SUL.C O L
5 GAZI_U_NIVER_SITESI_ i
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

FARMAKOLOJi (ECZ.) ANABILIMDALLI

ARALIK 2019







iZOKSAZOL TUREVI BIiLESIGiN in-vivo ANALJEZIiK VE
ANTIINFLAMATUVAR AKTIiVITESI UZERINDE
CALISMALAR

Ozgiir ORNEK

YUKSEK LISANS TEZi
FARMAKOLOJI (ECZ.) ANABILIM DALI

GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ARALIK 2019



- e o

N




ETIiK BEYAN

Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak
hazirladigim tez g¢alismasinda;

Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglan bilimse] etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez galismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi ,

Bu tezde sundugum ¢alismanin 6zgiin oldugunu,

Bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarimi beyan ederim.

Ozgiir ORNEK



v

[ZOKSAZOL TUREVI BILESIGIN in-vivo ANALJEZIK VE
ANTIINFLAMATUVAR AKTIVITESI UZERINDE CALISMALAR
(Yiksek Lisans Tezi)

Ozgiir ORNEK

GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Aralik 2019

OZET

Non-Steroidal Antiinflamatuvar Ilaglar (NSAIQ) agr1 ve inflamasyonun oldugu hastaliklarin tedavisinde akut
veya kronik olarak ¢ok sik kullamlan bir ilag grubunu olusturmaktadirlar. NSAli'lerin yaygm kullanimi
ozellikle kronik inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde yan etkilerinin yayginlagarak artmasina yol agmstir. Bu
sebeple yan etkisi daha az ve etkili olabilecek giiglii etkili yeni molekiillerin tedaviye girisi énem arz
etmektedir. Bu caligmada Farmasotik Kimya Anabilim Dali §gretim iiyelerimiz tarafindan sentezlenen
izoksazol tiirevi iki yeni molekiiliin (BRP-187 ve BRP-292 olarak kodlanmislardir) antiinflamatuvar/analjezik
aktivitesi olciilmiis ve midede akut iilserojenik etkisine bakilmistir. Bu ¢alismada kullanilan BALB/c erkek
fareler, BRP-187 ve BRP-292’nin 3 farkli dozu (10, 30 ve 100 mg/kg), referans ibuprofen, ¢oziicii dimetil
stilfoksit (DMSO) ve SF (% 0.9 Serum fizyolojik) n=6 olacak sekilde gruplara ayrilmistir. Antiinflamatuvar
aktivite tayini karragenan ile olusturulan penge 6demi testi ile analjezik aktivite tayini ise p-benzokinon ile
olusturulan kivranma testi ile gergeklestirilmistir. Ayrica BRP-187 ve BRP-292’nin analjezik aktivitesinin test
edildigi fareler madde uygulanmasindan 4 saat sonra eter anestezisi altinda Otenazi yapilarak mideleri
mikroskop altinda incelenmis ve Ibuprofen’e kiyasla mide hasarlari tespit edilmistir. Antiinflamatuvar etkinlik
belirlemede 0, 90, 180, 270, 315 ve 360. dakikalarda kayit alinarak karagenin (24 ul/penge) ile meydana gelen
penge 6demi testi, analjezik etkinlik belirlenmesi maksadiyla p-Benzokinon (2.5 mg/kg, i.p.) ile yapilan
abdominal kivranma testi kullanilmistir. Madde enjeksiyonundan 4 saat sonra Otenazi yapilan farelerin
mideleri mikroskopla gézlenmis ve midede olusan petesi sayilart tespit edilmistir. Pence 6demi testinin 270.
dakikasinda maksimum aktivite gozlenmistir. BRP-187 ve BRP-292’nin en gii¢lii oldugu antiinflamatuvar
dozunun 100 mg/kg oldugu tespit edilmistir. 270. dakikada yiizde inhibisyon BRP-187 i¢in %39.47, BRP-292
icin %52.89, IBU igin %71.05 ve antinosiseptif etki; BRP-187 igin %44.4, BRP-292 icin: %70.4 ve IBU igin
ise %77.8 bulunmustur. Ulserojenik etki ise BRP-187 ve BRP-292 icin 0, IBU i¢in +2 seklinde bulunmustur.
BRP-187 ve BRP-292’nin antiinflamatuvar ve analjezik etkisinin iBU’ya kiyasla daha az oldugu gozlenmis
ancak gastrointestinal yan etkilerinin olmamas1 nedeniyle 6zellikle BRP-292’nin ilag molekiilii olabilecegi
disiiniilmektedir.
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ABSTRACT

Non-Steroidal Antiinflammatory Drugs (NSAIDs) are a group of drugs that are used frequently in acute or
chronic treatment of pain and inflammation. The widespread use of NSAIDs has led to an increase in side
effects, especially in the treatment of chronic inflammatory diseases. For this reason, it is important to introduce
new molecules with powerful effects that may have less side effects is important. In this study,
antiinflammatory / analgesic activity of two new isoxazole derivatives (coded BRP-187 and BRP-292)
synthesized by our faculty members of Pharmaceutical Chemistry Department were measured and acute
ulcerogenic effect in stomach was examined. The BALB/c male mice used in this study divided into groups
(n=6) which are 0.9% Serum physiological, solvent dimethyl sulfoxide (DMSO), 3 different doses of BRP-187
and BRP-292 (10, 30 and 100mg / kg) and reference Ibuprofen. Antiinflammatory activity was determined by
paw edema test with carrageenan and analgesic activity was determined by p-benzoquinone writhing test. In
addition, the mice with the analgesic activity of BRP 187 and BRP 292 were tested for euthanasia under ether
anesthesia 4 hours after substance administration and their stomachs were examined under a microscope and
gastric damage was determined compared to ibuprofen. Paw edema test with carrageenin (24pul / paw) was
recorded at 0, 90, 180, 270, 315 and 360 minutes for antiinflammatory efficacy and p-Benzokinone (2.5mg/kg,
ip) for analgesic efficacy. Abdominal construction test was used. The stomachs of the mice that were
euthanized 4 hours after substance injection were observed under microscope and the number of petechiae in
the stomach was determined. Maximum activity was observed at 270 minutes of paw edema test. BRP-187 and
BRP-292 were found to be the strongest anti-inflammatory doses of 100 mg / kg. Percent inhibition at 270 min
39.47% for BRP-187, 52.89% for BRP-292, 71.05% for IBU and antinociceptive effect; It was found that
44.4% for BRP-187, 70.4% for BRP-292 and 77.8% for IBU. Ulcerogenic effect was found as 0 for BRP-187
and BRP-292 and +2 for IBU. The anti-inflammatory and analgesic effects of BRP-187 and BRP-292 have
been observed to be less than that of IBU, but it is thought that BRP-292 may be a drug molecule in particular
due to the absence of gastrointestinal side effects.
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1. GIRIS

Agr1 gegmisten beri insan sagligi agisindan 6nemli bir klinik sorun olarak algilanmis, diinya
capinda bir saglik sorunu olmasindan otiirii de tedavisi tizerinde uzun yillar galisilmis bir
olgudur. Uluslararas1 Agr1 Calismalar1 Birligi (IASP) agriy1 “viicudun belirli bir bolgesinden
kaynaklanan doku harabiyetine bagli olan ya da olmayan, kisinin ge¢gmisteki deneyimleri ile
ilgili hos olmayan emosyonel bir duyum” seklinde tanimlamustir [1]. Omiir boyunca kazalar,
hastaliklar gibi birden fazla sebepten dolayr olusabilecek agrinin, hasta yoniinden ifade
edilisi yas, cinsiyet, sosyo-kiiltiirel durum gibi birgok faktdrden etkilenmektedir. Bununla
birlikte yapilan bir ¢alismada Tiirkiye’de agr1 prevalansinin %63.7 gibi yiiksek bir degerde
oldugu tespit edilmistir. Yine Istanbul’da yasayan ve yas ortalamasi 35.6 olan 250 kisilik bir
arastirma grubu tizerinde yapilan ¢aligmada viicudun farkli bolgelerindeki agr1  prevalansi

%92.8 bulunmustur [2].

Bireyi fiziksel, psikolojik ve toplumsal agidan etkileyen ve hayat kalitesini ciddi sekilde
etkileyen agrimin tedavisi ve kontrol altina alinmasi bu bakimdan ¢ok Onemlidir. Agri
kontroliinde farmakolojik yontem (analjezikler) tedavide kullanilan baslica ve en etkili
yontemdir [3]. ilag tedavisinde non-steroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAII) ise agr ve
inflamasyon tedavisinde temel teskil etmektedir [4]. Asetilsalisilik asitin (ASA) 1899’da
pazara sunulmasindan 1960’larmn ilk yillarina dek antiinflamatuvar ve analjezik ajanlarin
mekanizmalari tam olarak bilinmiyorken 1970°lerde aspirin ve NSAII’lerin mekanizmasinin
kesfedilmesiyle yeni NSAIl’lerin gelistirilmesinin 6nii acildi [5]. Bilinen bircok yan
etkileriyle birlikte, bugiin NSAIIler, baslica kas iskelet sistemi hastaliklar1 ve agrinin cesitli
formlarmi tedavi etmek amaciyla kullanilan en etkili ilaglardir. NSAII’lerin alt-iist
gastrointestinal hasar, akut bobrek yetmezligi, konjestif kalp yetmezligi gibi akut ya da
kronik durumlarla dogrudan baglantisinin oldugu bilinmekte ve ilacin kullanimint dahi
kisitlayabilen agir, istenmeyen etkilerinden o&tiirii yeni, yan etkileri az ve daha etkili

olabilecek NSAII tiirevi ilaglarmn gelistirilmesi gerekli olmustur [6].

Biz bu calismamizda Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya Anabilim Dal
Ogretim iiyeleri tarafindan sentezlenen, molekiiler yap1 aktiviteleri arastirilan yeni iki agri
kesici ilag aday1 izoksazol tiirevi bilesigi analjezik ve antiinflamatuvar etkileri bakimindan

incelemeyi amagcladik.



Antiinflamatuvar aktivitesini degerlendirmek istedigimiz izoksazol tiirevi iki molekiile
(BRP-187 ve BRP-292) farelerde karajenan (carrageenan: CG) ile olusturdugumuz penge
6dem metodunu uyguladik. Analjezik degerlendirme igin de yine farelerde para-benzokinon
(p-BK) ile olusturulan agri modelini (writhing) kullandik. Calismada agr1 tedavisinde daha
az yan etkiye sahip ve daha etkili NSAII tiirevlerininin kesfedilmesi ve kaynaklara ilave
edilmesini hedefledik. Her iki bilesigin de bu baglamda agr1 tedavisinde yeni bir ilag olarak
diistintilebilecegi ve yeni molekiil bulunmasinin temellerine ve literatiire katki saglayacagi

goriisiindeyiz.



2. GENEL BILGILER

Merskey agrinin tanimini “hakikatte var olan ya da var olmasi olas1 doku zarariyla beraber
olan nahos, hissi, duygusal ve ruhsal deneyim” seklinde vermistir [7]. ESener'e gore agri: Bir
dokuda zarar meydana geldiginde beliren karmasik ve hos olmayan bir anlama/kavrayis olup
hastanin hekime bagvurmasina neden olan en 6nemli etkendir. Ertekin ise agriy1: “viicudun
bir noktasindan kaynak alan, nahos, hastay1 telasa ve durumdan uzaklagma/panige

yonlendiren algidir” olarak tarif etmistir [8].

Agri ¢ok gesitli hasar, yaralanma ve bazen de hastaligin kendisiyle dogrudan iliskilidir. Baz1
durumlarda postoperatif agri veya malignite ile iligkili agr1 gibi ayr1 bir nedenden
kaynaklanan agr ve iliskili semptomlar/kosullar olusabilir ya da agrinin ndropatik agri,
basagrist gibi birincil sorunu olusturdugu durumlar meydana gelebilir. Bu yiizden agrinin

siniflandirmasinin yapilmasi ve mekanizmasinin anlasilabilmesi 6nem tasimaktadir.

2.1. Agrinin Simiflandirilmasi

Agrinin siniflandirilmasi; baslangig zamani, viicuttaki bolgesi, mekanizmasi vs. gibi ¢esitli

parametreler dikkate alinarak yapilabilir. Biz 3 baglik altinda agriy1 siniflandiracagiz.

Patofizvolojik kdkenine gbre agri

Somatik agri

I¢ organlar haricinde viicudun eklem, kemik, kaslarinda olusan agrilar 6rnek verilebilir.
Aniden baglar ve genelde yeri bellidir [9]. Somatik liflerle ilerleyen, degisik sekilde viicudun
herhangi bir yerinde beliren agr1, hizli Ad ve yavas C fibrilleri tarafindan iletilir [10]. Eger
uyaran kisa stirelisi ise ve doku hasarina sebebiyet vermez ise uyarici kesildiginde agr1 da

durur [11]. Batma, sizlama ve zonklama seklinde kendini gosterir.



Viseral agri

I¢c organlardan ¢ikan uyaranlar, otonom sinir sistemine ait afferent yollarla tasinirlar.
Visseral agr1 genellikle yaygin, yavas yavas siddeti artan, yeri zor belli olan tiptedir [9].
Viseral agr1 sempatik liflerle iletilir. Yavas olusur, sizlayicidir, genistir, lokalizasyonu

giictiir. Bundan dolay1 tanis1 da zordur [12].
Sempatik agr

Sempatik sinir sistemininin etkinlesmesi ile meydana gelen damarsal kaynakli agrilar,
kompleks agr1 sendromu gibi tiirleri vardir. Daha geg baslar ve ilerleyen zamanlarda daha
da siddetlenir [9]. Yanma seklinde kendini belli eder.

Zamana gore agri

Akut ve kronik seklinde siniflandirilabilir zamana gore agr tiirleri.

Akut agri

Travma, enfeksiyon, inflamasyonun neden oldugu 3-6 aydan daha kisa siiren ve aniden
meydana gelen agridir. 3-6 aydan daha fazla siirmiisse artik kronik agri karakteristigine
evrilir. Genellikle akut agrilar, 6zellikle postoperatif agrilar, tabiati geregi nosiseptiftir,
somatik veya viseral kaynaklidir. Sebebiyet veren doku bozuklugu ile bolge, biiytiklik ve
stire agisindan benzer iligki vardir [9]. Akut agrinin fizyolojik gayesi hastanin agriya

sebebiyet veren etkenden uzaklagsmasini saglamaktir [13].

