢aligmalar
ile ortiismektedir. Daha Once protokatesik asitin analjezik etkisi, yapilan bir ¢calisma ile
degerlendirilmis santral analjezik etkinligi sicak-plaka ve kuyruk-daldirma testleri ile
gosterilmistir (Bektas ve dig., 2015). Yapilan baska bir ¢alismada ise asetik asitle-
indiiklenen kivranma hareketlerini dnemli dl¢lide diislirdiigii gozlenirken yine sicak-
plaka testinden anlamli sonuglar almmustir (Lende ve dig., 2013). Ozetle protokatesik
asit hem periferal mekanizmalar hem de spinal refleksler iizerinden analjezik etki
sergilemektedir. Bu tez calismasinda deneysel calismalarda etkili bir analjezik oldugu

gosterilen CB agonisti WIN 55,212-2 pozitif kontrol olarak kullanilmig (Manning ve
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dig., 2001) ayrica yar1 dozu etkili bulununan protokatesik asit yar1 dozu ile kombine
edilmis (150 mg/kg protokatesik asit+2,5 mg/kg WIN 55,212-2), ve bu kombinasyonun
saglamig oldugu analjezik etki tek basma 300 mg/kg protokatesik asit ve 5 mg/kg WIN
55,212-2 analjezik etkisi ile benzer hatta daha yiiksek bulunmustur. Kannabinoiderjik
sistem agr1 modiilasyonu haricinde bir ¢ok fizyolojik siirece dahil oldugundan belli bir
amagla kullanilirken beraberinde; bulanti, kusma, istah degisiklikleri, hipertansiyon/
hipotansiyon, tagikardi, bradikardi, solunum depresyonu, konfiizyon, psikomotor
ajitasyon, sommolans, sedasyon gibi bir ¢cok yan etkiyi getirebilmektedir (Ibilioglu ve
dig., 2017). Bu durum CB agonist kullanimii kisitlamaktadir. Dolayisiyla ¢alismalar en
az yan etkiye sahip endikasyona spesifik ilaclar kesfetme yOniindedir. Protokatesik
asitin tek basina etkili oldugu gibi direkt kannabinoiderjik sistem hedefli WIN 55,212-2
analjezisini de gii¢lendiriyor olmasi, kombine tedavinin daha az yan etkiyle
kannabinoiderjik sistem hedefli analjezik etkiyi saglayabilme agisindan avantaj
saglayabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayrica, aktivite kafesinden elde edilen veriler
degerlendirildiginde analjezik etkisi en yiiksek bulunan ve etki mekanizmasmnimn
arastirilmasi i¢in kullanilan doz olan 300 mg/kg dozda protokatesik asitin lokomotor
aktivite {izerinde herhangi bir degisiklik yapmadig1 belirlenmistir. Ozellikle santral
sistem aracilig1 ile etkili olan bilesiklerin lokomotor aktiviteden bagimsiz bir sekilde
etkinliklerini gostermeleri istenmektedir. Bu baglamda protokatesik asitin tespit edilen
analjezik etkisinin lokomotor aktivite ile iliskili olmadigini ve ayrica analjezik etkinin
gozlendigi dozlarda yan etki olarak da lokomotor aktiviteyi azaltmadigi veya

arttirmadigi sdylenebilir.

Farmakolojik etkisi saptanan bilesiklerin sahip olduklar1 etkileri gosterirken hangi
mekanizmalar ile etkilestiginin bilinmesi, ilag aday1 bilesigin etki profilinin belirlenmesi
ve ilaclar i¢in dogru endikasyonun secilebilmesi acgisindan 6nem arz etmektedir. Agr1
perifeden santrale ¢ok fazla modiilator sistemin yer aldigi kompleks bir siire¢ ile
yonetilmektedir. Protokatesik asitin analjezik etkisine aracilik eden mekanizmalarla
ilgili caligmalar smirli sayidadir. Protokatesik asitin farelerde sicak-plaka (supraspinal
yanit) ve kuyruk-daldirma (spinal refleks) testlerinde antinosiseptif etkisi arastirilmis ve
300 mg/kg (p.o.) protokatesik asitin analjezik etkisinin spinal seviyede kolinerjik ve
ozellikle opioiderjik sistem tarafindan, hem spinal hem supraspinal seviyede