Kronik agr

Kronik agr aktif hastalik stiregleri, doku hasar1 ve diger travmalardan kaynaklanmaktadir.
Romatoid artrid, kanser, kas-iskelet sistemi sorunlari, kalp hastaliklari, bas agris1 kronik
agriya neden olabilecek bazi durumlardandir. Altta yatan ndrofizyolojik, anatomik ve

kimyasal nedenler tam olarak bilinmemektedir [14].



Mekanizmasina gOre agri

Agrinin anlasilabilmesi ve tedavisi agisindan mekanizmasinin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir.

Nosiseptif Agr

Nosiseptif agr1 en sik goriilen tiptir. Bunun nedeni, viicudun etrafindaki nosiseptorler
tarafindan algilanan potansiyel olarak zararli uyaranlardan kaynaklanir. Nosiseptorler,
viicudun zarar gérmesinden kaynaklanabilecek her tiirlii aciyr hissetmek igin var olan
reseptor tlriidiir. Viicut, zararli uyaricilart veya asirt sicak/soguk, basing, sikisma ve
kimyasallar gibi viicuda zarar verebilecek seyleri tespit eden nosiseptorler adi verilen 6zel
sinir hiicrelerini i¢erir. Bu uyar1 sinyaller daha sonra sinir sistemi boyunca beyne iletilir ve
nosiseptif agri ile sonuglanir [8]. Viseral ve somatik agr1 gibi 2 kisimda incelenir [15].

Noropatik agriysa nosiseptif olmayan agr1 tiirtidiir.

Noéropatik agr

Periferik veya merkezi sinir sisteminin birincil bir lezyon ya da fonksiyonsuzluguna baglh
olarak olusan agr1 seklinde ifade edilir. Sinir sisteminin disfonksiyonu ya da birincil
lezyonuna bagli olarak inflamatuvar agrinin tersine ekseriyetle sinir tahribatindan uzunca bir
zamanin ardindan ortaya ¢ikar. Noropatik agri disaridan uyaran olmaksizin ve/veya
normalde zararsiz bir uyaran karsisinda artmis spontan agri ile karakterizedir [14]. Noropatik

agrida nosiseptif agridan degisik olarak devamli bir uyaricinin olmayisi baslica farklaridir
[16].

Deafferantasyon agri

Periferik ve santral sinir sisteminin hasar1 sonrasinda somatosensoryal uyarict aktariminin
santral sinir sistemine iletiminin son bulmasi ile meydana gelir [8]. Timor yoluyla
noronlarin hasart ve diabetik noropati benzeri noropatiler néronlarda ve sinir liflerinde

harabiyete neden olabilmektedir [17].



Psikosomatik agr

Kronik agrili hastalarda kronik agriya bagli olarak bir takim psikolojik semptomlarin ortaya
¢ikmasi dogaldir. Ciinkii kronik agrili hastanin sosyal yasantisinda degisiklikler olmakta,
isinden giiciinden alikonmakta ve kendisini toplumdan itilmis hissetmektedir. Ancak
psikosomatik agr1 daha farkli bir kavramdir. Hastanin psisik ya da psikososyal sorunlarini
agr1 biciminde ifade etmesidir. Buna 6rnek olarak somatizasyon bozuklugu dedigimiz Klinik
durum verilebilir. Hasta bir anlamda agriyr kullanmakta, cesitli kisisel, ekonomik ve
toplumsal sorunlarini agr1 biciminde ifade ederek ilgi gekmeye ve toplumun kendisi {izerinde

dikkatini toplamaya ¢alismaktadir [9].

2.2. Agn Algilanmasinin Temel Mekanizmalari

Viicutta tahrip edici ve agr1 verici uyaricilari algilamak amaciyla spesifik, nosiseptor denilen
reseptorler doku ve organlarda bulunmaktadir. Nosiseptorler vasitasiyla iletilen uyari
omurilikten talamusa geldiginde agr1 hissiyati meydana gelerek limbik sistem ve serebral
kortekste siirer [18].

Agn mekanizmalari; meydana geldigi bolge, karakteristigi ve néromediyatorler dikkate

alinarak periferik ve santral mekanizmalar seklinde iki boliime ayrilabilir.

2.2.1. Santral mekanizmalar

Agri meydana gelmesi beyinde bircok bolgenin interaktif olmasina baglidir ve agrinin
beyinde olusmasina yardim eden santraller agrinin néromatriksini meydana getirirler. Biitiin
bu santraller agrinin hissel, emosyonel, kognitif, motorsal ve zihinsel yoldan bir¢ok yoniinii

beslemektedir [19].

Periferik mekanizmalar tek basina néropatik agrinin tiim 6zelliklerini agiklayamaz; merkezi
mekanizmalar da kritik bir rol oynamaktadir [20]. Santral nosiseptor néronlarinin anormal
hiper-stabilitesi olan merkezi sensitizasyon olarak bilinen anahtar bir siirecin, periferik
yaralanma, tasikinin ve ndrotransmiterlerin salinmasi1 nedeniyle omurilikte meydana geldigi

diistiniilmektedir. Tasikininler, noropeptid P maddesi ve ndrokinin A'yr igerir [21].



Norotransmiterler arasinda glutamat, kalsitonin geni ile iliskili peptid ve y-aminobiitirik asit
(GABA) bulunur. Bu maddelerin noral reseptorlere uzun siire baglanmasi ve salinmasi, N-
metil-D-aspartat (NMDA\) reseptoriinii aktive eder ve bu da hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinde
bir artisa neden olur [22]. Kalsiyum seviyelerindeki artisin, merkezi sinir sistemindeki birkag
kalsiyum kanalindan biri olan N tipi kalsiyum kanallarindan [23] meydana geldigine ve
merkezi sensitizasyonun korunmasinda onemli oldugu diistintilmektedir [24, 25]. Bu
degisiklikler, sirayla, dorsal boyun néronlarinda bir dizi biyokimyasal reaksiyona neden
olur. Aktivasyon igin esik diisiiriiliir, uyaranlara cevap arttirilir (hem biiyiikliikk hem de stire
icinde) ve alic1 alanin boyutu biiyiitiiliir (uyaran almak i¢in néron yiizeyinde daha biiyiik bir
alan bulunur) [21]. Sonugta bu degisiklikler, omurilik néronlarinin uyarilma kabiliyetinin ve
hassasiyetinin artmast olarak tanimlanan ve “wind-up” olarak bilinen bir fenomenle

sonuglanir [26].

Santral sensitizasyon, periferik sinir hasarini takiben noropatik merkezi agrinin Kklinik
semptomlarinin altinda yatan 6nemli fizyolojik bir fenomendir [27]. Santral sensitizasyon,
esas olarak, dorsal boynun yiizeysel tabakalarina yansiyan miyelinsiz nosiseptif C-liflerinin
ateslenmesiyle tetiklenir [11]. Bu lifler, 20 saniyeye kadar siirebilen yavas uyarici
postsinaptik potansiyeller tiretir. Kisa tekrarlayan afferent nosiseptif lif girisi, merkezi agriy1
ileten noronlarda (CPPN'ler) "wind-up" fenomenini indiikleyen bu yavas potansiyellerin
gegici olarak toplanmasina neden olur. Bu durumda, daha sonraki C-fiber girisi, CPPN'lerin
aksiyon potansiyeli ¢iktisinda asamali bir artisa neden olur. Bu néronal tepkinin kazanci,

aktiviteye bagli bir NMDA reseptorii tarafindan kontrol edilir [28, 29].

Cikan Agn Yolag

Nosiseptif uyar1 omurilikten iist merkezlere 5 ana ¢ikan yolak ile iletilir.

Spinotalamik yol

Insanlardaki spinotalamik yolun aci, soguk, sicaklik ve dokunma hissine aracilik ettigine
inanilmaktadir. Bu inang biiylik Olglide agriy1 gidermek igin yapilan anterolateral
kordotomilerin veya omuriligin hastalik veya travma nedeniyle hasar gdérmesinden

kaynaklanan eksikliklerin sonuglarina dayanmaktadir. Bununla birlikte, spinal lezyonlardan



Once ve sonra zararli uyaranlara davranigsal tepkilerinde degisikliklerin oSlgiildigi

primatlarin deneysel ¢alismalarinin sonuglari klinik kanitlarla tutarlidir [30].

Spinoretikiiler yol

Bu sistem, agri, sicaklik, dokunma ve kasinti ile iligkili zararsiz ve zararli potansiyelleri
yayan WDR, SN ve N-NOC tiplerinin néronlarindan kaynaklanmaktadir [31-36].
Medullada, bu néronlarin gévdeleri lamina | ve V'de daha fazla sayida bulunur, ancak lamina
I, 1V, VI, VII, VI ve X'de de bulunur.

Spinomezansefalik yol

Spinomezansefalik yolagin aktivasyonu mezansefalik periakuaduktal boz alan ve
periventrikiiler alandaki noronlarin uyarilmasi ile agr1 kontrol sisteminin harekete ge¢mesine

sebep olur [37].

Spinoservikal yol

Genellikle lamina III ve IV’ten kaynaklanan ndronlardan meydana gelir. Bunlarin

aksonlarmin ekseriyetle omuriligi capraz gegerek talamusta bittigi bilinmektedir [38].

Spinohipotalamik yol

Lamina I, V, VII, X’da bulunan néronlardan kaynaklanir. Aksonlar supraspinal kontrol

alanlarina yol alarak noroendokrin ve kardiyovaskiiler cevabi kontrol ederler [39].

Inen ar1 yolag

Coklu noroanatomik seviyelerin azalan agr1 inhibisyon sistemiyle iliskili oldugu
bilinmektedir. Bunlar korteks, diensefalon, limbik sistem, mezensefalik periaqueduktal grisi
(PAG), rostroventral medulla (RVM), nucleus raphe magnus (NRM) ve sirt boynuzunu
kapsar. Mezensefalondaki yiikselen spinal nosiseptif sinapslarin gelisi PAG'deki inhibe edici
substratlar1 tetikler. Bu sinyaller daha sonra niikleus raphe magnusa (NRM) iletilir ve

ardindan nosisepsiyon modiilasyonunun gergeklestigi dorsal kornaya diisen liflere



gonderilir. Bu nosisepsiyon lizerindeki azalan etki, inhibe edici veya kolaylastiric1 olabilir.
Sirt boynuzu I, II ve V laminalarinda NRM terminallerini alir (STT'nin nosiseptif
ndronlarinin, spinoretikiiler ve spinomezensefalik yollarm inhibe edilmesiyle). Lamina l1'de
(substantia jelatinosa) inhibisyon, 5-HT'nin (serotonin) ve inen engelleyici liflerden gelen
norepinefrinin (NE) salinmasindan sonra meydana gelir. P maddesinin inhibisyonu inhibit6r

interneronlar ve/veya opioid salimi ile engellenmesi bloke edilir [40].

Santral agrinin noromediyatérleri

GABA

GABA salinmasimi saglayan ndronlar beynin biitiiniinde ve omurilikte yerlesmislerdir.
Cogunlukla retina ve omurilikte yer alan bu néromedyatorler omurilikteki sinir noktalarinda

presnaptik inhibisyon olustururlar [41].

Noronlar ve glia tarafindan salinan GABA, hem noronlar hem de glial hiicrelerde presinaptik
ve sinaptik zarlarda dagitilan komsu GABA reseptorleri araciligiyla inhibe edici bir rol
saglar [42, 43]. Ug tiir GABA reseptorii vardir: 1) GABA-A, 2) GABA-B ve 3) GABA-C.
GABA-A reseptorii bir iyonotropik ligand kapili CI” kanalidir ve hem néronlarda hem de
glial hiicrelerde omurilik gri maddesi boyunca bulunur. GABA-A reseptoriiniin aktivasyonu,
kloriir iyonlarinin gegirgenligini arttirir ve sinaptik sonrast néronlarin hiperpolarizasyonunu
saglar ve bu, hiicrenin istirahat membran iletkenliginde artislara neden olur [44, 45]. GABA-
B reseptorii, bir G-proteinine birlestirilmis bir metabotropik reseptordiir ve hem néronlar
hem de glial hiicrelerde omurilik boynuzu yiizeyel katmanlarinda yogunlagmistir [46-49].
GABA-B reseptoriiniin aktivasyonu, omurilikteki primer afferent terminallerde sinaptik
iletimi Onler, presinatik terminalde kalsiyum girisini azaltarak ve sinaptik terminalde
hiperpolarizasyonu azaltarak potasyum iyonlarinin iletkenligi artar [50]. GABA-C
reseptorii, GABA-A'nin bir alt tipidir ve benzodiazepine duyarsizdir [51, 52]. Giliniimiizde,
iyonotropik GABA-C reseptoriiniin somatosensor sistemlerdeki rolii bilinmemektedir, ancak

bilis ve ndronal islemede 6nemli oldugu goriilmektedir [53-55].
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Glutamat

Glutamat reseptorlerinin modiilasyonunun, merkezi (6rnegin, omurilik yaralanmasi) veya
periferik hastaliktan kaynaklanan ve/veya hastaliktan kaynaklanan noropatik agr1 da dabhil
olmak iizere, ¢esitli kalic1 agr1 kategorilerinde terapotik fayda potansiyeli olabilecegi fikrini
destekleyen kanitlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu inatgi agri smiflar ile iligkili semptomlar
arasinda: hafif zararli uyaranlara karsi artan bir agr1 hissi olan hiperaljezi; normalde zararl
olmayan uyaranlarla iliskili bir agr1 olan allodini; ve kendiliginden agr1 bulunur. Bu Klinik
kalict agr1 formlart belirgin olsa da, hepsinin, en azindan kismen, nosiseptif yolaklardaki,
genellikle merkezi sensitizasyon olarak adlandirilan glutamaterjik sinyallemenin sinaptik
etkinligindeki uzun vadeli artiglara bagli oldugu tahmin edilmektedir. Orijinal olarak
omuriligin dorsal boynuz noronlarinda yogun periferik zararli uyaranlara, doku
yaralanmasina veya sinir hasarina bagli olarak artmis bir sinaptik iletim diizeyi olarak tarif
edilen [56], supraspinal nosiseptif bolgelerde glutamaterjik yollarda merkezi sensitizasyon
belirgindir [57]. Santral sensitizasyon, agr1 esiginde (allodini) azalma ile birlesen dorsal korn
noronlarinin yanit verme kabiliyetinde artislara, agri yanitlarinin artmasina (hiperaljezi) ve
agr1 duyarliliginin yaralanmamis bolgelere yayilmasina yol acar. Merkezi sensitizasyon ile
iligkili uzun vadeli sinaptik plastisitenin, esas olarak, iyonotropik glutamat reseptorlerinin
(yani, NMDA ve AMPA reseptorlerinin) biyofiziksel 6zelliklerinde ve/veya postsinaptik
membrana yonelik AMPA reseptdr kacak¢iliginin tanitiminda fosforilasyonla indiiklenen
degisiklikler olarak ifade edilmesi 6nerilmektedir. Bununla birlikte, nceden veya postnafik
olarak etki eden metabotropik glutamat reseptorlerinin, merkezi sensitizasyonun
indiiksiyonunu  ve/veya korunmasimi diizenledigi gosterilmistir [58].  Nosiseptif
transmisyonun belirginliginin altinda yatan agri yollarindaki degisikliklere ek olarak,
merkezi sinir sistemindeki (MSS) 6diil ve aversiyon devreleri arasindaki etkilesimin kalici

agr1 durumlarinin duygusal yonlerini degistirdigi diistiniilmektedir [59].

Noropeptidler

C liflerinin aktivasyonuna bagl olarak projeksiyon hiicrelerinde ¢ok da hizli olmayan ve
uzun zamanli depolarizasyona neden olurlar. P maddesi, Kalsitonin geni ile iligkili peptid

(CGRP) ve norokinin A ndropeptid tiirlerine birer 6rnektir [60].



11

2.2.2. Periferik mekanizmalar

Periferik sinir sisteminde bir hasardan sonra, kimyasallar hasarli hiicrelerden ve inflamatuar
hiicrelerden (6rnegin mast hiicreleri, lenfositler) salinir [22]. Bu kimyasallar noradrenalin,
bradikinin, histamin, prostaglandinler (PG), potasyum, sitokinler, NE, serotonin ve
noropeptidleri icerir. Bu hiicresel mediatorler, nosiseptorleri daha fazla ndral girdilere
duyarli hale getirmek igin hareket ederler [24]. Bu, hasarli nosiseptor sinir liflerinde ve
dorsal kok ganglionlarinda iyon kanallarinda ve 6zellikle sodyum iyon kanallarinda ve
yerlerinde degisiklikler {iretir [21]. Bununla birlikte, depolarizasyon i¢in esik diisiiriiliir ve
ektopik bosalma olarak bilinen kendiliginden bosalma anormal yerlerde meydana gelebilir.
Sonug olarak, nosiseptorlerin periferik duyarlilik olarak bilinen bir olgu olan termal ve
mekanik uyaranlara tepkisi artmistir [21, 24]. Bazi hastalik siireglerinde, azalan kan
beslemesinden kaynaklanan sinir demiyelinizasyonu, sinir lifi boyunca ektopik bosalmalarin

tiretimine de katkida bulunabilir [22].

Normal sartlar altinda, bitisik sinir lifleri birbirlerinden izole edilir [61, 62]. Bununla birlikte,
kalict sinirsel aktivite ve sinir hasar1 nedeniyle meydana gelen degisiklikler, hasar gormiis
sinir lifleri ile yakindaki yaralanmamus lifler arasinda kimyasal aracili elektrik baglantilarina
neden olabilir. Ephaptik iletim ("¢apraz uyarma" veya "¢apraz konusma") olarak bilinen bu
iletimin, bu normal "sessiz" nosiseptorlerdeki aktiviteyi uyandirmasina ve dolayisiyla aci

¢ekmemesine neden oldugu diisiiniilmektedir [22, 25, 62].

Hiperaljezi (normal olarak agrili bir uyarana yanit olarak artan agri hissi) bazen klinik olarak
agri1 olan hastalarda goriiliir. Giiniimiizde, C-fiber primer afferent ndéronlarin aracilik ettigi
periferik duyarliligin hiperaljeziden sorumlu mekanizma oldugu diistiniilmektedir [63]. Bu
degisiklikler bazen klinik ortamda spontan agr1 olarak belirgindir [22, 64]. Yanma agrisinin
duyumlart C-liflerinde siirekli bosalmanin sonucu olabilir, oysa dizestezi (hos olmayan
anormal duyumlar) ve parestezi (anormal duyumlar) A-8 veya A-B liflerinde aralikli

kendiliginden bosalmalardan kaynaklanabilir [65].

Kapsamli arastirmalarla yapilan bir baska periferik mekanizma sempatik duyusal eslesmedir
[20, 25]. Klinik uygulamada, kiigiik bir hasta grubunda noéropatik agrinin sempatik sinir

sistemine (0rnegin, karmasik bolgesel agr1 sendromu tip 1) bagl oldugu goriilmiistiir. Buna
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bazen sempatik olarak tutulan agri denir. Bunun ne zaman ve neden gergeklestigi tam olarak
anlasilamamasina ragmen, sempatik sinir sistemi ile duyusal sinir sistemi arasindaki anormal

bir baglanti, bu tiir agrinin altinda yatan neden olabilir [25].

Noropatik agr1 igin etkili olan bazi ilaglar, periferik duyarliliga katkida bulunan ektopik
bosalmalar1 baskilayan sodyum kanallarinin modiilasyonu ile etki eder. Bunlar arasinda bazi
antikonviilsan ilaglar (6rnegin karbamazepin, okskarbazepin), lokal anestezikler (6rnegin
lidokain, meksiletin) ve trisiklik antidepresanlar (6rnegin, desipramin, nortriptilin) bulunur

[21].

Primer afferent nosiseptorler

Nosiseptorler sinir sistemi haricinde biitiin doku ve organlarda mevcuttur. A (alfa, beta,
gama ve delta), B ve C seklinde gruplanmistirlar. Agr bilgilerini spinal kordun arka

boynuzuna ileten A delta mekanotermal ve C polimodal nosiseptorleridir [16].

Primer afferent nosiseptorler nosiseptif olgularin baglama odagidir. Bu nosiseptorler 1sisal,
kimyasal ve mekanik uyaricilara cevap olusturan sinir uglaridir. Nosiseptore ait cevap
karakteristigiyle iliskili olarak spinal kord dogrultusunda bir yayilma olusur. Agriya ait
bilginin yayilmasina iligkin olarak reseptorler iki boliimde incelenir: A-delta mekanotermal
ile C polimodal nosiseptorler. Pekgok agr tiirli primer afferent reseptorlerden C polimodal
nosiseptorlerin uyandirilmasiyla baglatilir. Fakat nosiseptor aktive asamasinda degisik
etmenler de olaya katilir. Mesela, derinin ¢izilmesi 0 alanda inflamatuvar olaylar da tetikler
ve bununla birlikte bazi maddeler salgilanir. Normal sartlarda uyaricilar yiiksek esikteki
reseptorleri uyarirlar [16]. Klinikteyse agriya sebep olan uyarict uzayan travma ile doku
yaralanmasina baglidir. Doku yaralanmasi ise inflamasyona ve dolayli olarak da

nosiseptorlerin fazlaca uyarilmalarina sebep olur.

Noronlarda uyaricinin ulagsma siddeti, aksonlarin genigligi ve miyelinli/miyelinsiz olmasi ile
yakindan baglantilidir. A-delta lifleri ince miyelinlidir ve agrinin hizl iletilmesini saglar.
Miyelin kilif sahibi olmayan C lifleri ise yavas agri iletiminden mesuldir [37].

Biiyiikliiklerine bagl olarak afferent liflerin giicii de farklilik arz etmektedir. Kiigiik  lifler
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nosisepsiyon olusturan eksitatér tesir meydana getirirlerken biiyiik lifler (A-alfa/beta)

omurilikte uyarimda inhibitor davranis sergilerler [66].

Nosiseptorler harekete gectiginde doku harabiyetinin olustugu alanin etrafinda ve omurilikte
yeni dizi néronlarin sinaps alanlarinda; glutamat, P maddesi ve CGRP gibi kizarma, 6dem,
iritasyon olusturan norotransmitterlerin salinmasina sebebiyet vererek agriyt meydana getirir
[17].

Periferik agrida nosisepsiyon genellikle dort temel kavramla tanimlanir [26].

Transdiiksiyon

Nosisepsiyonun ilk siireci olan transdiiksiyon, nosiseptorler adi verilen primer afferent
noronlarin (Serbest sinir uglar) yaygin olarak dagildig: periferde (deri, deri alt1 doku, visseral
veya somatik yapilar) baslar. Nosiseptorler mekanik, termal veya kimyasal zararli uyaranlara
cevap verir. Doku hasari, dokular bu uyaranlara yeterli miktarda maruz kaldiginda meydana
gelir. Bu hasar, agrinin periferden omurilige iletilmesini kolaylastiran bir dizi maddenin
(6rnegin PG’ler, bradikinin ve P maddesi) salinmasina neden olur [67]. Basit¢e sdoylemek
gerekirse, transdiiksiyon, zararli uyaranlarin agriy1 iletmek igin gereken elektrik enerjisine

degistirildigi hiicresel siiregtir [68].

Transmisyon

Nosiseptor lifler1 boyunca (sinir aksonlar1) agri darbesinin iletimi, transdiiksiyon
tamamlandiginda baslar. Iki tip nosiseptér lifi, C lifi ve A lifi, transdiiksiyon bolgesinden
(¢evre) omurilige agri iletir. C-lifleri, zayif lokalize, donuk ve agrili agriy: ileten miyelinsiz,
kiiglik ¢apli, yavas iletken liflerdir. A-6 lifleri ince uglu miyelinli, genis capli, hizli ileten
liflerdir ve bunlar iyi lokalize keskin agrilar iletir. Aktarimin birinci bolimii sirasinda, itici,
omuriligin dorsal boynuzuna artan bir sekilde nosiseptor lifleri boyunca tasinir. Bu
omurilikten beyin sap1 ve talamusa iletimle takip edilir. Bir role istasyonu olarak gorev

yapan talamus, diirtiiyli islenebilecegi kortekse gonderir [67].
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Modiilasyon

Agn gecisinin modiilasyonu (inhibisyonu ve degistirilmesi) merkezi sinir sistemi i¢erisinde
cesitli yerlerde meydana gelir [69]. Modiilasyonda yer alan néronal yolaklara genellikle inen
agr1 sistemi denir, ¢linkii bunlar beyin sapindan kaynaklanirlar ve omuriligin sirt boynuzuna
inerler [70]. Bu inen yolaklar, endojen opioidler, serotonin ve NE gibi, zararli uyaranlarin

iletimini engelleyebilen ve analjezi olusturabilen maddeleri serbest birakmaktadir [67].

Persepsiyon

Agr algis1 ve iletimi modiilasyonunun noral aktivitesinin sonucudur ve davranigsal ve
duygusal faktorlerden etkilenir [22], 6znel ac1 deneyimidir. Persepsiyon agrinin algilanmasi
mertebesidir [71]. Kortikal yapilarda agri algisinin olustugu diistiniilmektedir [69]. Bununla
birlikte; beyinde, agrinin bilingli bir deneyim haline geldigi ve bireylerin 6znel aci

deneyimlerinde degisiklik gosterme nedenlerinin kesin yeri belirsizdir [67].

PERSEPSIYON

Korteks -

Talamokortikal - MODULASYON
projeksiyonlar Talamus

TRANSMISYON

TRANSDUKSIYON

0

Spinotalamik
yol

Primer afferent
nosiseptor Agnh
uyaran

Sekil 2.1. Agrinin periferik iletimi [72].

2.3. Deney Hayvanlarinda Agr1 Olusturma Yontemleri

Nosisepsiyon ve agri hem sinirbilim hem de tibbi arastirma igin genis bir alandir. Zaman

icinde, konuyla ilgili temel ve ¢eviri arastirmalari igin araglar saglamak tizere kemirgenlerde
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cesitli testler ve modeller gelistirilmistir. Termal, mekanik ve kimyasal uyaranlar1 kullanan
testler, hiperaljezi ve allodini Ol¢iimleri, inflamatuvar veya noropatik agri modelleri,
aragtirmacilar i¢in uygun bir ara¢ kutusu olusturur. Bu testler ve modeller, heniiz yeni
analjezik ilaglara dontismemis olsalar da, fizyolojik ve patolojik agrinin ana molekiiler
temelinde hizli bir ilerleme saglamistir. Daha yakin zamanlarda, nosiseptif reflekslerden
ziyade sicanlarda veya farelerde agriyr degerlendirmeye c¢alismak veya kronik agridan
etkilenen karmagik durumlari incelemek igin artan bir ¢aba gosterilmistir. Bu, temel
arastirma, preklinik ¢aligma ve insan ¢alismalar1 arasinda dengeli arastirma gabalari olan bir
alanda preklinik aragtirmalarin translasyonel degerini daha da arttirmaya yardime1 olmustur

[73].