noradrenerjik sistem tarafindan modiile edildigi rapor edilmistir (Bektas 2017). Bir
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bagka calismada farelerde asetik asitle-indiiklenen kivranma testinde 300 mg/kg (p.o.)
protokatesik asitin analjezik etkisinde NO-sGMP-ATP'ye duyarli K kanali yolaginm
katilim1 aragtirilmig fakat analjezik etki yalnizca NO ile iliskilendirilmistir (Bektas ve
dig., 2017). Ayrica protokatesik asitin inflamatuar agr ile iliskilendirilebilecek sekilde
INOS ve COX-2'yi baskilayarak TNF-a, IL-1p ve prostaglandin E, seviyelerini
azaltarak, farelerde karragen kaynakli inflamasyonu inhibe ettigi gosterilmistir
(Semaming ve dig., 2015). Bu bilgilere ragmen protokatesik asit anajezisinde rol
oynadig1 gosterilen s6z konusu bu mekanizmalar tek basina protokatesik asit etkinligini

tam olarak ag¢iklayamamaktadir.

Endokannabinoiderjik sistem perfierde ve santralde bulunan kannabinoidejik CB1
ve CB2 reseptorleri lizerinden birgok fizyolojik olaya aracilik eden bir sistemdir. Dogal
veya sentetik kannabinoid reseptdr agonistlerinin uygulanmasi, agri1 (6zellikle ndropatik
kokenli agriya karsi), anksiyete, glokom, bulanti, kusma ve kas spazmlar1 hastaliklarini
iceren  bir takim  O6nemli  tibbi  durumlar  i¢in  terapdtik  degeri
gostermektedir. Kannabinoid reseptor agonistlerinin akut ve kronik agr1 modellerinde
periferal ve santral (spinal ve supraspinal) seviyelerde CB1 ve CB2 reseptorlerinin
aktivasyonuyla antinosiseptif ve anti-hiperaljezik etkileri oldugu iyi bilinmektedir
(Guindon ve Hohmann, 2009; Starowicz ve dig., 2013). Ornegin; non-spesifik CB
reseptor agonisti WIN 55,212-2'nin siganlarda paklitakselin uygulanmasi ile indiiklenen
termal hiperaljeziyi ve dokunsal allodiniyi azalttig1 goriilmiistiir (Pascual ve dig., 2005).
Yapilan bagka bir calismada CB agonisti HU210’in etkinligi sicanlarda olusturulan
nosiseptif ve inflamatuar agr1 modellerinde in vivo olarak degerlendirilmistir. Selektif
CB1 antagonisti olan AM281, HU210'un etkilerini hem nosiseptif hem de inflamatuar
hipersensitivite modellerinde tersine g¢evirmistir. Selektif CB2 antagonisti SR144528
ise, HU210’un etkilerini yalnizca inflamatuar hipersensitive modelinde antagonize
etmistir. Ayrica, CB2'nin roliinii daha da ag¢ikliga kavusturmak i¢in, spesifik CB2
agonisti olan GW405833 de kullanilmis ve GW405833 hipersensitiveyi inhibe ederek
anti-inflamatuar aktivite gostermistir. Bu sonuglardan hareketle arastirmacilar CB1
reseptorler nosiseptif agrida rol oynarken, CB1 ve CB2 reseptorlerin inflamatuar
hipersensitivitede rol oynadigini ifade etmislerdir (Clayton ve dig., 2002).
Kannabinoidlerin s6z konusu bu agr1 kesici 6zellikleri merkezi sinir sistemi, spinal

kord/omurilik ve periferik sinir sisteminin katildigi karmasik bir mekanizmanin
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etkilesimi ile diizenlenmektedir. Ornegin bir calismada gastrointestinal sistemde
kannabinoidlerin  viseral agr1 {izerindeki analjezik etkilerine periferik CB1
reseptorlerinin aracilik ettigi  gosterilmistir (Brusberg ve dig., 2009). Baska bir
calismada kemirgenlerde indiiklenen inflamatuar agrida CB2 reseptorlerinin C
liflerindeki aktiviteyi azaltarak, dorsal boynuzdaki noéronal aktiviteyi bastirdigi
gosterilmistir (Nackley ve dig., 2004). Ayrica endojen opioidler, glutamat, serotonin
gibi agr1 modiilasyonunda rolii olan diger sistemlerle de etkilesim i¢inde oldugu

bilinmektedir (Fine ve Rosenfeld, 2013).

Yapilan bu tez ¢aligmasinda protokatesik asitin analjezik etkisine kannabinoiderjik
sistem katilimin1 aragtirmak i¢in CB1 antagonisti AM251 ve CB2 reseptor antagonisti
AMG630 kullanilmistir. Sonuglara bakildiginda kuyruk-daldirma ve kivranma testinde
CB1 antagonisti AM251 On-uygulamasi protokatesik asit ile indiiklenen anlamli
analjeziyi anlamli bir sekilde antagonize ederek Onlemistir. Buradan hareketle CB1
reseptor stimiilasyonunun hem spinal hem de periferal analjeziye katki sagladigi
distinilmistiir. Ayrica kuyruk-daldirma testinde AM251 ile saglanan geri doniisiin
kivranma testinde gézlenen geri doniise gbre daha belirgin olmasi, protokatesik asit
analjezisinde spinal CBI1 aracilikli kannabinoiderjik modiilasyonun daha Onemli
derecede rol aldigmi disiindiirebilir. Fakat kivranma testinde AM251 varhginda
gbzlenen geri doniis her ne kadar kuyruk-daldirma testinde gozlenen geri doniise gore
daha az belirgin olsa da AM251 On-uygulamasi protokatesik asitin anlamli etki
gostermesini Onlemistir. Bu sonug ise CB1 reseptor stimiilasyonunun periferde de etkin
bir sekilde protokatesik asit analjezisinde rol aldigini gostermektedir. Ayrica kuyruk-
daldirma testinde AM251 varliginda protokatesik asit etkisinin tam kaybolmamasi
etkinlige kannabinoiderjik sistemin yanisira baska mekanizmalarin da dahil oldugunu
diistindiirmektedir. WIN 55,212-2 uygulamasi ile elde edilen analjezik etkinin kuyruk-
daldirma ve kivranma testinde AM251 uygulamasi ile geri donerek kaybolmus olmasi
tim ¢aligma sonuglarmin saglikli oldugunun anlagilmasi agisindan Onemlidir. CB2
reseptor antagonisti AM630 On-uygulamasi ile alinan sonuglara bakildiginda kuyruk-
daldirma testinde gozlenen protokatesik asit etkisi devam etmekle birlikte anlamli
olarak antagonize olmustur. Kivranma testinde ise benzer anlamli geri doniis
gozlenememis ve protokatesik asitin anlamli analjezik etkisi tek basina uygunlandigi

zaman goriilen analjezik etkiye benzer sekilde devam etmistir. WIN 55,212-2
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uygulamasi ile elde edilen analjezik etki de kuyruk-daldirma testinde anlamli bir sekilde
Onlenerek kaybolmus fakat kivranma testinde anlamli olarak geri donse de anlaml
analjezik etkisi devam etmistir. Bu noktada kannabinoiderjik CB2 stimiilasyonunun
protokatesik asit analjezisinin spinal organizasyonuna katki sagladig1 fakat periferal
diizeyde etkin rol oynamadig: diistiniilebilir. WIN 55,212-2 uygulamasi ile goézlenen
analjezik etkinin AM630 varliginda tam olarak kaybolmadig1 ve ayrica etkideki geri
doniisiin  kuyruk-daldirma testine gore nispeten daha az olusu da goz Oniinde
bulunduruldugunda; agrida CB1 stimiilasyonunun CB2 stimiilasyonuna goére agirlikli

rolii olabilecegi ve sonuglarin bu fizyolojiden etkilenmis olabilecegi akla gelebilir.