2.3.1. Termal uyariciyla olusturulan agr1 metodlar:

Sicak Plaka (Hot plate) metodu

Sicak plaka testi (Woolfe ve MacDonald, 1944, O'Callaghan ve Holtzman, 1975) bu alanda
bir bagka klasik testtir. Sicaklik genellikle 52 veya 55°C'ye, daha nadiren 48°C'ye ayarlanr.
52 veya 55°C'lik bir kurulum, plakanin malzemesine bagli olarak penge yalamak igin 5 ila
10 s arasindaki temel gecikmelerin gézlemlenmesine izin verir. Plaka malzemesi, aslinda 1s1
iletimini etkileyebilir ve mevcut sicak plaka markalar1 arasindaki gecikme degerlerinde
kiiciik farkliliklari agiklayabilir. Bu sicakliklar, nosiseptif uyarici tespit edilinceye kadar cilt
sicakliginin artmasi igin gereken siireyi ve geri c¢ekilme tepkisini ortaya ¢ikarmak igin
gecikmeyi yansitan 1s1 nosiseptorlerinin yanit esiginden (10-15°C) daha yiiksektir. Yiiksek
sicakliklar yanma riski nedeniyle kullanilamaz. Sicak plaka testindeki cevaplar
supraspinaldir. Olgiilen parametre genellikle pence yalama gecikmesi veya tekrarlanan
Olgtimlere izin veren ilk gbzlenen cevaptir. Bazi ¢alismalar 6zellikle farelerde olmak tizere
sigrama gecikme siiresine dayanmaktadir. Bununla birlikte, bu parametre, etik sorunlari
giindeme getirebilecek, daha uzun gecikmelere neden olacagi i¢in dikkatli kullanilmalidir ve
ayni hayvan iizerinde Onlemleri tekrarlama olasiligini smirlayan bir &grenme/beklenti
slirecine de yol agabilir. Plaka sicakligindaki kiigiik farkliliklar, yanit gecikme siiresinde
onemli farkliliklara neden olabilir. Bu nedenle, davranis testleri i¢in 6zel olarak tasarlanmis

giivenilir plakalarin kullanilmasi, sicaklik degisimlerinin hizli ayarlanmasi ve sicaklik
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kontroliinde 0,1°C hassasiyetle kullanilmas1 6nemlidir. Testin gerceklestirilmesi kolay olsa

da, otomatik degildir. Zamanlayici deneyci tarafindan baslatilir ve durdurulur [73].

Resim 2.1. Hot plate metodu i¢in diizenek [74].

Kuyruk cekme metodu

Bu metod 1941 senesinde D’Amour ve Smith’in buldugu bir metoddur. Rodentlerde ¢ok
yogun bi¢cimde kullanilan agri deneylerindendir. Metodda hayvanin kuyruguna sicaklik

verilerek agri hissedip kuyrugunu geri almasina dair gecerli zaman hesab1 yapilmaktadir.
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Resim 2.2. Kuyruk ¢ekme metodu i¢in diizenek [74].

Kuyruk batirma metodu

Hayvanin kuyrugu sicak siviya daldirilarak tail-flick metodunda oldugu gibi geri ¢ekisine

kadarki zamanin kaydedilmesine dayanir.

2.3.2. Kimyasal etkenle yapilan agr1 metodlari

Kivranma (writhing testi) yvOntemi

Bu yontem 1957 senesinde Siegmund tarafindan uygulanmistir. Rodentlerde analjezik
etkinlik tespitinde en ¢ok tercih edilen metoddur. Intraperitoneal yoldan enjekte edilen
madde ile agr1 olusumu baslatilir. izlem yapmak igin fareler camdan bolmelere alinirlar. Agr
olusturan madde verildikten 15 dakika sonra karindaki kasilmalar izlenerek sayilari
kaydedilir. Hayvanin viicudunun bir kismin1 biikmesi, ¢evirmesi, arka bacaklarmin geriye
dogru gerilmesi ve 6n-arka bacak mesafesinin uzamasi gibi hareketlerle tespit edilir. Agriya
neden olan madde olarak fenilkinon tercih edilir en fazla. Bizim deneyimizde para-
benzokinon kullanilmistir. NSAII’lerin agr1 etkinligini belirlemede kullanilan bir metoddur
[75].
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Resim 2.3. Abdominal konstriiksiyon (Writhing: Kivranma/ Karin germe) testinde farede
ortaya ¢ikan karin gerilme hareketi [73].

Formalin testi yontemi

Metodda %37’lik formalin ¢6zeltisi subkutan yoldan enjekte edilir. Cevap iki kademede
olur. Enjeksiyonun ardindan baslayan ve 5/10 dakika siiren ilk faz ve 15 dakika 1 saat

arasindaki ikinci faz. Ikinci faz inflamasyonla birlikte gergeklesir.

2.4. inflamasyon

Inflamasyon, primer olarak vaskiilerize bag dokusunda olan hiicre hasarina kars1 olusan
kompleks bir yamttir ve siklikla immiin yanit igerir. Inflamasyon mediatdrleri hiicre
hasarinin nedenleri ve atiklari ortadan kaldirarak doku onariminin saglanmasi igin islev
gortirler. Ne yazik ki inflamasyon ayni zamanda agriya neden olur ve hiicre hasarinin
nedeninin ortadan kaldirilamadigi durumlarda ise romatoid artrid 6rneginde oldugu gibi
kronik agri ve doku hasariyla sonlanabilir. NSAIi’ler ve non-opioid analjezik olan
asetaminofen siklikla inflamasyondan kaynaklanan agrinin kontrol edilmesinde etkilidir.
Inflamasyonun azaltilmas: igin kullamlan diger tedavi stratejileri ise immiin yamit: hedef

almaktadir [76].
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2.4.1. inflamasyonun simiflandirilmasi

Inflamasyonu temelde akut ve kronik inflamasyon seklinde smiflandirabiliriz.

Akut inflamasyon

Viicudun bir enfeksiyon veya travmaya ilk tepkisi akut inflamatuvar tepki olarak adlandirilir.
Bu cevap spesifik degildir ve bedenin tehlikeye kars1 ilk savunma hattidir Immiin, endokrin
ve norolojik mediatorlerin koordineli bir lokal ve sistemik mobilizasyonundan olusur.
Saglikli bir cevapta, inflamatuvar cevap aktive olur, patojeni temizler (enfeksiyon
durumunda), onarim islemine baslar ve azalir. Bununla birlikte, iltihabin kendisi aksi halde
iltihab1 daha da tesvik edebilecek saglikli hiicrelere zarar verebilir. Bu kacak iltihaplanma
organ yetmezligine ve 6liime neden olabilir. Enfeksiyonun eslik ettigi sistemik inflamasyon,
Klinik bulgularina dayanarak sepsis olarak tanimlanir. Sepsis sik goriilen ve 6liimciil bir
durum olup, yalnizca ABD’de 1995’te 750.000 vaka goriilmiistiir [77].

Bakteriler gibi istilac1 patojenler viicut tarafindan hizli bir sekilde tespit edilir ve akut bir
inflamatuvar cevap olusur. ilk cevaplayicilar arasinda nétrofiller ve makrofajlar gibi
fagositik immiin hiicreler bulunur. Aktive edilmis fagositik hiicreler, oksijensiz radikaller
gibi toksik kimyasallarin yutulmasi ve salgilanmasi yoluyla bakterileri dogrudan dldiiriir. Bu
maddeler saglikli hiicrelere zarar verebilir. Bu hasarli veya islevsiz hiicreler daha sonra daha

fazla inflamasyona neden olabilir [77].

Ideal olarak, inflamatuvar yanit patojeni ortadan kaldirir ve sonra azalir. Bazi durumlarda,
yanit patojeni temizlemek icin yeterince giiclii olmayabilir. Diger durumlarda, erken ve gec
iltihaplanmayan dalgalar arasinda, hafifletici olmayan iltihaplanma tepkisine yol acan pozitif
bir geri besleme dongiisii ortaya cikabilir. Klinik olarak, siirekli bir akut inflamatuvar yanat,

septik sok olarak kendini gosterir ve organ yetmezligi ve 6liimil ile sonuglanabilir [77].

Kronik inflamasyon

Inflamasyon, 16kositlerin, damar hasarindan doku hasarina neden olabilecek ajanlar1 yok

etmek i¢in damarlardan hasarli dokulara gog ettigi karmagsik bir savunma mekanizmasidir.
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Akut inflamasyon, 6zellikle bulasici zorluklar sirasinda siirli bir yararli cevap iken, kronik
inflamasyon doku hasarma yol acabilen kalici bir fenomendir. Akut inflamasyonun bir
ozelligi, baslangicta 16kosit infiltratinin ¢ogunlukla nétrofilik olmasidir, ancak 24 ila 48 saat
sonra monositik hiicreler baskindir. Buna karsilik kronik inflamasyon, makrofajlar ve
lenfositler gibi mononiikleer hiicrelerin varligi ile iliskilidir. Her ne kadar birka¢ agiklama
One siiriilse de akuttan kronik inflamasyona doniisiim sirasinda notrofilden monosit alimina

gecisi kontrol eden mekanizmalar yeterince anlagilmamustir [78].

2.4.2. inflamasyonun mediatorleri

Hiicre Kaynakli Mediatorler

Histamin

Histamin bir vazodilator, diiz kas konstriikksiyonu ve damar gegirgenligi, solunum mukusu
ve mide asidi salgilanmasinin gii¢lii bir uyaricisidir. Etkilerini diiz kas hiicreleri, noronlar,
glandiiler hiicreler (endokrin ve ekzokrin), kan hiicreleri ve bagisiklik sisteminin hiicreleri
dahil olmak iizere c¢esitli hiicre tiplerine uygular [79]. Histamin, mast hiicreleri ve
bazofillerin Golgi aparatinda histidinin dekarboksilasyonu ile sentezlenir ve daha sonra
heparin, protein veya her ikisi ile komplekslerde salgi graniillerinde depolanir [80]. Duyarli
bireylerde histamin salim1 mast hiicreleri ve bazofiller iizerindeki immiinglobulin E (IgE)
antikorlari, Ca*™ 'a baglh degraniilasyon reaksiyonu baslatarak spesifik alerjenlerin

baglanmasi ile olusur [81].

Serotonin

Trombositlerde ve mast hiicrelerinde graniillerde depolanirlar. Trombositlerden serotonin
cikigini takiben, kolajenle temas veya antijenantikor kompleksleri ile temastan sonra uyarilir.
IgE aracili reaksiyonlarda mast hiicrelerinden kaynaklanan trombosit aktive edici faktor
(TAF), trombositlerden histamin ve serotonin salinimina ve trombosit agregasyonuna neden
olur [82].



21

Arakidonik asit(AA) metabolitleri: PG ler [okotrienler ve lipoksinler

AA c¢ogunlukla zar fosfolipidlerinde ester halinde olan yirmi karbonlu doymamis yag

asididir. Beslenmeyle gelen linoleik asitten tiretilir.

Inflamatuvar siireci harekete geciren fiziksel, kimyasal ve mekanik uyaricilar ya da C5a
benzeri inflamatif medyatdrler hiicre igindeki fosfolipazi aktive eder ve AA’in hiicre
zarindaki fosfolipazlarindan salgilanmasina neden olur. Serbest kalan AA’in metabolize
olmasima Siklooksijenaz (COX), Lipooksijenaz (LOX) ve sitokrom P450 sebep olur [83,
84].

Trombosit aktive eden faktor (PAF)

Makrofajlar, notrofiller, mast hiicreleri, eozinofiller gibi inflamatuvar cevaba giren bir¢ok
hiicrenin zar fosfolipidleri tizerinden fosfolipaz A2 vasitasiyla meydana getirilir. PAF bir
fosfolipit benzeri medyatordiir. Trombositlerin degraniilasyon ve agregasyonunu saglar,
trombositleri aktive ederek. Notrofilleri de aktive eder. Endotel tstiindeki eozinofillerin
birikimini uyarir. Notrofillerden epitel hiicre yaralanmasina sebebiyet veren proteinlerin
salgilanmasina neden olur. Bunlara ek olarak bronkokonstriiksiyon olusturur, damar
gecirimliliginin yiikseltilmesi agisindan histamine oranla 100 — 1000 kat daha kuvvetlidir
[77, 95].

Sitokinler

Birgok sitokin (interlokinler, interferonlar, kemokinler, koloni stimiile edici faktorler CSF)
inflamasyonun oldugu yerde iretilir. Sitokinler etkin hiicrelerden salinan az molekiil agirlig
olan proteinlerdir. Doku harabiyetinin olustugu alanda salinan sitokinler damarsal
gecimlilikteki ilk farkliliklardan doku tamamiyetinin ¢oziintirligii ve yeniden yapimina dair
farklilasan inflamatuvar yanitlar1 diizenler. Bunlar endokrin, otokrin ve parakrin faaliyet
sergileyen hormonlardir [77, 96]. Inflamatuvar cevabin meydana gelmesi ve biiyiimesinde
pay1 olan énemli sitokinler Tiimor nekroz faktorii (TNFa) ve Interlokin (IL-1)’dir. Bunlar
mast, endotel hiicreleri ve baska tipteki hiicrelerden uyarilmis makrofajlar aracilifiyla

yapilirlar. Sitokinler, sitokin ag1 denilen daha biiyiik birbiriyle iliskili proteinler sisteminin
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ve sinyal iletiminin bir parcasi olarak islev goriir. Bunlar, farkli hiicrelerin hiicre tarafindan
alman diger sinyallere bagli olarak aymi sitokine farkli yanit verebildigi karmasik
etkilesimlerdir. Sitokin sinyalizasyonu oldukg¢a degiskendir ve hem koruyucu hem de hasar
verici tepkilere neden olabilir. Bir sitokin, genellikle diger sitokinlerin sentezini etkiler. Bir
kaskad baslatabilirler, arttirabilirler ya da diger sitokinlerin tiretimini bastirabilir. Ayrica,
genellikle diger sitokinlerin davranislarini etkileyebilirler. Bu etkiler antagonistik, aditif ya

da sinerjistik olabilir.

COX yolag

Kapsamli kanitlar COX-2-prostanoid yolunun akut inflamasyonda rol oynadigini
gostermektedir. Artan COX-2 ekspresyonu, siskinlik, agr1 ve ates gibi ortak iltihaplanma
belirtilerine aracilik eden bir dizi PG ve TX'lerin hiicresel sentezi igin bir substrat olan AA’in
PGH-2'ye déniisiimiine yol acar [84-88]. Ornegin, PGE: bradikinin ve histaminin etkilerini
biiyiik 6lciide giiclendirebilir [88]. NSAil'lerin COX inhibisyonuyla akut inflamasyonu
azaltabildigi iyi bilinmektedir. Klinik olarak, COX-2'nin neden oldugu prostanoidlerin
sentezi, alerjik rinit, artrit ve inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 dahil olmak tizere ¢esitli

kronik inflamasyonlarla iliskilendirilmistir [88, 89].