Endokannobinoidlerin ve CB reseptor ligandlarinin sagladigi analjezik etkilerinin
daha c¢ok noronal eksitabilenin supresyonunu saglayan CB1 reseptorler araciligiyla ile
saglandig1 bildirilmektedir (Barrie ve Manolios, 2017). CB1 reseptorlerinin anatomik
dagilim1 hem periferik hem de merkezi (spinal ve suprasipinal) seviyelerde agri1 algisini
modiile etme islevleri ile tutarlidir (Manzanares ve dig., 2006). CB2 reseptor tipine gore
viicutta daha yaygm dagilim goésteren CB1 reseptorlerinin, 6zellikle supraspinal ve
spinal agr1 bdlgelerinde yogunlastig1 ve farkli sistemlerle de etkileserek agr1 kontrolii
sagladig1 ayrica, periferal bolgedeki duyusal terminallerde bulunan CB1 reseptorleri
aracili@iyla da periferal analjezi sagladigi rapor edilmektedir (Barrie ve Manolios, 2017;
Fine ve Rosenfeld, 2013; Russo, 2008). CB2 reseptorleri ise CB1 reseptorlerin aksine
merkezi sinir sisteminden ziyade periferde daha yogun ve noral dokularda yok denecek
kadar az miktarda bulunmakla beraber 6zellikle glia hiicrelerinde, lenfoid dokularda ve
immiin sistem hiicrelerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Fine ve Rosenfeld, 2013;
Manzanares ve dig., 2006; Pascual ve dig., 2018; Russo, 2008). Dolayisiyla CB2
reseptorler lizerinden olan antinosisepsiyonun dolayli yoldan gerceklestigi
diisiiniilmektedir. Ornegin; yapilan bir calismada CB2 eksprese eden hiicrelerden
endorfin salimminin uyarildig1 ve bdylece salinan endorfinin birincil afferent ndronlarin
terminalleri lizerindeki opioid reseptorlerinde etkili olarak dolayli yoldan
antinosisepsiyon saglandigi gosterilmistir (Ibrahim ve dig., 2004). Bununla birlikte son
veriler periferal birincil aferent nosiseptif ndronlar tlizerinde CB2 reseptdrlerinin
ekspresyonunun varligini gostermektedir (Beltramo, 2009; Valenzano ve dig., 2005).
Daha once yapilan caligmalardan anlasilmaktadir ki CBI1 reseptorler ve CB2

reseptorlerin stimiilasyonu antinosiseptif etki saglamakta fakat bu reseptor tiplerinin
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lokalize oldugu hiicreler ve anatomik dagilimlar1 farklilik gostermektedir. Ayrica
periferal CB2 reseptor stimiillasyonu CB1 stimiillasyonu kadar antinosisepsiyon
saglayabilmektedir. Dolayisiyla bu noktada da bu tez ¢alismasmin deneysel
kosullarinda, kullanilan CB2 reseptor antagonisti AMG630’un CB2 reseptor
stimiilasyonu {iizerinden gerceklesen antinosiseptif etkiyi antagonize edebilmek ig¢in
dozunun yetersiz kalmig olabilecegi akla gelebilir. Fakat bu disiincenin
dogrulanabilmesi i¢in degisen antagonist dozlariyla c¢alismanin detaylandirilmasi

gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez cgalismasinda, birgok biyolojik etkisi gosterilen fakat biyolojik etkilerini
gosterirken hangi fizyolojik siiregleri degistirdigi ya da etkiledigi tam olarak
belirlenmemis protokatesik asitin, farelerde gosterilen analjezik etkisine, agri
kontroliinde etkin olarak rol oynayan kannabinoiderjik sistemin katilim1 arastirilmistir.
Protokatesik asitin lokomotor aktiviteyi etkilemeyen dozlarda hem santral hem de
periferal analjezik etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Protokatesik asitin ¢ok diisiik
toksisiteye sahip bir antioksidan oldugu da g6z Oniinde bulunduruldugunda,
protokatesik asit agrinin eslik ettigi rahatsizliklarda tek basina veya yardimci ilag olarak
giivenle kullanilabilecek dogal bir ajan oldugunu soylenebilir. Fakat hangi agri
tiplerinde ne derecede etkin olabilecegini daha detayli aydinlatabilecek olan ¢aligmalara
ihtiyag vardir. Ayrica bu tez c¢alismasiyla, protokatesik asitin analjezik etkisine
kannabinoiderjik sistem modiilasyonunun katki sagladigi belirlenmistir. Soyle ki,
protokatesik asitin analjezik etkisine kannabinoiderjik modiilasyon periferden ziyade
spinal seviyede katki saglamaktadir ve 6zellikle periferde olmak iizere her iki seviyede
CB2 reseptor stimiilasyonundan ziyade CB1 reseptdr stimiilasyonu aracilik ettigi
sOylenebilir. Fakat daha oOnce yapilan c¢alismalarin raporlar, bu ¢ikarimin

dogrulanabilmesi i¢in degisen antagonist dozlari ile ¢alisilmasi ihtiyacini dogurmustur.

Protokatesik asitin etki ve etki mekanizmasmin in vivo ve in vitro ¢alismalarla
desteklenmesi gerekmekle birlikte, tez calismasindan elde edilen veriler yeni tedavi

yaklagimlarina katkida bulunacak preklinik veriler sunmaktadir.
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