Inflamasyon bolgelerinde indiiklenebilir bir COX izoformu olarak, COX-2, inflamatuvar
stirecte COX-1'den daha Onemli bir rol oynayabilir. Selektif COX-2 inhibitorleri,
inflamasyonu azaltmada selektif olmayan COX inhibitorleri kadar etkilidirler [90]. Bununla
birlikte, COX-2'nin proinflamatuvar rolii yakin zamanda, COX-2-nakavt farelerde
inflamatuvar yanitin koruyabildigi bulgusu ile sorgulanmistir [91]. Ayrica, COX-2
enzimlerinin inhibisyonu, kalin bagirsagin artmis inflamasyonu ile iliskilendirilmistir [92].
Boylece, hem COX-1 hem de COX-2'nin inflamasyon siirecine dahil oldugu anlasilmaktadir,
ancak her bir COX izoformunun katkida bulundugu derece tip, bolge ve iltihabik uyaranlarin

seyri ile belirlenmektedir [88].

AA, enzim olan COX’un subsratidir. COX-2 kademeli bi siiregle AA’ten prostoglandin
yapimint katalizler. Birinci basamakta AA’i PGG2’ye doniistiiriir (dioksigenaz aktive
yoluyla). ikinci basamakta PGG2’nin PGGH-2’ye indirgenmesini saglar. Baska PG’lerin
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prekiirsoriidiir PGH2. PGH2 tizerinden PGD2, PGE2, PGF24, PGl2 ve Tromboksan Az (TXA2)

sentezlenir [93].

PG’ler gastrointestinal mukoza muhafazasinda ve renal hemostazin diizeninde ehemmiyetli
bir gorev tstlenirler [93]. Damar gegimliligi ve bundan dolay1 da 6dem meydana gelmesini
artiran PGD2, PGF2. ve PGE2 vazodilatasyona sebep olurlar. PGE: ek olarak baska uyaricilar

ontinde agr1 esigini azaltir ve sitokinlerle aktive olarak atesin artmasina sebebiyet verir [89].

LOX yolagi

LOX yolu arakidonik asidi parc¢alayarak 16kotrien ve baska LOX firtinleri olusuran yoldur.
LOX enzimleri 5-12-15-LOX, l6kosit trombosit ve endotelyal hiicrelerde vardir. 5-LOX
l16kotrien yapimina katkida bulunmasi nedeniyle inflamasyon en fazla onun iistiinden
yuriimektedir. Periniikleer zardaki 5—LOX aktive edici protein (FLAP) ile bir araya gelerek
aktiflesmektedir.

AA once FLAP’a baglanarak 5-LOX tarafindan metabolizasyona uygun hale getirilir.
Birinci asamada AA’dan hidroperoksi tiirevi ara tiriinler, Arakidonik Asit 5-Hidroperoksit
(HPETE); daha sonra HPETE’den HETE ve HETE’den de vazoaktif 16kotrien olusumu
gerceklesir. 11k dnce primer 16kotrien LTA4 olusur. LTA4 hidrolize ugrayarak LTBa4, LTCa,
LTD4, LTE4’e doniisiir [72, 82].

5-LOX’un 15-HPETE’yi ve 12-HPETE’yi etkilemesi ya da 15-LOX’un 5-HPETE’yi
etkilemesinden lipoksinler olusmaktadir. Lokotrien olusumundan degisik olarak
lipoksinlerin olugmasinda 12-LOX ve 15-LOX gorev alir. Biiylime faktorleri ve sitokinler
de olusumlarim1 artirirlar. Lipoksinler inflamasyonu bitirip doku onarimma katkida

bulunurlar.
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Sekil 2.2. AA metabolizasyonu

2.5. Agrinin Tedavisi

Agrn tedavisini narkotik agri kesiciler ve narkotik olmayan agr1 kesiciler (adjuvan

analjezikler-NSAII) seklinde iki grupta inceleyehiliriz.

Narkotik analjezikler (Opioidler)

Santral sinir sitemine gii¢li etkileri olan yar1 yapay ve yapay morfin/kodein benzeri
ilaglardir. Tesirlerini repestorleri (mii, delta, kappa, sigma, epsilon) vasitasiyla ortaya
cikarirlar. Cokga yinelenen terapotik miktarlarda tesirlerine mukabil tolerans olusabilir.
Kullanim siiresinin uzamasi1 kapsaminda degisen nispetlerde bagimlilik olusturma

olasiliklar1 vardir. Antiinflamatuvar ve antipiretik 6zellikleri yoktur [72, 97].
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Adjuvan analjezikler

Asil endike oldugu yer agr1 degildir fakat kimi agrili hallerde agr1 tedavisi i¢in kullanilan
ilaglardir. Genellikle opioid ve NSAIi’lerin agr1 kesici tesirini cogaltmak ya da advers
tesirlerini azaltmak maksadiyla dozunda diisiis elde etmek maksadiyla degerlendirilirler.
Kimi 6zglin agrt cesitlerinde (polindropati, trigeminal nevralji gibi) birincil agr1 Kkesici
seklinde de kullanilabilirler [98, 99].

NSAII’lerin tarihi ve etki mekanizmasi

Dogal kaynaklardan elde edilen salisilik asit ve salisilatlar uzun zamandan beri ilag olarak
kullanilmaktadir. Salisilik asit, 1860'da kimyasal olarak sentezlendi ve bir antiseptik, bir
antipiretik ve bir antiromatik olarak kullanildi. Neredeyse 40 y1l sonra, aspirin tadi daha iyi
bir salisilat formu olarak gelistirildi. Kisa bir siire sonra, aspirine benzer etkilere sahip olan
diger ilaglar kesfedildi ve gruba "aspirin benzeri ilaglar" adi verildi. NSAii'lerin etki
mekanizmasinin, PG biyosentezini inhibe ettigi yoluyla 6nerildi. O zamandan beri, bu
ilaglarmn su anda en az iki farkli izoformu oldugunu bildigimiz siklo-oksijenaz enzimini
(COX) inhibe ederek calistigi genel kabul gormiistiir: yapisal izoform, COX-1 ve
indiiklenebilir izoformu, COX-2. COX-1 acik fizyolojik fonksiyonlara sahiptir.
Aktivasyonu, Ornegin, endotel tarafindan salindiginda antitrombojenik ve mide mukozasi
tarafindan salindiginda sitoprotektif olan prostasiklin {iretimine yol agar. Sonra kesfedilen
COX-2, diger hiicrelerde inflamatuvar uyaranlar ve sitokinler tarafindan indiiklenir. Bu
nedenle, NSAIl'lerin anti-inflamatuvar etkilerinin, COX-2'nin inhibisyonundan
kaynaklandigini, mide i¢ zarmm tahrisi gibi istenmeyen yan etkilerin, COX-1'in
inhibisyonundan kaynaklandigini sdylemek olasidir. En yiiksek COX-2 aktivitesine ve daha
iyi bir COX-2: COX-1 aktivite oranina sahip olan ilaglar, daha az avantajli bir COX-2: COX-
1 aktivite oranina sahip ilaglardan daha az yan etki ile gii¢lii bir anti-inflamatuvaraktiviteye
sahip olacaktir [100].

NSAIil'ler, PG’lerin sentezi icin hiz smirlayici enzim olan siklooksijenazi (COX) inhibe eder.
COX'in inhibisyonu, NSAIl'lerin yararli anti-inflamatuvar, analjezik ve antipiretik
etkilerinin altinda olmasina ragmen, gastrointestinal mukozada eszamanli COX inhibisyonu,

siklikla ciddi sonuglara neden olabilen gastrik ve intestinal ilserlerle sonuglanir. Aslinda, su
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anda Amerika Birlesik Devletleri'nde regeteyle satilan tiim COX inhibe edici NSAil'ler

yasami tehdit eden gastrointestinal tilserler hakkinda bir uyar1 tasimaktadir [101].

COX'un yapisal izoformu COX-1, ag¢ik fizyolojik fonksiyonlara sahiptir. Aktivasyonu,
ornegin, mide mukozasi tarafindan salindiginda sitoprotektif olan prostasiklin iiretimine yol
acar. Indiiklenebilir izoform, COX-2, 27 yil 6nce kesfedildi ve pro-inflamatuvar uyaranlarla
bir dizi hiicrede indiiklendi. Yaklasik 1 yil sonra, indiiklenebilir bir COX, farkli bir gen
tarafindan COX-1.27, 28, 29, 30'a kodlanan ayr1 bir COX izoformu olarak tanimlandi.
Normalde hiicrelerde ¢ok diisiik olan COX-2 seviyeleri, sitokinler, hiicre i¢i haberciler ve
substrat mevcudiyeti dahil olmak tizere bir dizi faktor tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir
[100].

COX-2, yapisal ve diger hiicrelerde inflamatuvar uyaricilar ve sitokinler tarafindan
indiiklendiginden, NSAIl'lerin anti-inflamatuvar etkilerinin, COX-2'nin inhibisyonundan
kaynaklandigini, oysa iritasyon gibi istenmeyen yan etkilerin oldugunu séylemek olasidir.
Mide i¢ ylizeyinin ve bobrek tizerindeki toksik etkileri, COX-1'in inhibe edilmesinden
kaynaklanmaktadir.

Eikozanoidlerin temelini olusturan AA hiicre zarindaki fosfolipidlerden fosfolipazA2
yoluyla ayrilir. NSAII’lerse inflamasyona vasita olan COX yoluyla olusan bilesiklerin
olusumunu azaltirlar (COX’u inhibe ederek). Antiinflamatuvar giicii daha fazla olan
glukokortikoidlerse fosfolipaz Az’yi inhibe ederek COX ile birlikte LOX firiinlerinin
olusumu da azaltir. COX enzimlerinden COX-1 bazi fizyolojik olgularda regiilatér gérevi
goriir. Prostanoidler (COX-1 sentezler) PG ve TX m fizyolojik etkilerinden sorumludur.
COX-2 ise inflamasyonda salinir ve COX-2’nin inhibisyonu NSAII’lerin olmas1 gerekli
etkilerine neden olabilir. NSAII’lerin COX-1 ve COX-2 iistiindeki segicilikleri bir degildir
ve ¢ok degisiklikler gosterir. Secici olmayanda COX-1 inhibisyonuna bagimli istenmeyen
tesirler meydana gelirken, secici durdurmada inflamasyon istenmeyen tesirler olmaksizin
baskilanabilir. COX-1 ve COX-2 formlarinin AA iizerinden PG meydana getirme potensleri
esittir. Aragtirmalar COX-2: COX-1 yiizdesi az ilaglarin advers reaksiyon profillerinin

bagkalarina kiyasla az ¢iktigin1 gostermistir [102].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde kullanilan fareler ve deney protokolii icin Gazi Universitesi Hayvan Etik
Komisyonundan 15/11/2016 tarih, E.137450 sayili yaz1 ve 66332047-604.01.02 sayili karar
hayvanlarimi korumaya tabi beynelminel etik kaideler rehberine uygun olacak sekilde

barmdirilmig ve izlenmistir. Deney protokollerine aykiri herhangi bir islem yapilmamistir.

Deneylerde, Ankara Kobay A.S. Deney Hayvanlari Laboratuvari’ndan alinan 26-35 g
agirhigindaki BALB/C albino erkek fareler kullanilmistir. Fareler deneyden 6nce bir hafta
stire ile standart laboratuvar kosullarina (22+£2°C sicaklik, 55+5 bagil nem) uygun olacak
sekilde karantinaya alimmis ve 12 saat aydlik 12 saat karanlik periyodunda tutularak
senkronize edilmistir. Fareler kafeslerde standart pellet rejim ve ¢esme suyu ile serbest

sekilde beslenmislerdir.
3.2. Kimyasal Maddeler
3.2.1. izoksazol tiirevi bilesikler

Bu arastirma kapsaminda farmakolojik aktivite ve yan etki arastirilmasi yapilan ve sirasi ile
BRP-187, BRP-292 olarak kodlanan izoksazol tiirevi bilesiklerin sentezi Gazi Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali’'nda gergeklestirilmistir [107].
Sentezlenen tiirevlerin kKimyasal yapilari asagida semada gosterilmistir (Sekil 3.1). Kimyasal
yapilar1 belirlenen bu bilesiklerin analjezik ve antiinflamatuvar etkinlikleri ile akut mide

tilseri olusturma potansiyelleri tez kapsaminda arastirilmistir.
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(a) BnBr, K2COs, MeCN; (b) (COzEt)2, NaOEt, EtOH, rt; (c) NH20H-HCI, EtOH; (d) NBS, CAN, AcCN; (e) 4-klorofenilboronik asit,
Pd(PPhz)2Clz, NaHCO3, H20, DMF; (f) Pd/C, Hz, MeOH:THF (1:1); (g) 2-(klorometil)kinolin veya 2-(klorometil)benzotiyazil, K2COs,
Kl, MeCN; (h) LiOH, THF, H20.

Sekil 3.1. BRP-187 ve BRP-292 seklinde isimlendirilen bilesiklerin sentez yolaklari
3.2.2. Diger kimyasal maddeler

p-Benzokinon (p-BK) : (CAS: 106-51-4, Sigma, USA)

Serum fizyolojik (SF) : (%0,9 NaCl) (Haver, Tiirkiye)

Dimetil siilfoksit (DMSO) : (Sigma Aldrich, USA)

CG : (Carrageenan, A, Tip IV, Santa Farma, ispanya)
IBU : (Sigma Aldrich, USA)
Distile su - Yerel

3.3. Arac ve Gerecler

Hassas terazi

Ultrasonik banyo

Vorteks



Kompas (mikrometre) 0,01 mm, (Ozaki Co., Japonya)

Hamilton Enjektor (50 pl)

Tek uglu ve depolu otomatik pipetler

Pipet uglari

Zaman oOlger

Parafilm

Steril enjektor (1, 2, 5, 10 ve 20 ml)

Insiilin enjektorii

Balon joje (50 ml)

Erlen (50 ml)

Cam tiip (10 ml)

Plastik eldiven

Plastik tiip (10 ml)

Aliiminyum folyo

Kivranma sayma kab1 (2x5 bolmeli)

29
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3.4. Deney Gruplar: ve Deney Protokolleri

3.4.1. Deney gruplar

Deneylerde toplam 84 adet Balb-C albino erkek fare kullanilmigtir. Rastgele secilen
farelerden antiinflamatuvar aktivite tayini icin 9, analjezik aktivite tayini i¢in 5 grup

olusturulmustur.

Antiinflamatuvar etkinlik arastirma gruplari

Her deney grubunda 6 adet olmak iizere fareler rastgele 9 gruba ayrilmistir.

Grup 1: Kontrol (Serum Fizyolojik [SF]) grubu: Farelere CG enjeksiyonundan yarim saat
once subkutan SF (0,05 ml/10gram(g) fare) uygulanmustir.

Grup 2: Coziicli (Dimetil stilfoksit [DMSQO]) grubu; Farelere CG enjeksiyonundan yarim

saat once subkutan DMSO ayn1 voliimde uygulanmuistir.

Grup 3: BRP-187 (10 mg) grubu: Farelere CG enjeksiyonundan yarim saat dnce subkutan
BRP-187 (10 mg/kg, s.c.) ayn1 voliimde uygulanmistir.

Grup 4: BRP-187 (30 mg) grubu: Farelere CG enjeksiyonundan yarim saat dnce subkutan
BRP-187 (30 mg/kg, s.c.) ayn1 voliimde uygulanmaistir.

Grup 5: BRP-187 (100 mg) grubu: Farelere CG enjeksiyonundan yarim saat énce subkutan
BRP-187 (100 mg/kg, s.c.) ayni voliimde uygulanmaistir.

Grup 6: BRP-292 (10 mg) grubu: Farelere CG enjeksiyonundan yarim saat dnce subkutan
BRP-292 (10 mg/kg, s.c.) ayn1 voliimde uygulanmustir.

Grup 7: BRP-292 (30 mg) grubu: Farelere CG enjeksiyonundan yarim saat dnce subkutan
BRP-292 (30 mg/kg, s.c.) ayn1 voliimde uygulanmistir.
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Grup 8: BRP-292 (100 mg) grubu: Farelere CG enjeksiyonundan yarim saat dnce subkutan
BRP-292 (100 mg/kg, s.c.) ayni voliimde uygulanmuistir.

Grup 9: ibuprofen (IBU) grubu: Farelere CG enjeksiyonundan yarim saat énce subkutan

IBU (100 mg/kg, s.c.) ayn1 voliimde uygulanmustir.

Analjezik etkinlik arastirma gruplar

BRP-187 ve BRP-292 bilesiklerinin en yiiksek antiimflamatuvar etkinlik gosterdikleri doz
(her ikisi i¢in de 100 mg/kg) analjezik aktivite testleri igin se¢ilmistir. Her bir deney
grubunda rastgele secilen 6 fare kullanilmistir. Analjezik aktivite test gruplar1 asagidaki

gibidir.

Grup 10: Kontrol (SF) grubu: Farelere intraperitoneal aljezik madde (para benzokinon [p-
BK], 2,5 mg/kg) uygulamasindan yarim saat once subkutan SF (0,05 ml/10g fare)

uygulanmustir.

Grup 11: Coziicti (DMSO) grubu; Farelere intra peritoneal aljezik madde (p-BK, 2,5 mg/kg)

uygulamasindan yarim saat once subkutan DMSO ayni voliimde uygulanmistir.

Grup 12: BRP-187 (100 mg) grubu: Farelere intra peritoneal aljezik madde (p-BK, 2,5
mg/kg) uygulamasindan yarim saat 6nce subkutan BRP-187 (100 mg/Kkg, s.c.) ayni voliimde

uygulanmugtir.

Grup 13: BRP-292 (100 mg) grubu: Farelere intra peritoneal aljezik madde (p-BK, 2,5
mg/kg) uygulamasindan yarim saat 6nce subkutan BRP-292 (100 mg/kg, s.c.) ayni voliimde

uygulanmstir.

Grup 14: IBU (100 mg) grubu: Farelere intra peritoneal aljezik madde (p-BK, 2,5 mg/kg)
uygulamasindan yarim saat once subkutan IBU (100 mg/kg, s.c.) ayni voliimde

uygulanmigtir.
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3.4.2. Antiinflamatuvar aktivite 6l¢iim protokolii

Antiinflamatuvar etkinligin tespit edilebilmesi amaciyla literatiirde kabul goren CG ile

olusturulan penge 6demi 6lgme yontemi uygulanmistir. Deney protokolii asagida verilmistir.

Farelere; SF, DMSO, test bilesikleri ve referans madde IBU, gruplarda belirtilen dozlarda
s.c. yoldan (0,05ml/10g fare) uygulanip 30 dakika beklenmistir. Daha sonra mikrometre
(hassasiyeti 0,01 mm) ile sag ve sol pengelerin kalinliklar1 6l¢iilmiistiir. Subplantar yoldan
her farenin sag arka pengesine CG (Tip-I A, 0.48 mg/24 ul/penge, %2 a/h) enjeksiyonu
yapilmustir. Sol arka pengelerine ise voliim farkini ¢ikartmak iizere CG ¢oziiciisii olan SF
(24 pl) verilmistir. CG enjeksiyonundan itibaren 0, 90, 180, 270, 315 ve 360. dakikada
pencelerdeki 6dem hacmi mikrometre ile Olclilmiistiir. Farelerin sa§ ve sol pence
hacimlerinin farki alinarak ortaya c¢ikan net 6édem hacimleri hesaplanmistir. Grup penge
O0demleri ortalamalar1 alinarak SD ve SH lar hesaplanmis ve gruplar arasi fark
karsilastirilarak istatistiksel anlamliliklar bulunmustur. Her grubun 6dem hacmindeki fark

DMSO grubu ile mukayese edilmistir.

Penge 6demi iizerine test maddelerinin gosterdigi inhibitor etki antiinflamatuvar aktivite (%

inhibisyon) olarak degerlendirilmis ve bu ylizde deger asagidaki sekilde hesaplanmustir.

% Inhibisyon = [(Vc-Vt)/Vc] x 100

Vc : Kontrol (DMSO) grubunda ortalama 6dem voliimii

Vit : Tedavi alan grupta ortalama 6dem voliimii

Odem voliimii: Sag penge ddemi — Sol penge ddemi

3.4.3. Analjezik aktivite 6l¢ciim protokolii

Farelere SF igerisinde ¢6ziilen p-BK (2.5 mg/kg) intraperitoneal yoldan 0,05ml/10g beden
agirh@ina karsilik gelecek sekilde verilerek aljezi olusturulmustur. Yapilan islemler sirasi ile

asagida verilmistir.
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SF, DMSO, test bilesikleri ve IBU nun gruplara verilmesinden yarim saat sonra farelere p-
BK verilmistir. p-BK uygulamasindan sonraki ilk 3 dakika ve sonraki 15 dakika siiresince
kivranma sayilar1 kayit altina alinmistir. Kivranma hareketinin tespit edilebilmesine dair

farelerde gozlenen bir takim hareketler soyledir:

1) Farelerin viicutlarin1 kasarak karinlarini i¢ biikey hale getirmesi
i) Konkav karinla bir yone egilmesi
1ii) Arka ayaklarinda tek veya her iki yonli tonik ve/veya klonik gerilme, siiriikklenme ve

toplanma yapmalari

Bu agriya verilen yanitlarin hepsinin veya birinin rastlanilmasi bir ‘+’ kivranma seklinde
kabul edilmistir. Kivranma sayisi tizerinde test molekiillerinin etkili oldugu kavram inhibitor
etki % antinosiseptif veya % koruma aktivite olarak degerlendirilmis ve bu yiizde deger

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmaistir.

% Antinosiseptif aktivite (% koruma) = 100 — (D/K x 100)

D (deney) : Madde ve p-BK uygulamasindan sonra gzlenen ortalama kivranma sayisi.

K (kontrol)  : SF ve p-BK uygulamasindan sonra gozlenen ortalama kivranma sayisi.

3.4.4. Mortalite ve iilserojenik etkinlik 6l¢iimii

Antiinflamatuvar etkinlik 6l¢imii deneylerinden sonra 48 saat zaman diliminde fareler

mortalite ve akut toksik etki yoniinden gézlenmislerdir.

Analjezik etkinlik belirleme hedefiyle yapilan deneylerden 4 saat sonra ise fareler eter
anestezisi yoluyla 6tenaziye tabi tutulmus, 6zefagus ve duedonumlari birbirine baglanarak
mideleri ¢ikarilmistir (1,5 ml ve %10 formalin ile fikse edilerek). Ardindan 11k mikroskobu

ile mide ylizeyleri taranmis ve petesi var m1 yok mu diye kontrol edilmistir.
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3.5. istatistiksel Analiz

Kontrol ve deney gruplarinda olgiilen penge 6demi miktarlar1 ile kivranma sayisi
ortalama+ortalamalarin standart hatasi (SH) seklinde belirtilmistir. Antiinflamatuvar
aktivite (% inhibisyon) hesaplanmasinda ve kivranma sayilarinin % antinosiseptif
aktivite olarak hesaplanmasinda her bir bireysel hayvan degeri, ortalama kontrol
degerine boliinerek hesaplanmistir. Sonug olarak % koruma degeri dagilimin yayginlik
Olgiisii olarak, ortalamalarin standart hatasi cinsinden belirtilmistir.

Antiinflamatuvar aktivite degerinin istatistiksel anlamlilik testleri i¢in ¢ift yonlii
ANOVA ve post-hoc karsilagtirmalarinda Bonferroni’nin ¢oklu karsilagtirma testi
kullanilmistir. P<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Kivranma sayilart ve % antinosiseptif aktivite degerinin istatistiksel anlamlilik testleri
icin tek yonli ANOVA kullanilmistir. Gruplar arasi farklilik oldugunda (%
antinosiseptif aktivitelerin karsilastirilmasi) ve Barlett testi sonucu varyanslar homojen
oldugunda, gruplarin post-hoc karsilastirilmalarinda Student’s Newman Keuls testi

kullanilmistir. P<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Tek ve ¢ift yonlii varyans analizleri ve post-hoc testler, GraphPad PRISM Version 7.03

(1992-2017) paket programi yardimi ile ¢6ziimlenmistir.
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4. BULGULAR

Deneyde degerlendirilen izoksazol tiirevi iki bilesigin (BRP-187 ve BRP-292) sentez semasi
Sekil 3.1°de gosterilmistir [107]. Yapilan farmakolojik testlerde sentezlenen maddelerin ve
referans madde IBU’nun analjezik ve antiinflamatuvar aktiviteleri, iilserojenik etki gosterme

durumlar1 ve akut toksisiteleri (mortalite agisindan) degerlendirilmistir.

4.1. Deney Gruplarinda Ortaya Cikan Antiinflamatuvar Etkiler

Oncelikle deneylerde test maddelerinin ¢oziiciisii olarak kullanilan DMSO’nun CG ile
olusturulan penge Odemindeki olasi etkisi incelenmis ve kontrol (SF) grubu sonuglari
arasinda fark olup olmadigi incelenmistir. CG’den yarim saat 6nce verilen DMSO ile yine
ayni sekilde ve ayn1 hacimde enjekte edilen SF arasinda penge 6demi agisindan anlamli bir
fark bulunmamustir (p>0,05). Bu yiizden test maddeleri ve referans madde IBU i¢in kontrol

grubu olarak DMSO’nun kullanilmasinin daha uygun olacagina karar verilmistir.

4.1.1. BRP-187’nin pence 6demi iizerine etkisinin zamanla degisimi

Kontrol (SF), DMSO, BRP-187 (10, 30, 100 mg/kg) ve IBU (100mg/kg) gruplarinda elde
edilen pence 6dem kalinliklar1 0, 90, 180, 270, 315 ve 360. dakikalarda Ool¢iilerek
6dem/zaman grafigi olusturulmustur (Sekil 4.1).

Penge 6demi/zaman grafiginde kontrol SF grubu verileri ile DMSO grubu verilerinin benzer
profil olusturmasi dikkat ¢cekmistir. Bu gruplar arasinda tiim zaman dilimlerinde yapilan
karsilastirmalarda 6dem voliimleri arasinda istatistiksel fark bulunmamistir. Penge
6demi/zaman grafiginde CG ile olusturulan maksimum 6demin 270. dakikada ortaya ¢iktig1
gbzlenmistir. inflamasyon siirecinin gdsterilmesi dzellikle CG ile elde edilen 6demin plato
diizeyinin belirlenmesi acisindan dnemlidir. Elde edilen zaman grafiginde plato diizeyinin
LOX ve COX yolaklarinin rol oynadig: faz olarak kabul edilen inflamasyonun II. Fazinda
(270 ve 315. Dakikalar) ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. Odem/zaman grafigi, test maddelerin
antiddematoz etkilerinin karsilastirilmasinda hangi zaman diliminin kullanilabilecegini

gostermistir.
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1.09 —e—DMSO

BRP 187 (10mg/kg)
= BRP 187 (30mg/kg)
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Zaman (dakika)

Sekil 4.1. Farede CG (Tip IV A, 24 ul/penge, %2 a/h) ile olusturulan penge 6deminin BRP-
187 ve IBU etkisine bagli zamansal degisimi. Sonuglar penge kalinliklari
arasindaki farklarin ortalamalar1 ve ortalamalarin standart hatasi seklinde
verilmistir (Ortalama+SH, n=6). IBU (100 mg/kg), BRP-187 (10, 30 ve 100
mg/kg) ve ayn1 voliimde saf DMSO (0,15 ml/30g) s.c. olarak CG’den 30 dakika
once verilmistir.

4.1.2. BRP-292’nin pence 6demi iizerine etkisinin zamanla degisimi

Kontrol (SF), DMSO, BRP-292 (10, 30, 100 mg/kg) ve IBU (100mg/kg) gruplarinda elde
edilen pence O6dem kalinliklar1 0, 90, 180, 270, 315 ve 360. dakikalarda Odlgiilerek
6dem/zaman grafigi olusturulmustur (Sekil 4.2).

Elde edilen zaman grafiginde 6zellikle inflamasyonun II. Fazinda (270 ve 315. Dakikalar)
BRP-292 100mg/kg ve IBU 100mg/kg ile elde edilen etki profili benzer olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. Farede CG (Tip IV A, 24 ul/penge, %2 a/h) ile olusturulan penge 6deminin BRP-
292 ve IBU etkisine bagli zamansal degisimi. Sonuglar pence kalinliklar:
arasindaki farklarin ortalamalar1 ve ortalamalarin standart hatast seklinde
verilmistir (Ortalama+SH, n=6). IBU (100 mg/kg), BRP-292 (10, 30 ve 100
mg/kg) ve ayni voliimde saf DMSO (0,15 ml/30g) s.c. olarak CG’den 30 dakika
once verilmistir.

4.1.3. Test ve referans maddelerinin pence 6demi iizerine antiinflamatuvar %

inhibisyon degerleri

Her iki test maddesi i¢in de CG enjeksiyonunun ardindan 0, 90, 180, 270, 315 ve 360.
dakikalarda meydana gelen 6demi ne derecede inhibe ettikleri (% inhibisyon degeri)

ortalama 6dem hacmi lizerinden hesaplanmgtir.

BRP-187’nin (100 mg/kg, s.c.) 180 ve 270. dakikalar arasinda sirasi ile % 40.4, 39.5 olarak
en giiclii antiinflamatuvar etkinlige sahip oldugunu fakat yine de bu aktivitenin % inhibisyon
olarak IBU’dan az oldugunu (sirasi ile % 60.3, 70.1) gérmekteyiz (Bkz. Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. BRP-187 igin antiinflamatuvar etkinlik (% inhibisyon)

CG Enjeksiyonundan Sonra Gegen Zaman (Dakika)
90 180 270 315 360

MADDE Ort. | SH | %Inh [Ort. | SH | %Inh [Ort. | SH | %Inh [Ort. | SH | %Inh [Ort. | SH | %Inh

DMSO 0,36/ 0,03 0,50/ 0,03 0,63| 0,05 0,61 0,04 0,53| 0,05
BRP 187

0,53|0,06(-48,37|0,57| 0,06(-13,25| 0,72| 0,06| -13,16| 0,75| 0,06 -24,52( 0,73| 0,06| -36,56)
(10mg/kg)
BRP 187

0,43|0,07(-19,53(0,40| 0,04| 21,19|0,51|0,03| 19,47(/0,55/0,03| 9,64(/0,58|0,03| -8,44
(30mg/kg)
BRP 187

0,39| 0,05 -9,30(0,30|0,04| 40,40(0,38|0,04| 39,47(0,38|0,04| 36,64(/0,41|0,03| 24,06
(200mg/kg)
IBU 0,15|0,04| 58,14(0,20|0,06| 60,26|0,18|0,06| 71,05(0,23|0,06| 61,43(0,26|0,07| 51,56
(200mg/kg)

BRP-292’nin de (100 mg/Kkg, s.c.) 270. ve 315. dakikalar arasinda en gii¢lii antiinflamatuvar
etkinlige sahip oldugunu fakat bu aktivitesinin % inhibisyon olarak IBU’dan az oldugunu

gormekteyiz (Bkz. Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. BRP-292 igin antiinflamatuvar etkinlik (% inhibisyon)

CG Enjeksiyonundan Sonra Gegen Zaman (Dakika)

90 180 270 315 360

MADDE Ort. | SH | %Inh |Ort. | SH | %Inh [Ort. | SH | %Inh [Ort. | SH | %Inh | Ort. | SH | %Inh

DMSO 0,36/ 0,03 0,50/ 0,03 0,63| 0,05 0,61 0,04 0,53| 0,05
BRP 292

0,32|0,06| 12,09|0,36|0,04| 29,14|0,46|0,05| 27,63|0,47|0,05| 23,14|0,39|0,04| 27,50
(10mg/kg)
BRP 292

0,37|0,05| -2,79(0,36|0,06| 29,47|/0,52|0,08| 18,16|0,59|0,08| 2,75/0,47|0,06 11,88
(30mg/kg)
BRP 292

0,39|0,07| -9,30(0,32|0,08| 37,09|0,30|0,03| 52,89|0,30|0,03| 50,69|0,58|0,05 -9,37
(100mg/kg)
IBU

0,15(0,04| 58,14|0,20|0,06| 60,26/0,18|0,06| 71,05|0,23|0,06| 61,43|0,26|0,07| 51,56
(200mg/kg)
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4.1.4. Test ve referans maddelerinin CG uygulamasindan 270 dakika sonra ortaya

cikan antiinflamatuvar etkileri

CG ile elde edilen 6demin plato yaptigi, COX ve LOX yolaklarinin rol oynadigi faz olarak
kabul edilen inflamasyonun Il. fazinda (270. Dakika); kontrol (SF), DMSO, BRP-187 (10,
30, 100mg/kg) ve IBU (100mg/kg) gruplarindan elde edilen pence ddem kalinliklar1 Sekil
4.3’de verilmistir. SF ve DMSO gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir. BRP-187 100mg/kg ve IBU gruplarindaki 6dem kalinligi kontrol ve ¢oziicii
gruplarindan anlamli olarak daha diisiitk bulunmustur. Ayrica BRP-187 100mg/kg fare penge

O0demini 270. dakikada istatistiksel olarak anlamli derecede inhibe etmistir.

1.0+

Odem Kalnhgi (mm)

Sekil 4.3. CG uygulamasindan sonra 270. dakikada elde edilen penge édem kalinliklart.
Farelerde CG ile olusturulan penge Odemi testinde elde edilen penge O6dem
kaliliklar1 (Ortalama+SH, n=6). “Kontrol (DMSO) grubu ile farkli (IBU igin
p<0,0001; BRP-187 i¢in p<0,05 ), *IBU’dan farkl1 (p<0.05).

CG ile elde edilen 6demin Il. fazinda (270. Dakika); kontrol (SF), DMSO, BRP-292 (10, 30,

100mg/kg) ve IBU (100mg/kg) gruplarindan elde edilen penge dem kalinliklar: Sekil 4.4°de

verilmisgtir.
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SF ve DMSO gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. BRP-292
100mg/kg ve IBU gruplarindaki 6ddem kalinligi kontrol ve ¢oziicii gruplarindan anlamli
olarak daha diisiik bulunmustur. Ayrica BRP-292 100mg/kg fare penge ddemini 270.
dakikada istatistiksel olarak anlamli derecede inhibe etmistir. BRP-292’nin 100mg/kg dozda
gosterdigi antiinflamatuvar aktivite ile IBU nun antiinflamatuvar etkisi arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark yoktur.

0.8+

©
i

Odem Kahnhg (mm)
o
>

©
L

0.0-

Sekil 4.4. CG uygulamasindan sonra 270. dakikada elde edilen pence 6dem kalinliklari.
Farelerde CG ile olusturulan penge 6demi testinde elde edilen penge O6dem
kalinliklart (Ortalama+SH, n=6). *Kontrol (DMSO) grubu ile farkli (p<0.05).

4.2. Deneyde Kullanilan Maddelerin Farelerde Kivranma Sayilar1 Uzerine Etkisi
4.2.1. SF, DMSO ve IBU gruplarinda elde edilen kivranma sayilar

p-BK verilmeden 30 dakika 6nce, kontrol grubu olarak SF 0.15 ml/30 g fare olacak sekilde
s.c. uygulanmustir. SF grubundaki farelere p-BK (2.5 mg/kg, i.p.) verildikten 3 dakika sonra
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baslayarak 15 dakika boyunca gozlem yapildiginda kivranma sayilar1 19.3+1.8 (n=6) olarak
kaydedilmistir (Bkz. Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2).

Test maddelerinin ¢dziiciisinin  DMSO olmasit nedeniyle DMSO’nun anlamli  bir
antinosiseptif aktivetisinin olup olmadig1 incelenmistir. Ayni test maddeleri gibi p-BK (2.5
mg/kg, i.p.) uygulanmadan 30 dakika once 0.15 ml/30g fare seklinde DMSO subkutan
yoldan enjekte edilmis ve 15 dakika siiresince ortalama kivranma sayis1 18.00+1.7 (n=6)
olarak bulunmustur. DMSO ile SF arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Bu nedenle BRP-187 ve BRP-292’nin antinosiseptif aktivite

gozlemlenmesinde kontrol grubu olarak ele alinmistir (Bkz. Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2).

IBU, referans madde olarak p-BK enjeksiyonundan yarim saat once 0,15 ml/30g fare
seklinde subkutan yolla 100mg/kg olarak verilmistir. 15 dakika boyunca kivranma sayilari
gozlenmis olup tiim deneylerdeki en diisiik say1 olan 4.00+£0.7 (n=6) degeri bulunmustur
(Bkz. Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2).

4.2.2. BRP-187’nin antinosiseptif etkinligi

BRP-187 p-BK enjeksiyonundan yarim saat 6nce 0,15 ml/30g fare seklinde subkutan yolla
aym referans madde IBU gibi 100mg/kg olarak enjekte edilmistir. 15 dakika boyunca
gozlemlenen kivranma sayilar1 10.2+1.2 (n=6) olarak bulunmustur (Bkz. Sekil 4.2, Cizelge
4.2).

4.2.3. BRP-292’nin antinosiseptif etkinligi

BRP-292 p-BK enjeksiyonundan yarim saat 6nce 0,15 ml/30g fare seklinde subkutan yolla
aym referans madde IBU gibi 100mg/kg olarak enjekte edilmistir. 15 dakika boyunca
gozlendiginde kivranma sayilar1 5.342.8 (n=6) olarak bulunmustur (Bkz. Sekil 4.2, Cizelge
4.2).



42

251

20+

15+

10 o o

Kivranma Sayisi (sayim/15 dk)

Sekil 4.5. Farelerde p-BK ile olusturulan abdominal kivranma aljezi yonteminde elde edilen
kivranma sayilar1 (Ortalama+SH, n=6), *Kontrol (SF) grubu ile farkli, #Kontrol
(DMSO) ile farkli (p<0,05).

BRP-187 ve BRP-292 enjekte edilen gruplarda kivranma sayilar1 kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha az bulunmustur (p<0,05). BRP-187 i¢in
antinosiseptif aktivite %44,4+9,1 (n=6) ve BRP-292 icin antinosiseptif aktivite %70,4+15,4
(n=6) olarak hesaplanmistir (Bkz. Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Farelerde p-BK ile olusturulan abdominal kivranma aljezi yontemi ile kontrol,
test maddeleri ve referans madde gruplarinda elde edilen kivranma sayilar
(Ortalama+SH, n=6) ve antinosiseptif aktivite (% inhibisyon)

Madde Kivranma sayilari % Inhibisyon
Ort. SH N Ort. SH N
Kontrol (SF) 19,3 1,8 6 - - 6
Kontrol (DMSO) 18,0 1,7 6 - - 6
BRP-187 10,2 1,2 6 44,4 9,1 6
BRP-292 53 2,8 6 70,4 15,4 6
iBU 4,0 0,7 6 77,8 3,8 6

4.3. Deneyde Kullamlan Maddelerin  Fareler Uzerine Akut Toksisitesinin

Degerlendirmesi

Antiinflamatuvar aktivite tayin deneylerine giren tiim farelerde 48 saat icerisinde mortalite
olup olmadig incelenmistir. BRP-187, BRP-292, DMSO ve IBU enjekte edilen higbir farede
oliim gozlenmemistir. Dolayisiyla bu maddelerin herhangi birinin 6liime sebebiyet verecek

akut bir tesirinin olmadig1 yargisina varilmistir.
4.4. Deneyde Kullanilan Maddelerin Ulserojenik Aktivite Degerlendirmesi

Analjezi deneylerinin tamamlanmasinin ardindan 4 saat sonra eter anestezisi yontemiyle
fareler 6tenaziye tabi tutulmustur. Otenazi islemi sonrasi farelerin 6zefagus ve duedenumlart
baglanarak, mideleri 1,5 ml %210 formalin ile fikse edilerek ¢ikartilmistir. Farelerin mideleri
151k mikroskobu altinda kanama odag: (petesi) olusumu agisindan incelenmistir. IBU nun
uygulandig1 gruplardaki farelerde iilserojenik faaliyet gozlenmis, fakat BRP-187 ve BRP-
292 igin herhangi bir iilserojenik etki goriilmemistir. Ulserojenik etki ise BRP-187 ve BRP-
292 i¢in 0, IBU icin +2 olarak tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Romotoid artirit gibi kronik inflamatuvar hastaliklarin tiim diinyada milyonlarca kisiyi
etkiledigi ve yasam kalitelerini diistirdiigii bilinmektedir. Etkili ve gilivenli bir tedavisinin
heniiz tam olarak saglanamamasi is giicii kayb1 ve farmakoekonomik boyutu inflamatuvar
hastaliklarin 6nemini artirmaktadir. Bu hastaliklarin en 6nemli semptomlarindan biri de
agridir. Agr1 6nemli bir patoloji belirtisi olmasinin yaninda son derece rahatsiz edici bir
semptomdur ve tedavisi zorunludur. Ancak heniiz optimum agr1 ve inflamasyon tedavisi
mevcut farmakolojik ajanlarla  saglanamamistir. NSAIi’ler en sik  kullanilan
antiinflamatuvar analjezikleridir. Oldukga yararl: etkilerinin yaninda istenmeyen etkileri ve
mide kanamasi gibi komplikasyonlar1 da s6z konusudur. Ozellikle kronik hastaliklarda gok
uzun siire NSAIl’ler kullamilmasi, yar1 Omiirlerinin  kisa olmas1 analjezik
gastroenteropatilerine neden olmaktadir. Hastalarin bu ilaglar1 endikasyon disi, bilingsiz ve
asir1 kullanmalar1 sorunlarin artmasina neden olmaktadir [103]. Daha etkili ve daha az yan
etki profiline sahip giivenliligi kanitlanmis yeni ilaglara ihtiyag olmasi bu konu tizerinde
yapilan aragtimalarin hizla devam etmelerinin nedenlerindendir. Bu tez kapsaminda

yaptigimiz aragtirmanin temeli de buna dayanmaktadir.

NSAIi’lerin pek¢ogunda bulunan serbest karboksilik grubun neden oldugu lokal iritasyonla
birlikte mide ve barsaklarda mukoza koruyucu etkileri olan prostaglandin (PG) sentezini
bloke etmelerine baghidir. Inflamatuvar siiregte 16kositlerin aktive olmasi ile membran
fosfolipitlerinden fosfolipaz Az enzimi araciligiyla arakidonik asit (AA) olusur. AA’dan
COX ve ozellikle 5-LOX enzimleri ile proinflamatuvar PG ve LT’ler sentezlenir.
Inflamasyon siirecinde 5-LOX’un aktivasyonu i¢in niikleer zarmn icindeki biitiinleyici bir
protein olan 5-Lipoxygenase-activating protein (FLAP) ile 5-LOX kompleks olusturur.
FLAP solunum ve kardiyovaskiiler hastaliklarda yer alan inflamasyonun lipid mediatorleri
olan LT sentezinde gereklidir. FLAP, 5-LOX igin bir membran ankraji ve bir amin asit
baglama proteini olarak iglev goriir. FLAP’1n 5-lipoksijenazi nasil aktive ettigi tam olarak

anlasilamamustir [104].

Bizim galismamizda; inflamatuvar LT sentezini engellemek amaci ile 5-LOX ile FLAP
etkilesimini bozan ve antiinflamatuvar analjezik etkili olmas1 muhtemel bilesiklerin sentezi
Farmasotik Kimya Anabilim dalimizda sentezlenmis izoksazol tiirevi olan BRP-187 ve

BRP-292 kodlu maddeler kullanilmistir. izoksazol halkas1 insektisidal, antibakteriyel,
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antibiyotik, anti-timor, antifungal, antikanser etkileri gosterilmis heterosiklik gruptur.

[zoksazol tiirevleri COX-2 inhibitérii olarak kullanilan ilag hammaddeleri arasindadir.

Ulrike Garscha ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada; farmasoétik kimya Ogretim
tiyelerimiz tarafindan sentezlenen izoksazol tiirevi BRP-187 kodlu bilesiginin in-vitro
etkileri arastirillmis ve BRP-187’nin LT biyosentez inhibitorii oldugu ve 5-LO niikleer
yeniden dagilimini bloke etmeden insan l6kositlerinin niikleer zarinda 5-LO/FLAP
etkilesimini onledigi gosterilmistir. in vivo olarak, BRP-187 (10 mg / kg), zimosan ile
indiiklenen murin peritonitinde, peritoneal eksiidalardaki LT seviyelerini, ayrica vaskiiler
gecirgenligi ve notrofil infiltrasyonunu baskilayarak, onemli bir etkinlik sergilemistir.
Ayrica BRP-187’nin insan monositlerinde ve polimorfoniikleer 16kositlerde 5-LO {iriin

olusumunu inhibe ettigi de gosterilmistir [105].

Bu tez kapsaminda in-vitro aktiviteleri bilinen izoksazol tiirevi BRP-187 ve BRP-292 kodlu
iki bilesigin fareler lizerinde antiinflamatuvar ve analjezik o6zellikleri incelenmistir.
Deneylerde kullanilan farelerde mortalite goriiliip goriilmedigi ve maddelerin iilserojenik

egilim gosterip gostermedigi de arastirilmistir.

Test maddelerimiz BRP-187 ve BRP-292’nin sudaki ¢6ziiniirliiklerinin fazla olmamasi
nedeni ile deneylerimizde solvent madde olarak DMSO kullanilmasina karar verilmistir.
DMSO’nun olast analjezik veya antiinflamatuvar etkisini degerlendirmek amaci ile kontrol
(SF) grubu ile karsilagtirilmigtir. DMSO’nun abdominal kivranma testinde ortaya ¢ikan etki
ve penge ddemi testinde olusturdugu 6dem kalinligi SF (%0,9) ile karsilastirildiginda DMSO
ile SF gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Her iki

maddenin de benzer etki profiline sahip oldugu gézlenmistir.

Test maddelerinin antiinflamatuvar ve analjezik etkinlik belirleme yontemlerinde ise
referans madde olarak iBU secilmistir. IBU selektif olmayan COX inhibisyonu yoluyla
antiinflamatuvar aktivitesi oldugu bilinen bir maddedir. Diinyada da ibuprofen en fazla
recetelendirilen NSAII’lerden biridir. Fakat sik goriilen gastrointestinal sistem etkileri,

bulant1 ve istifra etme gibi yan etkileri olan bir molekiildiir.

Deneylerimizde BALB/c fareler ilk olarak antiinflamatuvar etkinliklerinin tespiti i¢in 9

gruba ayrilarak deneye alinmiglardir. Antiinflamatuvar etkinlik tayini i¢in en bilinen
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yontemlerden biri olan pence/6dem testi kullanilmistir. Pengelerde 6dem olusturmasi igin
kullanilan madde CG’dir. Fare pencelerine CG verilmeden yarim saat 6nce BRP-187 ve
BRP-292’nin ti¢ farkli dozu (10 mg/kg, 30 mg/kg ve 100 mg/kg) subkutan yoldan enjekte
edilmistir. IBU nun ise 100 mg/kg’lik dozu subkutan kullamilmistir. Deneydeki farelerin sag
pengelerine %2’lik CG soliisyonu verilmis, CG’nin solventi olan SF’in 6dem yapip
yapmadigimi anlamak i¢in es miktardaki SF farelerin sol pengerine enjekte edilmistir. Sag ve

sol pengeler arasindaki hacim mikrometre ile 6l¢lilmiistiir.

Antiinflamatuvar aktivite tayininde kullanilan CG ile olusturulan penge 6demi ydnteminde
ortya ¢ikan inflamasyonun iki fazi1 bulunur. Erken fazda (90-180. dakika) histamin, serotonin
gibi otokoidler rol alir. Inflamasyonun ge¢ faz1 (270-360. dakika) ise prostaglandinler,
proteazlar ve lizozomlar gibi kinin benzeri maddeler ile iliskilidir [106]. NSAIl’ler
inflamasyonun ge¢ fazinda etkili olurlar. Inflamasyon siirecinin erken ve ge¢ fazim
gozlemlemek ve CG’nin maksimum 6dem miktarini belirlemek i¢in CG enjeksiyonundan
sonra 0, 90, 180, 270, 315, 360. Dakikalarda pengeler 6l¢iilmiis degerler kaydedilmistir. IBU
ve izoksazol tiirevi bilesiklerimizin 270. dakikada en etkin oldugu gozlenmistir. Test ve
referans maddelerinin penge 6demi iizerine 270. dakikada % inhibisyon degerleri; IBU:
%71.05, BRP-187: 100 mg/kg doz i¢in 39.47, 30 mg/kg doz i¢in 19.47 ve 10 mg/kg doz
icinse -13.16°dir. BRP-187’nin hem 10mg hem de 30 mg’lik dozlar1 i¢in antiinflamatuvar
etkinlik disiik ¢ikmig ve tstelik hem bu iki doz arasindaki fark hem de 10 mg’lik dozun
etkinligi anlaml olarak degerlendirilmemistir. 100 mg’lik doz icinse aktivite degeri IBU’ya
biraz daha yakin olarak gézlenmistir. BRP-292 i¢in % inhibisyon degerleri 100 mg/kg doz
i¢in (53.89), 30 mg/kg doz i¢in (18.16) ve 10 mg/kg doz icinse (27.63) olarak bulunmustur.
BRP-187’ye nazaran BRP-292’nin antiinflamatuvar aktivitesi IBU’ya daha yakin
bulunmustur. Her iki maddenin 30 mg/kg’lik dozlarinin aktivite profilleri benzer olmasa da

antiinflamatuvar etkinlik degerleri birbirine ¢ok yakin bulunmustur.

Analjezi deneyi yapilirken ise abdominal kivranma metodu secilmistir. Iritan ve agr
olusturucu 6zellige sahip p-BK intraperitoneal yoldan uygulanmistir. iBU, BRP-187 ve
BRP-292’nin 100mg/kg’lik dozlar en fazla antiinflamatuvar etkinlik gosterdikleri doz
oldugu i¢in analjezi deneylerinde tercih edilmistir. Test maddeleri p-BK enjeksiyonundan
yarim saat once farelere subkutan yoldan verilmistir. BRP-187 i¢in antinosiseptif etkinlik

degeri %inhibisyon: 44.4, BRP-292 icin: %70.4 ve IBU igin ise %77.8 bulunmustur.
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Analjezik etki bakimindan iBU’ya ¢ok yakin etki gdsteren BRP-292’nin BRP-187’ye

kiyasla daha gii¢lii bir agr1 kesici karakteristigine sahip oldugu anlagilmaktadir.

Tiim deneyler bittikten sonra eter anestezisi metoduyla 6tenazi yapilan farelerin midelerinde
petesi kontrolii yapilmustir. Her iki test maddesinin uygulandig: farelerde herhangi bir tilserli
durum izlenmemis fakat IBU enjekte edilen 6 farenin 2’sinde iilserojenik etkinlik
goriilmiistiir. Bu bakimdan her iki maddenin de IBU’ya nazaran gastrik iilserojenik etki

olusturmamasi acisindan daha yararli olabilecegi tespit edilmistir.

Akut toksisite bakimindan incelendiginde ise BRP-187, BRP-292 ya da IBU’nun

uygulandig1 hi¢cbir farede mortalite izlenmemistir.

Calismamizda hem BRP-187 hem de BRP-292’nin iBU ile karsilastirildiginda kabul
edilebilir diizeyde antiinflamatuvar etkinliginin oldugu tespit edilmistir. Ozellikle BRP-292
bu agidan ¢ok daha yakin ve anlamli bir sonug vermistir. Advers tesir agisindan ise
tilserojenik etkinlik olmamasi nedeniyle yine BRP-292’nin islenilmeye, gelistirilmeye
degecek bir molekiil oldugunu isaret etmistir. BRP-187 ve BRP-292’nin daha yiiksek
dozlardaki aktivitesinin gosterilmesi i¢in baska deneylerin yapilmasi da 6n goriilmektedir.
Ek olarak akut, kronik toksisite testlerinin yapilmasi, BRP-187 ve BRP-292’nin
karakteristiginin aydinliga kavusturulmasi agisindan kaynaklara destek verecektir diye

distiniilmektedir.

BRP-292, referans madde ile kiyaslanabilir ve istatistiksel olarak anlamli
analjezik/antitiinflamatuvar aktiviteye sahip olmasi ve iilserojenik aktivite gdstermemesibu
madde ile ilgili ileri aragtirmalar yapilmaya ve gelistirilmeye deger oldugu anlagilmaktadir.
Yapilacak yeni ¢alismalarla BRP-187 ve BRP-292"nin; NSAII’ler ile gdzlenen yan etkiler
ve daha yiiksek dozlarda farmakolojik aktivite bakimindan arastirilmasi ayrica akut, kronik
ve baz1 ozel (teratojenite, karsinojenite, mutajenite vb.) toksisite testlerinin yiiriitilmesi
planlanmaktadir. Ileri arastirmalarla birlikte ilag¢ aday1 olabilecegi diisiiniilen BRP-187 ve
BRP-292’nin farmakolojik ve toksikolojik profilinin kapsamli bir sekilde ortaya konmasi,
diisiik yan etkiye ve yiliksek farmakolojik aktiviteye sahip yeni kimyasal bilesikler

sentezlenmesi i¢in bir model olmasi bakimindan énemlidir.
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6. SONUC

NSAIil’lerin advers tesirlerinin ¢coklugu nedeni ile tesir giicii yiiksek ve daha az yan etkili
ila¢ gelistirme ¢abalari halen stirmektedir. Antiinflamatuvar ve analjezik 6zelligi bilinen
izoksazol molekiiliinden hareketle, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya
Anabilim Dali tarafindan sentezlenen BRP-187 ve BRP-292 kodlu iki izoksazol tiirevi

bilesigin etki mekanizmalari/etkinlikleri in-vitro olarak arastirilmistir.

Bu tez kapsaminda, BRP-187 ve BRP-292 kodlu iki izoksazol tiirevi bilesiginin analjezik ve
antiinflamatuvar etkileri ile akut toksisiteleri, midede fiilserojenik aktivitelerinin olup
olmadig: farelerde arastirilmistir. Bunun i¢in antiinflamatuvar aktivite CG ile indiiklenen
penge 6demi testi ve analjezik aktivitesi p-benzokinon ile olusturulan kivranma testi ile
incelenmistir. Ulserojenik etkinlik testi eter anestezisi ile éldiiriilen farelerin midelerinin
cikarilip mikroskopla petesi sayarak yapilmistir. Referans madde olarak tiim diinyada ¢ok
yaygin sekilde kullanilan ibuprofen alinmis ve izoksazol tiirevi bu iki maddenin analjezik ve

antiinflamatuvar etkinlikleri kiyaslanmistir.

Calisma sonuglarina gore BRP-187’nin daha az olmak tiizere her iki test maddesinin de hem
antiinflamatuvar hem de analjezik aktiviteye sahip olduklari bulunmustur. Referans madde
IBU’ya gore bu etkinlikler karsilastirildiginda BRP-292nin p-BK ile yapilan kivranma
testinde IBU kadar giiclii analjezik karaktere sahip oldugu izlenmistir. Ayn1 zamanda her iki
test maddesinin herhangi bir mortaliteye neden olacak akut toksisitesinin olmadig1 ve

midede kanama odag1 olusturmadig gozlenmistir.

Sonug olarak 6zellikle farelerde yapilan penge 6dem testinde antiinflamatuvar etkinligi daha
fazla olan BRP-292’nin IBU kadar giiclii analjezik karakteristigiyle iyi bir ila¢ aday1 olarak

diisiiniilebilegi anlagilmistir.
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Telefon

e-mail

Egitim
Derece Egitim Birimi
Yiiksek Lisans Gazi Universitesi, Farmakoloji Anabilim Dali

Lisans [.T.U. Kimya Boliimii
Lise Atakoy Cumhuriyet Lisesi

Is Deneyimi
2013- devam ediyor Kimyager — Tiirkiye Ila¢ ve Tibbi Cihaz Kurumu
2006-2013 Kimyager — Ornek Matbaacilik/Basim

Yabanca Dil

Ingilizce

Hobiler
Halk Bilimi ve miizigi
Inkilap Tarihi
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Mezuniyet tarihi
Devam ediyor

2006
1998
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GAZILI OLMAK AVYRICALIKTIR...






